
N o  d ' o r d r e  : 3 9 5  

p r é s e n t é e  à 

L'KNIVERSITE DES SCIENCES ET TECHNIQUES 
DE LILLE FUNDRES ARTOIS 

poup o b t e n i r  l e  g r a d e  de  

DOCTEUR DE L'UNIVERSITE 

-, p a r  

SANAE ;-KADRI - GU ISS\ 

EXPRESSION DE GENES SPECIFIANT DES PRECURSEURS 
DE NEUROPEPTIDES. CHEZ UN VER lWU2IN. 

-DIVERSICOLOR 

sou tenu  l e  7 j u i l l e t  1989 d e v a n t  l a  Commission d1Exanen 

P r é s i d e n t  M .  P O R C H E T  

Rappor t eu r s  : M .  B A L L  

M. V A N  MINNEN 
Examinateurs  : . M .  C U R G Y  

M .  PIERCE 



A L A  MEMOIRE D E  MA SOEUR SOUfiD 

A MES PCIRENTS 

A MON EPOUX HAMID ET A MA FILLE S O F I A  

A MES FRERES ET A MES SOEURS 

A MA BELLE FAMILLE  



REMERCIEMENTS 

Je tiens h exprimer tous mes remerciements h Mon- 

sieur le Professeur Jean-Jacques Curgy qui a dirigd mon tra- 

vail sans discontinuer. En m'accordant toute sa confiance, 

il m'a permis, dans les moments de découragement, de surmon- 

ter les difficultés. C'est gr3ce & lui que j'ai appris véri- 

tablement à connaztre tout 1 ' enrichissement que l ' on peut 

trouver dans le travail de re.cherche. Qu'il trouve ici, 

l'expression de ma profonde gratitude. 

Monsieur le Professeur Maurice Porchet, directeur du 

laboratoire d'Endocrinologie des Invert&brés (U.A. 148) m'a 

fait le grand honneur de m'accuei.1lir dans son laboratoire 

et de présider mon jury de th&%& ; qu'il veuille trouver 

ici, 1 ' expression de ma profonde et respectueuse 

reconnaissance. 

Mes remerciements s'adressent également 4 Messieurs 

les Professeurs S. Ball, J. Van Minnen et H. Pierce qui ont 

bien voulu me faire l'honneur de juger mon travail. 

Merci Philippe Bulet, tu m'as accorde, toujours dans 

la gaité, d'enrichissantes discussions. 1 1  serait illusoire 

d'énumérer ici les multiples services et conseils que tu 

m'as dispensés avec serviabilité. Pour tout cela, accepte 

toute mon amitié et mes sincbres remerciements. 

T l  m'est trés agréable de te remercier, Muriel 

Vennin, toi qui m'a fait connaltre la "vie d'un 

lobarataire". lu as au m'initier A des techniques nouvelles, 

avec patience et complaisance. Tu as &té l'amie de tous les 

jours, Je te dois beaucoup. J8eçp&ce que tu trouveras dans 

c r î  quelques mots, l'expression de ma plus amicale 

recannaiçsance. 



Je remercie Madame l e  Professeur N i c o l e  Dhainaut- 

Cour to i s  e t  Mademoiselle Maryse Masson q u i  m'ont a id&  

dans l a  r é a l i s a t i o n  e t  l ' i n t e r p r é t a t i o n  des t ravaux i m m u -  

nocytochimiques. 

L ' i n j e c t i o n  des ARNm dans l e s  ovocytes de X.  l a e v i s  

a é t é  r é a l i s é e  par  Monsieur Franck Fourn ie r  du l a b o r a t o i r e  

de Phys io log ie  animale, SN4, USTL. Je l u i  présente mes s in -  

céres remerciements. 

L'avancement de mes travaux d o i t  beaucoup A l ' a i d e  

préc ieuse q u i  m'a é t &  apportde par  l e  Professeur J. Rehfeld, 

l e  Professeur M.C. Be in fe ld ,  l e  Pr0fesse~t.r G. Tramu e t  A. 

Delaire-Hesdin q u i  o n t  eu l ' a m a b i l i t é  de m a  f o u r n i r  l e s  

an t i co rps .  Q u ' i l s  acceptent tous  mes remerciements. 

Va lé r i e  Deconinck, tu as assuré l a  dac ty lograph ie  de 

ce mémoire avec bonne humeur. La q u a l i t é  de ton  t r a v a i l  e s t  

inest imable.  Accepte donc, mes t r é s  v i f s  remerciements. 

Monsieur D. Lazarek i  e t  Madame Auger o n t  mené à b ien 

l e s  reproduct ions  prhotographiques. A vous deus, j e  s u i s  

t r$s reconnaissan te .  

En f in ,  que tous l e s  au t r es  membres du l a b o r a t o i r e  

d 'Endacr ino log ie  des Inver tBbrés  (UA 148) t rouven t  i c i  mes 

remrrriemants. Chacun a eu l ' o ccas i on  de m'assurer de son 

a m i t i &  en m 'ass is tan t  & une quelconque periade. 



TABLE DES MATIERES 

1 - MATERIEL B I O L O G I Q U E ~ m m m m m . m m m ~ ~ m m ~ m m m o m m m m m ~ m m a ~ ~  16 

I I  - DISSECTION ET ISOLEMENT DU PROSTOMIUM ET DU 
CERVEAU DES A N I M A U X ~ m . m m m . m . m m . m m ~ m m m ~ m m a . m . . ~  16 

1 - Dissection du prostomium..........,........... 16 

2 - Dissection du cerveau.........,............... 17 

I I I  - EXTRACTION DES ACIDES RIBONUCLEIQUES (ARN) DES 
PROSTOMIUMS OU DES CERVEAUX.........,........... 17 

1 - Précautions  opératoire^..^......^..^..^^...... 17 
2 - Technique d'extraction....................... 18 

IV - PURIFICATION DES A R N m . m . m m u . . m m m . m . m m m e m e e m m . . m  19 

1 - Traitement des échantillons par le chlorure 
de lithium..............m.Ia..m.............m. 19 

2 - Passage des échantillons sur une colonne 
d'oligo-dT ~ellulose..........~.~..~.~........ 29 

a_ - #ppar~illage.~..........~.~..... ........... 20 
b - Traitement de l'appereillage.............. 20 - 
g - Préparation du gel d'oligo dT cellulose... 20 

d - Préparation de la calonne................. 21 

e_ - Préparation des ARN tota~ix................ 21 

f - Recyclage de l'éch~ntillon et élutian dos -- 
ARNm poly(A)+...... ....................... 21 

V - ELECTROPHORESE DES ARNm EN GEL D'AGAROSE- 
M E T H Y L M E R C U R E . , m ~ . m . . . . e . . . . m m m m . ~ . . . m  22 

VI - TR#DUCTION IN VITRO DES ARNm...........um..m.u.m. 23 

1 - Traduction des ARNm en lysat de réticuloçytes 
de lapin....m.....~.......~mm.m~.mI...m..~~m 23 

- Protocole opératoire...... ....I......... 24 



b - Evaluat ion du pouvoir  de t raduc t ion  d'un 

l y s a t  de ré t i cu locy tes  de l a p i n  par mesure 

de l a  r a d i o a c t i v i t é  incorporée dans l e s  

pro té ines synthét isées de nova............ 25 

2 - Traduction des ARNm en e x t r a i t  de germes 

de blé............................I........... 26 

- Determination de l a  concentrat ion opt imale 

en i o n  K I  necessaire h une t raduct ion 

opt imale des ARNm dans un e x t r a i t  de 

germes de b l é ~ ~ . o . m ~ . . ~ ~ . . ~ ~ ~ . ~ . ~ . . . ~ . ~ m . ~  27 

$ - Détermination de l a  concentrat ion opt imale 

en ARNm permettant 1 ' obtent ion d '  un 

maximum de synthése i n  v i t r o  de 

 protéine^.....^.......^................... 30 

g - Traduct ion des ARNm de cerveaux dans l e  

systéme a c e l l u l a i r e  de germes de blé...... 33 

VI1 - TRADUCTION DES ARNm DANS LES OVOCYTES DE 

XENOPUS L A E V I S o o o m o . o . - m . . o . m . . o . . o . o o m . . . o . o  33 

VI11 - EXTRACTION DES PROTEINES SYNTHETISEES 

I N  O V O . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . " . " . . . . . . .  34 

X X  - ANALYSES DES PRODUITS TRADUITS................... 35 

1 - Techniques électrophor&tiques................. 35 

a - Electrophor&se mono-dimensionelle des - 
polypept ides en m i l i e u  dénaturant SDS..... 35 

b - Electrophorése mono-dimensionelle des - 
peptides................................... 38 

2 - "Techniques immun~logiques.............~..~.... 40 

3 - Immunopr&cipitation...................,. 40 

b - Transfer t  des proté ines sur  membrane de "- 
n i t r o c e l l u l o s e  : technique d i t o  de 

"Western b l o t "  ou d' immunotrançfert. . . . . . .  42 

g - Test ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbant 

A s ~ a y ) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  45 

X - TECHNIGIUE XMMUNOHISTOCHIMIQUE REALISEE SUR DES 

PKOSTOMIUMS DE NEREIS DI VER SI COL OR.^................ 44 

- Préparat ion des tissus.................... 43 

b - Réactions immunohistochimiques............. 45 - 



X I  . ELABORATION D'UNE BANQUE D'EXPRESSION A PARTIR 

...... DES ARNm DE CERVEfiUX DE NEREIS DIVERSICOLOR 

................. . 1 Préparat ion des ARNm po ly (A)+  

2 - Synthése du l e r  b r i n  d'ADN complémentaire 

(ADNc) ........................................ 
.................. 3 - Synthése du 2éme b r i n  d'ADNc 

.............. 4 - Ex t rac t i on  de 1'ADNc double b r i n  

3 - Méthylat ion des s i t e s  Eco R 1  d'ADNc ........... 
4 - Addi t ion  des at taches contenant des s i t e s  de 

r e s t r i c t i o n  Eco -R l  (a t taches d i t e s  " l i n k e r s  

Eco R I " )  1'ADNc m&thyl& ..................... 
7 - Hydrolyse des " l i n k e r s "  au n iveau des s i t e s  

........................................ ECO Ri 

8 - P u r i f i c a t i o n  des molécules d'fiDNc su r  colonne 

de chromatographie .................*.......... 
9 - L i g a t i o n  de 1'ADNc au "bras du vecteur"  

g t  11 ..............................m......... 
10 - Empaquetage i n  v i t r o  de l'ADN phagique 

recombiné i n  v i t r o  ........................... 
.... a- Empaquetage dans l e  çystéme "Amershamu 

.... b - Empaquetage dans l e  systéme .GigapackU - 
.................. 11 - T i t r age  de l a  banque d'ADNc 

........ 3 - Obtent ion de bac té r ies  compétentes 

b - Préparat ion de l a  gélose d i t e  "mol le"  - 
.............. pour l e  t i t r a g e  de l a  banque 

....... c - Déterminat ion du t i t r e  de l a  banque 

...... 12 - Amp l i f i ca t i on  de l a  banque d 'expression 

13 - Détect ion des pro té ines  de fus ion  d ' i n t e r g t  

........... ou "screening" de l a  banque d'ADNc 

3 - Epuisement des an t i co rps  u t i l i s é s  pour l e  

"çcreening" de l a  banque .................. 
b - Préparat ion des f i l t r e s  de n i t r o c e l l u l o s e  - 

imprégnés d'IPTG. u t i l i s 8 s  gour l e  t rans- 

.............. . f e r t  des pro té ines  de fus ion  

...... g - Cr ib lage ou "screening" de l a  banque 



RESULTATS................................ 62 

1 - LES ARNm EXTRAITS DU CERVEAU DE NEREIS DIVERSI- 

COLOR : CARACTERISTIQUES ET CAPACITE INFORMA- 

T I V E . m . m ~ m m m . a m ~ m a a m m m m m m m * m m . m a a . ~ s ~ ~ m ~ a ~ a  62 

A - Analyse des ARNm.... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .m... . .C 62 

B - Comparaison des p rodu i t s  t r a d u i t s  en l y s a t  

de r é t i c u l o c y t e s  de l a p i n  p a r t i r  der  ANRm 

e x t r a i t s  de cerveaux de Nereis  d ivers ico lor . . .  62 

C - Etude q u a n t i t a t i v e  des polypept ides t r a d u i t s  

en l y s a t  de r é t i c u l o c y t e s  de lapin............ 64 

h - Eva luat ion  q u a n t i t a t i v e  g lob lae  du pou- 

v o i r  i n f o r m a t i f  des ARNm ddterminée par 

l e  décompte de l a  r a d i o a c t i v i t é  contenue 

dans l e s  pro td ines nouvellement synth&- 

tisées............................~~.... 67 

2 - Déterminat ion q u a l i t a t i v e  e t / ou  quant i ta -  

t i v e  du pouvoir  i n f o r m a t i f  des ARNm par 

l ' ana lyse  é lec t rophoré t ique en g a l  de 

polyacrylamide 5-25 %, SDS, des poly- 

pept ides t r a d u i t s  i n  vitro................ 68 

a - Autoradiogramme des éleetrophoréses... 68 

b - Enregistrement densi tométr iques des 

autoradiogrammes....................... 69 

- CARACTERISATION DE CERTAINS PRODUITS TRADUITS A 

PARTIR DES ARNm EXTRAITS DE PR08TOMIUNS DE 

NEREIS D I V E R S I C O L Q R m m m m m m m a . m . . m . . ~ m m . . . ~  72 

II - Polypept ides apparentés A l a  procholecys- 

t ok i n i ne  (proCCK) e t  à l a  prodynorphine 

(prodyn) de Mammif&res...............~..... 72 

A - Carac t&r i sa t ion  de p rodu i t s  t r a d u i t s  

i n  vitro................................ 72 

1 - Traduct ion en l y s a t  de r é t i c u l o c y t e s  -- 
de lapin.............................. 72 

a - Décompte de l a  rad ioact iv i tk . . . . . .  72 



b - Analyse par é lect rophorèse en g e l  

de polyacrylamide - SDS des poly- 

pept ides t r a d u i t s  en l y s a t  de ré- 

t i cu l ocy tes  de lapin.............. 

c - Enregistrements densitomÇtriques 

des autoradiogrammes.............. 

d - Immunoprécipi tat ion des p rodu i t s  

t r a d u i t s  en l y s a t  de r & t i c u l o c y t e s  

de lapin......................... 

- Mise en évidence d'un poly- 

pept ide apparenté i l a  proCCK 

humaine...................... 

- Mise en évidence d 'un poly- 

pept ide apparente A l a  prodyn 

de MammiP&res . . . . . . . . . . . . . . . . .  

2 - Traduct ion en e x t r a i t  de germes de 

b l é  ("wheat germ extract")............ 

a - DÇcompte de l a  r ad ioac t i v i t é . .  .... 
b - hnalyse par é lect rophorése en g e l  

de polyacrylamide SDS des p rodu i t s  

t r a d u i t s  en e x t r a i t  de germes de 

blé...*.............."............* 

c - Enregistrements densi  tomktriques 

.............. des autoradiogrammes 

d - Immunopr6cipitat ion des p rodu i t s  

t r a d u i t s  en e x t r a i t  de germes de 

bl&............................... 

- Mise en évidence d'un poly- 

pept ide apparenté & l a  proCCK 

humainel...................... 

- Mise en évidence d'un poly- 

pept ide apparenté à La prodyn 

de Mammiféres. . . . . . . . . . . . . . . . .  

B - Traduct ion dans l e s  ovocytes de Xeno~us 

lae~i3..~................................... -- 
1 - Analyse des p rodu i t s  totaux t r a d u i t s  

in o v o . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ---- 



a - Analyse par  électrophorése en 

ge l  de polyacrylamide-urée........ 87 

b - Enregistrements densitamétriques 

des autoradio gram mes..............^ fi7 

2 - Carac té r i sa t ion  de ce r t a i ns  p rodu i t s  

t r a d u i t s  i n  ove....................... 89 

a - Polypept ides apparentés i l a  pro- 

CCK humaine....................... 89 

- Immunopréçipitat ion des pro- 

d u i t s  t r a d u i t s  i n  ove,........ 89 

- Immunotransfert des pro té ines 

su r  membrane de n i t r o ç e l l u -  

lose, technique d i t e  de 

"Western blot"................ 91 

b - Polypept ides apparentés 4 l a  pro- 

dyn de Mammiféres................. 93 

- Immunoprécipi tat ion des pra- 

d u i t s  t r a d u i t s  i n  OVO......... 93 

- Immunotransfert des pro té ines 

sur  membrane de n i t r o c e l l u -  

lose, technique d i t e  de 

"Western b lot l ' . .  ........... ... 99 
- Immunotransfert i p a r t i r  

d 'un g e l  de poly- 

acrylamide-urée............ 98 

- Immunotransfert h p a r t i r  

d 'un g e l  de poly- 

acrylamide 5-25 %, SDS....100 

Test ELIâA................lU2 . 
II - B Polypept ides reconnus par  l e s  ant icorps  

Blabor&s contre une f r a c t i a n  biochimi- 

quement e x t r a i t e  du cerveau de Nereis. 

v i rens,  f r a c t i o n  contenant l e  fac teur  

i n h i b i t e u r  de l a  spermatogenése............1C)2 

1 - Test ELISA................................104 

2 - Technique de l ' immunotransfer t  d i t e  de 

"Western bl0t~.............~~.~~.~.........104 



III . ETUDE M O R P H O F O N C T I O N N E L L E m o o o ~ ~ m ~ o ~ m ~ ~ m m ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ l ~ 7  

I V  . RESULTATS CONCERNQNT LA BANQUE D'EXPRESSION 

ELABOREE DQNS LE VECTEUR GT 1 1 a . o  ..m.......... 0.112 

g . Mesures d e  la q u a n t i t é  d'ADNc s y n t h é t i s i e  ..... 112 

b - T i t r e  d e  la banque .......................... .. 1 1 2  
m 

- Empaquetage dans le systtbme "GigapackU .... 113 

- Empaquetage dans le systtbme "Amersham. .... 113 

g - C a r a c t é r i s a t i o n  d e  p r o t & i n e s  d e  f u s i o n  ....... . l l 4  

DISCUSSION ET CONCLUSION....... .......m...... m . * o o o m o m l l 3  

B I B L I O G R A P H I E ~ ~ o ~ ~ ~ ~ ~ ~ a a w m m a ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ m ~ o a ~ o ~ w ~ m m ~ r n o ~ ~ ~ ~ ~ l 2 7  





Les Néréidiens (Annélides, Polychétes) constituent un 

modéle biolugique relativement simple qui canduit & une 

meilleure compr&hension des m&caniimes de l'endocrinologie 

générale. Ainsi, depuis de nombreuses années, le cerveau de 

certains Annélides Polychetes a suscité de nombreux travaux. 

t'obtention constante de résultats importants a été autori- 

sée par les progrès des techniques en biologie animale, bio- 

logie cellulaire et aujourd'hui biologie moléculaire. 

Les travaux de Durchon (1948,1949,1952) sont l'oeuvre 

d'un pionnier, et A leur suite ceux de son &cole font auto- 

rité dans le thème de l'endocrinologie des Nér&idiens. Trés 

tst, l'expérimentation a mis en evidence l'existence d'une 

hormone de nature neuros&crétrice. Depuis ces premiers 

travaux, aucune donnée expérimentale n'a pu démontrer 

l'existence d' une seconde activité endocrine. En 

conséquence, Golding (1965, 1967) propose la conception de- 

venue classique du "principe endocrine c8rébral unique". 

Bien que cette harmone semble unique, elle se caractérise 

par des effets multiples. D'une part, chez les espéces pré- 

sen tant naturel lemen t une épi taq~iie, cette hormone inhibe 

dans les deux sexes les transformations morphologiques et 

anatomiques. Elle emp4che ainsi leci animaux d'&vol~er en ce 

qu'il est convenu d'appeler l'état "h&téronér&is" (Durchon, 

1984). Les profondes transformations somatiques liées à cet 

état sont les préludes de la reprod~iction, Elles sant corré- 

lées à la maturation des gamétes dont le d&veloppement est 

contr81é par la mgme neurohormone. Cette derniére exerce une 

inhibition sur la ma%urat.ion génitale rnzle et sur la matura- 

tion génitale femelle (Durchon, 19o5j. D'autre part, cette 

harmone stimule certains métabolismes cellulaires, notamment 

ceux qui sont liés à la morphogenese rég&nératrice (%oilly 

et Bu.i 1 1 y-IYlarer, l(372, Boi l ly 1974.) . D ' aprgs les travau:.: 

d'kiauenschild (1956) et de Hoilly-Marer fi902), cette hormo- 

ne n'est pas spac i f  ique de l 'espéce. 



L ' a c t i ' v i t é  e n d o c r i n e  du  c e r v e a u  n ' e s t  p a s  c o n s t a n t e  a u  

c o u r s  d e  la v i e  d e  l ' a n i m a l .  Le d o s a g e  b i o l o g i q u e  d e  l ' h o r -  

mone c é r é b r a l e ,  à p a r t i r  d e  c u l t u r e s  o r g a n o t y p i q u e s ,  a p e r -  

m i s  d e  c o n f i r m e r  l ' e x i s t e n c e  d ' u n e  d é c r o i s s a n c e  d e  l ' a c t i v i -  

té  e n d o c r i n e  d u  c e r v e a u  s u r  l a  p é r i o d e  a l l a n t  d e  l a  s e x u a l i -  

s a t i o n  A l a  r e p r o d u c t i o n  d e s  an imaux  d e  t o u t e s  les e s p é c e s  

c o n s i d & r é e s  ( P o r c h e t  1970 ; Durchon e t  P o r c h e t ,  1971). La 

r é d u c t i o n  p r o g r e s s i v e  d e  l ' a c t i v i t é  e n d o c r i n e  c é r é b r a l e  es t  

la c o n s é q u e n c e  d e  l ' a c t i o n  d e  d i f f é r e n t s  f a c t e u r s  a u  n i v e a u  

du c e r v e a u .  Des c o n d i t i o n s  e x t e r n e s  i n t e r v i e n n e n t  m a n i f e s t e -  

ment s u r  le c o n t r P l e  d e  l ' a c t i v i t é  n e u r o ç é c r é t r i c e  d e s  gan- 

g l i o n s  c é r é b r o ï d e s  e t  s e m b l e n t  i n d u i r e  le d é c l e n c h e m e n t  e t  

le s y n c h r o n i s m e  d e s  p h a s e s  d e  l a  r e p r o d u c t i o n  e t  d e  

l ' e s s a i m a g e .  P a r  exemple ,  i l  a été d é m o n t r é  q u e  l a  photopé-  

r i o d e  a u n e  i n f l u e n c e  s u r  le f o n c t i o n n e m e n t  hormonal  d u  cer- 

veau  ( H a u e n s c h i l d ,  1959 : G o l d i n g ,  1967 ; C l a r k ,  1969). La 

t e m p é r a t u r e  s e m b l e  é g a l e m e n t  j o u e r  un r G l e  d a n s  cette régu -  

l a t i o n  (Durchan  e t  P o r c h e t ,  1971). Le c o n d i t i o n n e m e n t  i n t e r -  

n e  s e m b l e  Z t r e  l i &  à u n e  l e n t e  d é c r o i s s a n c e  d e  la  p r o d u c t i o n  

hormonale .  A i n s i ,  i l  a été  m o n t r é  que les a v o c y t e s  p r o d u i -  

s e n t  u n e  " s u b s t a n c e  c h i m i q u e  c a p a b l e  d ' i n a c t i v e r  l a  produc-  

t i o n  e n d o c r i n e  d u  c e r v e a u "  ( P o r c h e t  e t  Durchon,  1968 : Por-  

c h e t  e t  Ca rdon ,  1976). P l u s  l a  c e l l u l e  g e r m i n a l e  é v o l u e  v e r s  

la  m a t u r i t é ,  p l u s  s o n  p o u v o i r  i n h i b i t e u r  d e  l ' a c t i v i t é  hor -  

mona le  d u  c e r v e a u  c r o i t .  11  s ' é t a b l i t  donc  e n  pe rmanence ,  un 

é q u i l i b r e  e n t r e  l ' a c t i v i t é  c é r é b r a l e  e t  1 ' a c t i v i t é  g é n i t a l e  

e t  t o u t e  m o d i f i c a t i o n  d e  l ' u n e  d e  ces a c t i v i t é s  e n t r a z n e  né- 

c e s s a i r e m e n t  u n e  g v n l u t i a n  d e  l ' a u t r e ,  jusqu'h la  m i s e  e n  

p l a c e  d ' u n  n o u v e l  é q u i l i b r e  i P o r c h e t ,  1974).  Une s u b s t a n c e  

a y a n t  u n e  a c t i o n  r & t r o a c t i v e  a p p e l é e  " feed-back"  p e r m e k t r a i t  

d ' e x p l i q u e r  le s y n c h r a n i s m e  e n t r e  p r o d u c t i o n  e n d o c r i n e  e t  

ovogcinc+!~e ( P o r c h e t  e t  Ca rdun ,  1976). L ' a c t i o n  d e  l a  2i3- 

hydroxy-ecdy5one s e m b l e  m i m e r  c e l l e  d e  la  s u b s t a n c e  " f e e d -  



-backM sur  l e s  cerveaux de Néré id iens ( f o r c h e t  e t  a l . ,  1984) 

e t  c e  r é s u l t a t  e s t  A rapprocher de c e l u i  de G a i l I e t  (1985) 

q u i  a i d e n t i f i é  un composé t r é s  proche de ce s t é r o ï d e  dans 

l e  l i q u i d e  coelomique des animaux. 

Chez l e s  Polychètes, l e s  méthodes expér imentales em- 

ployées par l e s  auteurs précédents pour é t u d i e r  l e s  neurosé- 

c r é t i o n s  n ' o n t  pas permis l a  dé tec t i on  du s i t e  exac t  de l a  

'synthése des fac teu rs  neuroendocrines l Dhainaut g t  a l .  , 1979 

a e t  b ) .  En revanche, l ' u t i l i s a t i o n  en microscopie photoni- 

que e t  en m i c r o s c o p i ~  é l ec t r on i que  des méthades morphofonc- 

t i o n e l l e s  e t  l ' emp lo i  d ' a n t i c o r p s  d i r i g é s  con t r e  des pep t i -  

des de Vertébrés comme marqueurs on t  permis de dresser  une 

car tograph ie  du système nerveux c e n t r a l  e t  de l a  glande i n -  

f racé réb ra le  de Nere is  d i v e r s i c o l o r .  

L ' éco l e  -de Durchon a p ~ r  a i n s i  démontrer, dans l e  systéme 

nerveux ' cen t ra l  des Néréidiens, l ' e x i s t e n c e  de neurotrans- 

met teurs maintenant. c lass iques (acé ty l cho l i ne ,  monoamines 

biog&nes, GABA) a i n s i  que c e l l e  de nombreux neuropeptides 

( leuc ine- ,  m é t h i o n i n e - e n k . é p h a l i n e e j ,  d - p-endorphines, 

knéo-endorphine, dynorphine 1-17, somatostatine, GKF (growth 

hormone re leas ing  f a c t o r ) ,  CRF ( c o r t i c o t r o p i n  re leas ing  

f a c t o r ) ,  vasopreçsine, ocytoc ine,  P-MSH ( p  melanaçyte stimu- 

l a t i n g  hormone), cholecystokinine/gastrine, substance P, V I F '  

( vasoact ive  i n t e s t i n a l  pep t ide ) ,  i n su l i ne ,  angiatensine e t  

FMRF-amide) IDhainaut-Courtois e t  a l . ,  1985 a, 1986 ; 

Ohainaut-Courtois e t  Golding, 1988 ; Porchet e t  Dhainaut- 

Cour to i sp  1988). D i f 7é ren t s  pept ides semblent p a r f o i s  

coe:.:isttir dans un se11 neurone!, par exemple leci molécules 

apparentées su ivantes : CC1~::fgaçtrine e t  GRF, CCK/gastrine e t  

CRF, CCK/gastrine e t  5HT 15 I- iydraxy-tryptarnii- ie)  (Dl-tainaut- 

Cotirt ic~is et a l . ,  19Q5 a e t  bl . 
Jusqu'A présent, l e  r 6 l e  exact  des substances dbtectées 

apparent@es à l e u r  hamologues de Vertébrés n ' a  pas é t é  &ta- 



bli. Mais il a été proposé que chez les Néréidiens, ces pep- 

tides interviennent comme neurotransmetteurs et/'ou neuromo- 

dulateurç dans la régulation des sécrétions de l'aire neuro- 

hémale ; ces fonctions évoquent celles attribuées aux opioï- 

des des Mammiféres (Kuhn et Saltiel, 1986). Cette proposi- 

tion est confortee par les résultats de Golding et May 

(1982) qui révélent une exocytose de granules de sécrétion 

dans le neuropile des Polychetes. Par ailleurs. il n'est pas 

exclu que certains peptides opioïdes jouent un r81e dans la 

physiologie de la reproduction, puisque des immunoréactions 

mettant en oeuvre des anticorps anti-leucine-enképhaline ou 

anti-dynorphine 1-17, ont été observées respectivement dans 

les ovocytes et les spermatogonies de Nereis diversicolor 

(Dhainaut-Courtois et al., com. personnelle). L'implication 

des peptides opioïdes dans la spermatogénése et l'ovogénése 

a a s i  été rapportée chez l'escargot (Marchand cit Dubois, 

19851, chez l'oursin. (Carie110 et al., 1986) et chez le rat 

(Engelhardt et al., 1986). 

Par ailleurs, les travaux de Boilly-Narer (1983) sugqé- 

rent que des molécules apparentées A l'insuline et à la va- 

sopressine jouent respectivement un r8le dans la morphogenè- 

se et les m4canismes d'osmorégulation cher les Néréidiens. 

Bien qu'une cartographie détaillée du cerveau de Nereis di- 

versiculor ait pu Gtre réalisée en localisant des cellules 

immunoréactives, aucune donnée précise concernant la strmc- 

ture et le r81e biologique des molécules mises en dvidence 

n ' est encore acquise. Actuel lement, 1.a seule démonstration 

expérimentale évidente de l'activité biologique d'une *olé- 

c~ile syn th&tasée par le cerveau des animai-ii: est ï ' implica- 

.tien d'i-UT produit Ife neuroçécrétion cians :Le contriile du dé- 

veloppement des Néréidiens. Cette neurosécr&tion peut gtre 

assimilée 4. une hormone inhibitrice crie la spermatogenc^se ou 

Ç I F  (çpermatagenesis inhibi tor factor! dont la s.trcicture 

4 



r e s t e  & luc ide r .  Des essa is  d ' i so lement  du SIF des Néréi- 

d iens  on t  é t é  e n t r e p r i s  par Durchon e t  a l ,  (19631, poursui-  

v i s  par  Cardon 11970) & p a r t i r  de cerveaux m i s  en c u l t u r e  

organotypique. La neurohormone n ' a  pu S t r e  to ta lement  pu r i -  

f i é e  (Cardon e t  al . ,  1981). Cependant, l e s  analyses r é a l i -  

sées su r  des f r a c t i o n s  hautement p u r i f i é e s  o n t  permis de 

proposer q u ' i l  s ' a g i t  d 'un neuropept ide de f a i b l e  masse 

molécula i re ,  vraisemblablement r i c h e  en g l y c i n e  e t  en p r o l i -  

ne (Porchet e t  a l . ,  1985), e t  dont l e  p o i n t  i s o é l e c t r i q u e  se 

s i t u e  en t r e  6 , 3  e t  6,4 (Bu le t  e t  Porchet, 19861. Récemment, 

l ' a n a l y s e  du SIF en résonance magnétique n u c l é a i r e  conf i rme 

l a  na tu re  pept id ique e t  l e s  au t res  données énoncées précé- 

demment (Bu le t ,  com.personnelle). Dans n o t r e  l abo ra to i re ,  

paral lQlement aux travaux de p u r i f i c a t i o n  du SIF,  l a  produc- 

t i o n  d'une sonde immunalogique a é t é  r é a l i s é e  dans l e  bu t  de 

dé tec te r  l e  S I F  se lon  un procédé p l u s  rap ide  e t  p l u s  sensi-  

b l e  que l e  t e s t  b io log ique  (Delaire-Hesdin, corn. 

personne l le ) .  Cet te  sonde a également é t é  u t i l i s é e  pour 

l o c a l i s e r ,  dans l e  syteme nerveux de Néréis,  l e s  c e l l u l e s  

impl iquées dans l a  synthése ou l e  stockage des produi%s con- 

tenus dans l a  f r a c t i o n  S I F .  Dans l e  cerveau, 8 noyaux gan- 

g l i o n a i r e s  possédent 3 à 8 pér icaryons immunoréacti fs, e t  

dans l a  chasne nerveuse v e n t r a l e  5 à 7 c e l l u l e s  du groupe 

c e l l u l a i r e  an té r i eu r  son t  reconnues par  l a  sonde. La colora-  

t i o n  séquen t ie l l e ,  r é a l i s é e  se lon  l a  méthode de Clark (1955) 

permet d'avancer que 1 ' a n t i c o r p s  (nommé NVf4) e s t  e f f e c t i v e -  

ment d i r i g é  can t re  une neuraçécrét ian (Delaire-Hesdin, cçim. 

personne l le ) .  Des travaux en cours o n t  pour bu t  de détermi- 

ner  l a  na ture  exacte de 1 'an t igéne reconnu par 1 ' an t i co rps  

NV24, ou en d ' au t r es  termes, de savo i r  ç i  c e t  ant ig&ne e s t  

l e  S I F  ou une forme dé r i vée  (Bu le t  e t  Delaire-Hesdin, corn. 

personne l le ) .  

On constate que l e s  &tudes en t rep r i ses  pour ca rac té r i se r  



la structure et les fonctions de neuropeptides utilisent de 

façon usuelle des approches biochimiques performantes qui 

nécessitent la purification et l'analyse des peptides. Une 

stratkgie mettant en oeuvre des techniques de biologie 

mol&culaire, plus récentes, mais également complémentaires 

des approches pr&cédentes, peut aujourd'hui @tre adoptée 

pour acquérir deç informations sur les propriétés et ulté- 

rieurement le rGle des neuropeptides. Il s'agit, en 

définitive, d'aboutir A la connaissance du génome spécifiant 

les neuroséçrétions, aprés clonage des génes concernés. 

Ainsi, l'identifi~ation~puis la séquence nucléotidique des 

génes de neuropeptides permet la détermination de la séquen- 

ce primaire des protéines du systgme nerveux, sans avoir re- 

çaurs A l'isolement biochimique et à la purification de ces 

molécules. De plus, l'analyse de la séquence nucléotidique 

de l'ADN informatif doit permettre de découvrir la structure 

de peptides semblables sinon identiques A leurs homologues 

connus chez les Vertébrés ; cette analyse peut aussi rkvéler 

l'existence de produits encore inconnus. 

11 est ktabli que les neuropeptides dérivent, par des 

processus de matura%ion, d'une grande mo1Bcuie préctirseur 

(Herbert et al., 1981). En conséquence, l'approche molécu- 

laire fondée sur l'isolement des ARNm, leur traduction en 

systéme cellulaire (ovocytes de Xenoaus laevis) ou en suste- 

mes acellulaires, la caractérisation des produits traduits 

par des anticorps, l'élaboration de banques d'expr'essiûn, 

l'utilisation de sondes nucléotidiques, l'isolement de genes 

uu de fragments de genes, :L 'organisation d e  ces derniers, 

paraPt nécessaire pour affirmer que des peptides sont spéci- 

fiés par le mBme g&ne ou des génes voiciinç. 

A notre connaissance? aucune approche moléculaire s'in- 

téressant à l'expression des ggnes et aux modulations d e  

cette expressian au niveau du cerveau n'a été entreprise 



chez l e s  Néréidiens. Cependant, des travaux r é a l i s é s  chez 

d ' au t r es  Inver tébrés  montrent que ces de rn i e r s  cons t i t uen t  

un modéle re la t ivement  simple, donc de choix ,  pour é t ud i e r  

l e s  mécanismes molécu la i res  de ces neurosécrét ionç. Les Mal- 

l ~ i sques  gastI-ropodes c o n s t i t u e n t  des mode1 es animaux dé j& 

bien é tud ies  e t  m i l i t e n t  en faveur  de ce chai:<. En e f f e t ,  l a  

compr&hension de mécanismes molécu la i res  de l ' a c t i o n  de neu- 

ropept ides  a é t é  largement f a c i l i t é e  par l ' é t u d e  de ces 

madéles. Les Mollusques poçsédent un systéme nerveux r e l a t i -  

vement s imple q u i  n ' e s t  c o n s t i t u é  que de 10 à 20 000 neuro- 

nes po lyp lo ïdeç  fac i lement  i d e n t i f i a b l e s .  Ces neurones sont  

des c e l l u l e s  géantes don t  l e  pSr i ta ryon  peut a t t e i n d r e  1 mm 

de diamétre (Geraerts e t  Joosse, 1984 ; Roubos, 1984 ; Maye- 

r i  e t  Rothrnan, 1989 ; Geraer ts  e t  a l . ,  1987). C e s  i-tettrones 

poss&dent donc des qc ia l i t és  qcii a u t o r i s e n t  des études 

u l t r a ç t r u c t u r a l e s ,  neurophy5iolagiques, endocr inalogiques e t  

e n f i n  molécula i res.  Deux espéces de Mollusques, 1 'Ap lys ie  

( d a l y ç i a  c a l i f a r n i c a )  d'une p a r t  e t  l a  LymnBe {Lymnaea 

s t a q n a l i s l  d ' a u t r e  p a r t  o n t  f a i t  l ' o b j e t  d'cine étude molt-cu- 

l a i r e  appro.f'ondie. Ces anima~tx ,au moment de l a  poi-tte, inani- 

f e ç t e n t  un camportement s té réotypé p a r t i c u l i e r  q u i  s 'expr ime 

a i n s i  : accé lé ra t i an  des con t rac t i uns  musculaires, 

i inmnbi l i sa t ion ,  i n t e r r u p t i o n  de la p r i s e  de n o u r r i t u r e  e t  

e n f i n  in tenses car? t r a c t i o n s  in~ isc t i la i res  au niveact du coeur 

e t  du t r a c t u s  g é n i t a l  ICobbs e t  Pinsker,  1982 ; Hothman 

al., 1985 ; Geraerts e t  al., 1988 al. Ces rna~~ i f aç ta t i a r?s  

phyç ia log iques s '  é t a l e n t  sur  quelques heures e t  permettent 

d ' é.tt idir^r l e  r-Gle (du çys.t&me nerveu:.: (:en tr-al d a n s  le cai-itr-G- 

le clct comporl-.ement de ces animai-\:.: au cottrc; de 3.a pante. 

Uncl skimul ati.un &l sc t r - iqt ie de c e r t a i n s  ne!-trrone:â appe J.&s 

II 1.- -,dg ce1 1%" I E C )  chez l 'Ap l ys i e  e t  "ce1 li.zles caiitJociarc;alesi' 

(CDC) chez la Lyrnnr3e pi-ovaqcie la s&cr&t.ian tj't-tne harmcine de 

ponte nommée rf-spectiveinen t " e g g  1a.y ii-ig harm'onei' (?ci E t i j  e t  



" c a u d o d o r s a l  c e 1 1  hormone"  a u  CDCH ( K i t s ,  198' ; T e r  Maat et 
&, 1383). C e s  h o r m o n e s  a g i s s e n t  s u r  1 ' o v a i r e  et p r o v o q ~ ~ e n  t 

l a  p o n t e  (Geraerts et a l . ,  1983, 1984).  Chez  la  Lymnée, au  

moment d e  cet te  n e u r u s & c r é t i o n ,  d ' a u t r e s  p e p t i d e s  s o n t  é g a -  

l e m e n t  sécrétés p a r  les c e l l u l e s  CDC. D e s  s é c r é t i o n s  m u l t i -  

p l e s  o n t  é g a l e m e n t  été d é c r i t e s  c h e z  1 ' A p l y s i e  oci les c e l l u -  

les BC l i b è r e n t  l a  ELH, m a i s  a u s s i  d ' a u t r e s  p e p t i d e s .  La sé- 

q u e n c e  p r i m a i r e  d e  l a  ELH e t  cel le  d e  l a  CDCH o n t  été d é t e r -  

m i n é e s  ( C h i u  e t  a l . ,  1979 ; E b b e r i n k  e t  a l . ,  1985). C e s  d e u x  

h o r m o n e s  d e  caractère b a s i q u e ,  c o n s t i t u é e s  d e  36 a c i d e s  a m i -  t' 

n é s  a s s u r e n t  l a  m'e'cne f o n c t i o n  b i o l o g i q u e  ; el les o n t  u n e  ac- 

t i o n  d i r e c t e  s u r  1  ' o v a i r e  en i n i t i a n t  e t  e n  r & g u l a n t  le mé- 

c a n i s m e  d e  l a  p o n t e ,  m a i s  n e  c o n t r ~ l e n t  p a s  le c o m p o r t e m e n t  

s t é r é o t y p é  associé A ce m é c a n i s m e  (Joosse e t  Geraerts, 1983 

; M a y e r i  e t  Rothman,  1983). 

P a r  d e s  t e c h n i q u e s  d e  b i o l o g i e  m o l é c u l a i r e ,  OR a pu dé -  

m o n t r e r  q u e  l a  ELH, a i n s i  q u e  les a u t r e s  p e p t i d e s  p r o d u i t s  

s i m u l t a n é m e n t c L B C F ,  PNCP,PBCP,  SBCF ... e t c ,  (BCP p o u r  " b a g  

ce11 p e p t i d e " )  s o n %  i s s u s  d ' u n e  p r 9 p r o h o r m o n e  commune 

( S c h e l l e r  e t  a l . ,  1983 5 J a c k s o n  e t  a l . ,  1986). C e c i  es t  

é g a l e m e n t  le cas  d e  l a  CDCH e t  d e s  aut res  p e p t i d e s ,  CDCA, 

ca l  fu ; . : ine ,  d CDCb PCDCF', PLCDCP, p2CUCPp pSCDCIS, e t c .  . . q u i  

s o n t  l i b é r é s  p a r  m a t u r a t i o n  d ' u n e  p r é p r o h o r m o n e  s y n t h é t i s é e  

p a r  les c e l . l u 1 e s  CDC (Geraertç e t  a l , ,  1985 ; V r e u q d e n h i l  e t  

a&, 1 9 8 9 1 .  

D e s  c l a n e e ,  ç y n t h & t i s a n t  ces deci:.: p r é p r o h o r m ~ n e c j  o n t  &té 

i so lés  21 p a r t i r -  ci ' u n e  b a n q u e  d ' ADNc, p u i s  carar térlsés. L a  

s t r u c t u r e  p r i m a i r e  d e  ceç préprohor -munes  a $té e n s u i t e  d é -  

tji.i:i  te cle I n  ç e q u e n c e  13i.i~ 1&-sot.idiqi.t~- i n f  c)rnîativfa i Sc h e l  i e r  ?& 

al., 1982, 1983 : Nambu e t  S c h e l l e r ,  lys6 ; V r e u g d e n h i i  et 

a,L, 1388aj. L e s  ARNm ~ p é c i f  i q ~ t f - 8  d e  ces prépr t i - iu rmones  ç o r ~  t 

abondan t .% !Eb t ; e r ink  e.t. a l .  , 1985) . LE? m é t a t ) o l i c , m e  des n e u i o -  

nes c a n c e r n é s  e s t  d i r i g é  p r i n c i p a l e m e n %  vers l a  syn t h é s e  d e  

ces p r & c u r ~ e u r %  qui r e p r é s e n t e n t  p l u s  d e  50 % d e s  p r o t é i n e s  



t o t a l e s  syn thét isées  par l e s  c e l l u l e s  BC ou l e s  c e l l u l e s  CDC 

(Kaldany e t  a l . ,  1985). Ces molécules pr4curseurs représen- 

t e n t  l a  forme i n i t i a l e  i n a c t i v e  sous l a q u e l l e  l e s  d i f f e r e n t s  

pept ides in te rvenan t  dans l e s  processus physio log iques de 

ponte sont  syn thét isés .  Aprés une maturat ion post-  

t raduc t ionne l  l e ,  ces moléc~t les  donnent naissance à p l u s i e u r s  

pept ides a c t i f s  (12 chez l a  Lymnée e t  au moins b chez 

1 ' A p l y s i e f .  Chacun de ces pept ides contrEi le un aspect sp&ci -  

f i q u e  des mécanismes impl iqués dans l a  ponte (Kaldany & 
a&, 1985 ; Vreugdenhil  e t  a l . ,  1988a). Le r w l e  de chacun 

des pept ides n ' e s t  cannu que pour quelques molécules. Par 

exemple, l e  pep t ide  CDCA (12 ac ides aminés) s&çrQTé par l e s  

c e l l u l e s  CDC e t  l e  pept idedBCP ( 7  acides aminé-s) posst-dent 

l a  mgme fonc t ion  b io log ique.  Ce sont  des neuratransmetteurs 

q u i  ag issent  su r  des neurones v o i s i n s  en s t imu lan t  l a  syn- 

these d'AHNm e t  par v o i e  de conséquence c e l l e  des preçur-  

seurs cûrrespondan%s (Rothman e t  a l . ,  1985 Ter-Maat e& 

al., 1988). La ca l f ux i ne ,  au t r e  pept ide  i n c l u s  dans l a  pr&- 

prohormone CDCH, a une f onc t i on  connue. Ce pept ide  de 14 

ac ides aminés con t rS le  l e s  mouvements ca lc iques  au n iveau de 

l a  glande a t r - i a l e  (D i c t us  e t  a l . ,  1987). La f onc t i on  des au- 

t r e s  pept ides demeure encore inconnue (Geraer ts  e t  a l . ,  1988 

b f  mais il semble que l e s  ac t i ons  combinées de ces pept ides  

sécré-tBs so i en t  responsables de l ' i n i t i a t i o n  e t  de l a  coor- 

d i n a t i o n  de l a  ponte. La comparaison des séquences en ac ides 

aminés de chacun de ces p r & c u s e u r s  e t  des pept ides q u i  en 

r g s u l t e n t  es t  i n te ressan te  du p o i n t  de vue de La phylogénie 

de ces Mollusqut?cj., l-'l~ornoloc;ie g lobaïe  enizre l e s  deux pr&-  

prahorniones e s t  f a i b l e  ( S 8 , 2  % )  . bIBai-imoins, f  ' o r gan i sa t i an  

str i , . tct~srale de çeo rno;l&c~tles e s t  i-;einblable, Les isrilpr-ohorfna- 

ne5 passedent un "pept ide  s i g n a l "  de " -  A(.) acides arninéç pres  

ïJuqi-~.ef tottr; l e s  si.teç poten t i t ~ l c ;  de c l ivagci sani: roni3erv<?s 

(Vret-tgdenl-ri? z.t a l . ,  11188b). (Jne r:omparai~oii d é t a i l  l ee  des 



s é q u e n c e s  d e s  p e p t i d e s  i s s u s  d e  ces p r é c u r s e u r s  i n d i q u e  u n e  

r e m a r q u a b l e  h o m o l o g i e  e n t r e  la  CDCH e t  l a  ELH (51 % )  ( C h i u  

e t  a l . ,  1979 ; E b b e r i n k  e t  a l . ,  1985) ; e n t r e  dCDCP e t  s o n  

homolugue  d i3CP (69 % )  e t  e n t r e  u n e  r é g i o n  c o n  t e n a n t  t r o i s  

p e p t i d e s  ICDCPf31-3) e t  s o n  h o m o l o g u e  q u i  n ' e n  c o n t i e n t  q u e  

d e u x  (PBCP, ~ B C P )  (75 % ) .  D e s  h o m o l o g i e s  o n t  é g a l e m e n t :  é t& 

s i g n a l é e s  a u  n i v e a u  d e  c e r t a i n e s  r é g i o n s  c o r r e s p o n d a n t  h d e s  

p e p t i d e s  e n c o r e  n o n  i d e n t i f i é s .  C e s  h o m o l o g i e s  d e  s é q u e n c e ,  

m i s e s  e n  é v i d e n c e  a u  n i v e a u  de  p l u s i e u r s  r é g i o n s  d e s  d e u x  

p r é c u r s e u r s ,  s u g g é r e n t  q u e  les n e u r o p e p t i d e s  c a n c e r n é s  con-  

t r G l e n t  d e s  p r o c e s s u s  b i o l o g i q u e s  s imi l a i r e s ,  i m p l i q u é s  d a n s  

la p h y s i a l o g i e  d e  l a  p o n t e  c h e r  les d e u x  e s p é c e s  d e  M o l l u s -  

q u e s  ( V r e u g d e n h i l  e t  a l . ,  1 9 8 8 b ) .  C h e z  l ' A p l y ç i e ,  le  p r é c u r -  

s e u r  d e  l a  ELH est  s p S c i f  i é  p a r  d e s  g é n e s  r e g r a u p é s  e n  u n e  

f a m i l l e  d e  5 q u i  s ' e x p r i m e  d ' u n e  p a r t  d a n s  les c e l l u l e s  BC 

et  d ' a u t r e  p a r t  d a n s  les c e l l u l e s  d e  l a  g l a n d e  a t r i a l e .  C e s  

g é n e s  d e  p e t i t e  t a i l l e  (1500 p . b )  m o n t r e n t  u n e  h o m o l o g i e  d e  

s & q u e n c e  d e  90 %, m a i s  l e u r  e x p r e s s i o n  est modul&e s e l o n  le 

t y p e  d e  c e l l u l e s  ( Ç c h e l l e r  e t  a l . ,  1982, 1983 ; Mahon & 

al., 1985). C e t t e  f a m i l l e  d e  g é n e s  a ét& é g a l e m e n t  d 4 c r i t e  

c h e z  d ' a u t r e s  e s p é c e s  d ' A p l y s i e  (Nambu e t  Ç c h e l l e r ,  1986). 

Chez u n e  e s p é c e  p l u s  p r i m i t i v e ,  A p l v s i a  a a r v u l a ,  q u i  n e  pos-  

s é d e  p a s  d e  g l a n d e  a t r i a l e ,  u n e  f a m i l l e  r é d u i t e  à d e u x  g e n e s  

a été m i s e  e n  é v i d e n c e  (Geraerts e t  a l . ,  1988 b). 

Chez la  Lymnée,  les g é n e s  s p & c i f i a n t  Le p r é c u r s e u r  d e  la  

CDCH a p p a r t i e n n e n t  A u n e  f a m i l  le q u i  comprend  les gc4nes 

CDCH 1 e t  CDCH I I .  t e  g é n e  CDCH I s p é c i f i e  u n e  p r & p r o h u r m o n e  

da 262 a c i d e s  a m i n $ s  c ~ t . r i  es t  le p r é c i t r s e u r  d e  1.1 g e p t i d t - s  

parmi l e s q u e l s  52 t rouve l a  CDCH. L e  g è n e  CDCH I I  s p e ç i f i a n t  

u n e  pu-&prohormone d e  2 9 9  a c i d e s  a m i n & s  p r S s e n t e  f:il!..ts d e  r?(:l % 

d '  h u m u l n g i e  a v e c  l e  p r é c é d e n t .  La d i f f é r e n c e  l a  p l u s  e v i d e n -  

.te e n t r e  ces de~r:.: génes c a n s i s t e  en u n e  cf+2l&t ion d e  X7 p.1-t 



proche de la région carboxy-terminale de la CDCH incluant le 

site de processing de cette dernière. Ceci donne naissance à 

un peptide nommé "CDCH like" dont la séquence carboxy- 

terminale est différente. De plus, des substikutions de plu- 

sieurs acides aminés sont révélées dans d'autres domaines 

peptidiques. En conséquence, les deus génes du précurseur de 

la CDCH spécifient des sdquences d'acides aminés qui se re- 

cauvren t partiel lemen t. Les neuropeptides, issus par matura- 

tion de ces séquences, contraleraient diverses manifesta- 

tions physiologiqueç de la ponte (Vreugdenhil *t aï., 1988 

a). Il est donc fort probable que chez les gastéropodes, les 

deux familles de genes de ces précurseurs ont été engendrées 

par duplication d'un' géne ancestral spécifiant les peptides 

qui régulent la physialoqir de 1.a ponte (Scheller gt al., 

19833. A partir deci donn&es.acquiseç à propas des g&nes de 

la ELH chez différentes espéces d'fAplysie, Nambu et Scheller 

(1986) proposent que la duplication du géne ancestral de la 

ELH a eu lieu avant que ne se produise la divergence au sein 

du groupe zoologique concerné. Chez Pplvsia califurnica une 

duplication plus importante de ce géne ancestral peut expli- 

quer l'apparition d'un génome complexe responsable de la 

synth&se de la ELH (Geraerts et aï., 1388 b ) .  De mi-rne, au 

cours de l'évalution phylogénétique deç Lymnées, deux génes, 

voire plus, spécifiant le précur^ieur de la CDCH ont étt- en- 

gendrés (Geraerts et al., 1988 b). 

Un autre précurstiiir peptidiq~ie a fait l '~bjt-é d 'une étu- 

de moléculaire approfondie chez les Mollusques ; il s'agit 

dit pré~iirse~ir d u  F-MRF-amide. Ce peptide joue Iin r&:ie impor- 

tant dans la stimc.iiatian des contractions niLiscr_i1aires, en 

par.t,i.ciilier ce1 les du caecsr (Painter, :h992 p c:ut'cipeï 1 9 3  

a l . ,  ,1983 ; Mitneaka et Ma.l;si.-ttiica, 1985: et il. i;;tervient éqa- 

lement comme modulaileur des çcxtran tç iilniqur;~ ai; niveai.; tries 

neur-nnes (Cattrell et al.; 1984 ; Sayd et Wa:l.kerp 1965). 



L o r s  d e  l a  p o n t e ,  ce p e p t i d e  est s y n t h é t i s é  e n  g r a n d e  q u a n -  

t i t é  e t  s t i m u l e  les c o n t r a c t i o n s  c a r d i a q u e s .  

Le  g é n e  s p é c i f i a n t  le FMHF-amide c h e z  l 8 A p l y s i e  a & t g  

i s o l é  p u i s  caracteris& ( T a u ç s i g  e t  a l . ,  19851, f l  s ' a g i t  

d ' u n  g r a n d  p r é c u r s e u r  d e  597 a c i d e s  a m i n é s  c o m p r e n a n t  u n e  

s é q u e n c e  " s i g n a l "  h y d r o p h o b e  a u  n i v e a u  d e  l ' e x t r é m i t é  amino-  

t e r m i n a l e .  La p a r t i e  c a r b o x y - t e r m i n a l e  d e  ce  p r é c u r s e u r  c o n -  

t i e n t  28 c o p i e s  d u  p e n t a p e p t i d e  Phe-Met-Arg-Phe-G1.y. Chacun  

d e  ces p e p t i d e s  est f l a n q u é  p a r  d e s  r é s i d u s  b a s i q u e s  q u i  

c o n s t i t u e n t  les s i t e s  d e  r e c o n n a i s s a n c e  n é c e s s a i r e s  a u  c l i -  

v a g e  p r o t é o l y t i q u e  i L o h  e t  G a i n e r ,  1983). L e  r é s i d u  g l y c i n e ,  

se t r o u v a n t  à l ' e x t r é m i t e  c a r b o x y - t e r m i n a l e  d e s  p r o d u i t s  d e  

c l i v a g e ,  sert  d e  s u b s t r a t  p o u r  l ' a m i d a t i o n  c a r b o x y - t e r m i n a l e  

p r o d u i s a n t  a i n s i  le t é t r a p e p t i d e  a m i d é  q u i  est  le FMRF-amide 

( T a u s s i g  e t  a l . ,  1988). A u  n i v e a u  d e  l a  m o l é c u l e  p r & c u r s e u r ,  

u n e  s é q u e n c e  d e  7 A 8 a c i d e s  a m i n é s  & p a r e  c h a c u n  d e s  tétra- 

p e p t i d e s  d u  FNRF-amide. C e s  s é q u e n c e s  d e  7 à 8 a c i d e s  a m i n é s  

n e  s o n t  p a s  t o t a l e m e n t  c o n s e r v & e s  e t  l e u r  f o n c t i o n  n ' e s t  p a s  

e n c o r e  c o n n u e .  P a r  a i l l e u r s ,  u n e  s e u l e  c o p i e  d ' u n  t é t r a p e p -  

t i d e  nomme F M F - a m i d e  est  é g a l e m e n t  p r B ç e n t e  d a n s  Xe 

p r é c u r s e u r .  L a  p r é s e n c e  d ' u n  s e u l  p e p t i d e  c o n t e n a n t  d e  la  

l e u c i n e ,  e t  l ' e x i s t e n c e  d e  m u l t i p l e s  c a p i e s  d e  p e p t i d e s  c o n -  

t e n a n t  d e  l a  m é t h i o n i n e  é v o q u e n t  l a  ç t r u c t u r e  d u  p r & c u r s e u r  

d e s  e n k é p h a l i n e s  c h e z  l ' H a m m e .  C e  d e r n i e r  p r é c u r s e u r  c o n -  

t i e n t  u n e  s e c i l e  c o p i e  d e  l e c i c i n e  e n k c 2 p h a l i n e  e t  7 c a p i e s  d e  

m & . t h i a n i n r  e n k & p h a l i n e  (Comki e t  a l . ,  19821. Cette h n m a l o g i e  

l i m i t é e  n e  s e m b i e  p a s  suf f i s a n % e  p a u r  i n v o q u e r  1  ' e : . : i . s tence  

d ' u n e  r e l a t i a n  a n c e s t r a l e  e n t r e  les g è n e s  d e s  p r é c u r s e u r s  d e  

ces  m o l é c u l e s .  

C h e z  les I n c ; e c t e s ,  le  c e r v e a i i  c;&crrjte cine bwrmane p r o -  

t h a r a t i i c a t r r s p e  (PTTH) ~ 1 t - t . i  citirni.-(le les  q:Landeç f~rc; t i -~ori icj .ycteç 

e t  i n d u i t  l a  l i b é r a t i a n  d e  l ' e c c i y s o n e ,  C e  s t é r n ï d e  es t  né-  

iiec;sair-e A l a  ç r ( 3 i s s a n c e  et .& 121 (né ta rnorphose  d e  I ' animal 



(Ishizaki et Suzuki, 1984). Cher le Bombyx (Bombyx mori), en 

plus de la FTTH (22 L.;Da), un autre peptide nommé bombycine 

(5 kDa) exprime aussi une activité prothoracicotrope 

(Ishizaki et al., 1983, 1987 ; Mkzogiichi et al., 198.7)" Il 

existe plusieurs formes moléculaires de la bombycine dési- 

gn&es par un chiffre 1, 11, III, etc... La structure primai- 

re de la bombycine 1 1  (Nagasawa et al., 1986, 1988) et celle 

de la bambycine IV (Nagasawa et al., 1988) ant été campléte- 

ment déterminées. En revanche, pour les bombycines 1, III et 

V (Nagasawa et al., 1984 ; Jhoti et al., 1987), la détermi- 

nation de leur çtructure primaire n'est que partielle. Les 

diverses farmes moléculaires de la bombycine ne diffPrenk 

l'une de l'autre que par des substitutions mineures d'acides 

amin&s. Par ai.lle~irs, le5 moléc~iles de la bombycine et cel- 

les de la famille de l'insuline de Mammiféres partagent une 

importante homolagie de leur séquence en acides aminés 

(Nagasawa et al., 1988). Récemment, le géne spécifiant la 

bombycine a été isolé et caractérisé A partir d'une banque 

génomique (Iwami et al., 1989). La découverte de la séquence 

nucléatidique spécifiant la bombycine confirme l'hornolagie 

déjà dPcrite entre la séquence d'acides aminés de cette mo- 

l&cule et celle de l'insuline. L'organisation du g&ne de la 

préprobambycine est identique .A celle du qéne de la pré-  

proinçul ine d e  Mammiféres. Ces rc5sul tats suygeren t que la 

bombycine et les peptides de la famille de l'insuline &&ri- 

van t d'une séquence nuc %éotidique ancestrale commune ( Xwami 

et al., 1989). 

Les résul tals fnndamentaux acquis chez les Invertébrés 

grSice au;.: .~CIC!ÏIT iq~tes de bia3.ogi.e moléci.t:i a i r e  :, n o u s  un t en- 

couragé à adopter une stratégie semblable, sur notre modèle 

animal les N&réidiens. 

i 2 a  les nombre~t:.: peptides apparent&ç h ceu:.: de Mammi- 

f&r@s et détec:t&s au ni\/eau dct cerveau de i&n>2:.? divir='r-3.i- 



co lo r ,  l e s  op io ïdes  a i n s i  que l a  cho lécys lok in ine  (CCK) sont  

abondamment représentés (Engelhardt  e t  al., 1982 ; Dhainaut- 

Cour to is  e t  Golding, 1988). 11 f a u t  éyalement s i g n a l e r  que 

l a  cho lécys tok in ine  e t  l e s  apioïdes, encore re la t i vement  mal 

connus chez l e s  Inver tébrés ,  o n t  s ~ t s c i t 9  de nambreui: travaux 

chez l e s  Mammiftkres. Les s&yuençes des ac ides amines dgdui- 

t es  des ARNm s p é c i f i a n t  d'une p a r t  l a  préprocholécystak in ine 

(Deschenes e t  a l . ,  1984 ; Gubler e t  a l . ,  1984 Friedman & 

al.$ 1985 ; Takahashi e t  a l . ,  1985 5 Rehfeld e t  a l . ,  1988) 

e t  d ' a u t r e  p a r t  ï a  préprodynorphine (Kakidani  e t  a l . ,  2.982 ; 

Christensson-Nylander e t  a l . ,  1985 ; Lewis e t  Er ickson,  

.i.986) on t  été déterminées chez p l us i eu r s  Mammif&res. C 'es t  

a i n s i  que l a  p l u p a r t  des pept ides  a c t i f ç  s u i  d é r i v e n t  de ces 

pr&curseurs son t main tenant b i en  carac t é r i s & s  e t  m e m e  
séquencés . Compte-tenu des dannées précédentes e t  de ï ' en- 

semble des connaiçsances acquises, en p a r t i c u l i e r  par l e s  

chercheurs de n o t r e  l a b o r a t o i r e  sur  l e s  Néré id iens,  naus 

avons dgcidé de f a c a l i s e r  nos recherches su r  deux mul&cules 

pr&sum&es : Le précurseur de la rho léçys tok in ine  e t  c e l u i  de 

i a  dynorphine e t  de 1 bC -néo-endorphine, en met tant  en oeixivre 

des techn.iques de b i o l o g i e  moléçt i la i re .  Nocis nacts sommes i n -  

téress& A l ' e xp ress i on  des génes concernés dans l e  cerveau 

de Nere is  divers&.color.  La caractér ic;at i .an de ces préctir- 

çsurs e s t  donc l e  bu% e s s e n t i e l  de n o t r e  t r a v a i l .  En 

conséquence, nous avons i s o l é  l e s  UHNm du cerveau d 'un  

Nér&.idi.en. Nous avons éprouvé l e s  capaci  t&s  de t raduc t i o n  de 

ces URNm dans d i v e r s  systémes, systéme ç e l l u ï a i r e  !avacyteç 

de Xenapus l a e v i s )  ou syst&me ace i  lu l .a i r-es ( l ysat  de r&é icu -  

locy tes  de l a p i n  ou e x t r a i t  de germes de b l é ) .  Les palypep- 

t . i d a 5  c i '  i n t é r g t ,  t r a d u i t s  dans ces d i f  f a rzn tes  cand i t i ans ,  

u n t  &té n i ç  en &vicjenc:e en u t i l i s a n t  de  nombre^^:.: a r l t i ca rps  : 

an t i co rps  d i r i g e s  cont re  ce r t a i nes  s&quer;ces corinrkes de ]s r&-  

c~ i r - ie~crs  de Mammi'fères uu can t re  des pep%ri.des rnatc!r-és, an t : i -  



corps synthétisés contre des molécules spécifiques de 

Neréidiens. i e s  techniques immunologiques utifisées pour la 

reconnaissance de ce5 produits traduits comprennent le test 

ELISA, l'immunoprécipitation, la technique d'immunotrans- 

fert, l'immunohistochimie. La découverte de précurseurs, par 

les moyens pré-cités, nous a naturellement induit à glaborer 

une banque d'expression A partir de 1'ADNc synthétisé sur le 

modéle des 4RNm poly(A)+ extraits du cerveau des vers. Des 

cl8nes d'intérêt ont été détectés par immunoréaction entre 

leur protéine de fusion et les anticorps utilisés. 



MATERIELS ET TECHNIQUES 



1 Matériel biolouiaue 

Les animaux sur lesquels nous avons effectue nos expé- 

riences sont des vers marins, Nereis diversica?or 5.F.  Mul- 

ler (Annélide, Polychéte), récoltés dans la vase de l'es- 

tuaire de l'Ad, Petit ou Grand-Fort-Philippe (Département du 

Nard, France). Avant leur utilisation, les vers sont conser- 

vés au laborataire dans de l'eau de mer naturelle A 4°C. Le 

sexe et l'sge des animaux sont d&terminés, à l'aide d'un mi- 

croscope photonique, selon la nature et l'btat de maturation 

des gamétes. Ces cellules évoluent librement dans la cavite 

coelomique des animaux (Durchan, 1952). Chez les animaux 

t r s  jeunes, les cellules sexuelles ne sont pas 

identifiables. Ultérieurement, les jeunes mâles se recon- 

naissent par leurs produits génitaux qui se présentent sous 

forme d'amas mCiriformes de spermatagonies. Les femelles sont 

sélectionnées en fonction du diamétre de leurs ovacytes. Nos 

expériences ant été pratiquées en utilisant des animaux trés 

jeunes dont le sexe n'est pas identifiable et des femelles 

dont les ovocytes ont un diamétre infériectr ou supériecir 21 

80 btm. 

II Dissection et isolement du ~rostomium et du cerveau des 

animaux 

1) Dissection du prostomium 

t'ablation du prostomium est r~~alisée 41 partir d e  La r&- 

gion antérieure de l'animal préalablement sectionnée. Cette 

réginn est placée sous une iauge binoculaire. R l'aide d e  

ciseaux d e  Pascheff et de pinces fines, on pratique trois 

incisions successives permettant de dlyager le ~rastumium ; 



les deux premiéreii sont paralleles A l'axe de l'animal et 

persettent de séparer les palpes çitués de part êt d'autre 

du prostomium ; la troisiéme, faite perpendiculairement 

l'axe de l'animal, permet de dégager le prostomium du reste 

de la ti3te. 

2) D i s s e c t i o n  du cerveau 

Le prostomium dissgqué est placé, face ventrale vers 

l'expérimentateur, sur une soie bluter qui filtre l'eau de 

mer en excés sans dessécher les tissus. Le cerveau est visi- 

ble par transparence. 11 est alors liber& à l'aide des ins- 

truments de dissection. 

I I I  Extract ion  d e s  a c i d e s  r i b o n u c l é i ~ u e s  IARN) d e s  ~rasto-  

miums ou d e s  cerveaux 

1)  Pr&cautions  o p é r a t o i r e s  

Les &RN, en particulier le5 messagers, sont des molécu- 

les fragiles, facilement hydrolysées par des traces de 

ribanucl&ases. En conséquence, certaines pr&cautions sont à 

respecter : 

- utilisation de gants à usage unique et d'un masque, 

- vaisselle stérilisée à L O O ° C ,  

- les objets en plastique doivent Gtre traites au 

diéthyl-pyrocarbcnate { D E P C ) ,  puis stérilisés à lCiO°C,  

- les soltitionc, sant &galement traitées ac i  f)EF='C A 0 , i  

%, puis utilisées après un "vieillissement" d'au moins une 

nuit. 



2) Technique d'extractian 

Les proçtomiums sont  l avés  dans l e  tampon PBS (NaH2P04/ 

Na2HP04 0,05 M ,  pH 7,4 contenant du NaCl A 0,56 M l .  Aprés 

lavage, i l s  sont  immergés dans 5 m l  de tampon GT 

( I so th iocyanate  de guaniduim 4 M, c i t r a t e  t r i s o d i q u e  0,005 

M, p mercapto-éthanol 0,l M, sarcosy l  0,017 N f  pu i s  broyés A 

l ' a i d e  d'un homogénéiseur de c e l l u l e s  ( t ype  Daunce). 2 g de 

ch l o ru re  de césium sont  a j ou tés  A l 'homogénat, pu i s  dissous 

par f a r t e  a g i t a t i o n .  Les molécules d'ADN son t  b r i sées  méca- 

niquement par passage au t r a v e r s  de l ' a i g u i l l e  d'une 

ser ingue. Les 5 m l  de l a  suspension sant  a l o r s  dél icatement 

déposés su r  un coussin de 3.2 m l  d 'une s o l u t i o n  de ch lo ru re  

de césium (CsCL 5,7 M, EDTA 0,l M, pH 7 , 3 )  préalablement 

placé dans Lin tube pour r o t o r  Beckman SW40. Les tubes çont 

complétés A l ' a i d e  du tampon GT, sans provoquer de turbulen- 

ces ; l e s  tubes é q ~ i i l i b r é s  sont  cen t r i f ugés  à 1485(%0 x g 

pendant une n u i t  A 18°C. Aprés c e t t e  durée. l e s  molécules 

d '  ARN to taux sédimentent ; une bande v i s i b l  e, correspondant 

essent ie l lement  à des molécules d'ADN, f l o t t e  A env i ron  1 cm 

du c u l o t  d'ARN. Une p a r t i e  du surnageant e s t  é l im inée à 

l ' a i d e  d'une p i p e t t e  Pasteur ; l e s  tubes son t  clamp&s e t  A 

l ' a i d e  d'une p a i r e  de ciseaux, i l s  sont  sect ionnés h 1 c m  de 

l e u r  ex t rémi té  i n f é r i e u r e .  Le c u l o t  e s t  asséché, pu i s  r e p r i s  

dans 1 m l  de tampon TE 1 % SDS ( T r i s  10 m i l ,  EDTU I m M ,  SDS 

34,6 mM, pH 7 ,4 ) .  2 ml de çhloroforme-butanol 14 v o l / l  v o l )  

çont a jou tés  e t  1 'rnsembl.e e s t  a q i t é  vigoureusement. Une 

c e n t r i f u g a t i o n  16(3Ci :.: g dans une c@nkrifi.igeuc;e Jo~tan ( type 

GR LOOCI SX 1 pendant 5 m n  permet de séparer d e u x  phases : l a  

phase sup&r ieure aqueuse, contenant l e s  ac ides  nucléiques 

e s t  soigneusement prhlevée A l ' a i d e  d'une p i p e t t e  Pasteur ; 

l a  phase i n f é r i e u r e  esk add i t ionnée d 'un m l  de tampon I E  1 % 

SDS. L'ensemble e s t  A nouveau a g i t é  vigoureusement, puiç 

cen t r i f ugé  a 1600 x g pendant 5 mn. La phase sup&r ieure  eç t  



a jou tée  à l a  premihre, précédernent i so l ée .  O n  a j ou te  un d i -  

z i h e  au volume d ' acé ta te  de sodium (NaCHSCUO S M )  e t  2,Z 

vulunies d  ' éthanol à -2C!UC. L '  ençemble e s t  soigneusement 

mélangé, pu i s  s tocké à -80°C au moins deu:.: heures au h -S'OC 

pendant une n u i t .  Ce t te  opéra t ion  permet la p r é c i p i t a t i o n  

des ac ides nucl&iques. 

IV Purification des ARN 

3.) Traitement des &chantillons par le chlorure de li- 

thium 

Les é c h a n t i l l o n s  sont  cen t r i f ugés  à 14600 x g 

(cen t r i f ugeuse  Eeckman de type JZ 22 M / E )  pendant 10 mn h 

4°C. Les c u l o t s  sont  asséch&s sous a i r  comprime. I l 5  sant 

r e p r i s  dans 2 m l  de ch l o ru re  de l i t h i u m  S M e t  cen t r i f ugés  

(14600 x g, 10 mn, 4 ° C ) .  Ce t te  opéra t ion  e s t  répétée deux 

f o i s  a f i n  d ' é l i m i n e r  l e s  molécules d 'ac ideç  nuclé iques 

b ica téna i res .  Pu is  deux lavages à l ' a l c o o l  & le30 % permet- 

t e n t  une él im ina t ian  des t races  de L i C l  . Le c u l o t  ne conte- 

nant  p lus,  théoriquement, que des ARNm e s t  asséché sous a i r  

comprimé, pu i s  red issous dans l 'eau b i d i s t i l  l 4 e  t r a i t é e  par 

l e  DEPC. Les ARNm peuvent ensu i te  8 t r e  s tockés à -20UC dans 

l ' é t h a n o l  à '70 %. 

2) Passage des échantillons sur une colonne d'oligo-dT 

cellulose 

La prépara t ion  de ia colonne e t  l a  p u r i f i c a t i o n  des ARNm 

clér ivent des pro.tacoSecj d & c r i t s  par Maniat is-2. i -  a i . ,  f l r f j2)  

et Aviv et Leder (1972).  



a) Aupareillase 

L'appareillage comprend : a) une pipette Pasteur dont le 

fond est abturé par un bouchon de fibre de verre préalable- 

ment autoclavée & 120°C pendant SO mn, le gel se situe au 

dessus de la fibre de verre ; b) la partie inférieure de la 

pipette Pasteur est reliée à l'unité optique par l'intermé- 

diaire d' un tube souple 'passant par une pompe pérista1 tique; 

c) 1 'unité optique est couplée A Lin enregistreur de type 

Isco ; d) un tube çapil laire .sert à 1 'Avacuation d e s  

1 iquides. 

b) Traitement de l'appareillaae 

La calonne est rincée par un ou deux passages d'eau bl- 

distillée additionnée extemporan'ément de DEPC (X/lOQO), puis 

par plusieurs passages d'eau bidistillée traitée par le DEPC 

la veille de l'utilisation. La préparation de la colonne se 

poursuit par plusieurs passages de tampon de fixation, appe- 

lé tampon D iTris /HC1 20 mM, pH 7,6, LiCl O , S  Pl, SDS O,l %, 

EDTA 1 mM 1 . 

c) Préaara%ion du ciel d'oliuo dT cellulose 

Le gel d'oligo dT cellulose !Euehringer, Mannheim) doit 

Stre canc;erv@ A -2C)OC. Une quantité suffisante de gel 

(envirnn 1 cm dans la colonne au dessus de ïa fibre de 

verre) doit Ztre préparSe. Le gel est mis en suspension dans 

Lc tampon L), pui.5 cent-ri.ft-tg+ A faible vitec;çr (1C!OC, :.: (J, 5 

mn). Le gel est repris par de la soude à O,I M. Cette opera- 

tiun fait rlormaleme~t virer le gel clci blanc aci jaune, Le 

siirnageant, dant le pH est à envi.rnn i i 3 ,  est éiimirié à la 

scri te d ' 1-ine cent-rifiigation A f i s i  file vikesse. i r  y e l  est 



a l o r s  r e p r i s  p a r  le tampon U ; cette o p é r a t i o n  es t  r é p é t é e  

j u s q u ' à  ce q u e  le pH d u  s u r n a g e a n t  s o i t  c o m p r i s  e n t r e  7 e t  

7 , s .  

d )  P r é a a r a t i o n  d e  la  c o l o n n e  

L e  g e l  t r a i t é ,  c o m m e  ce la  v i e n t  d ' g t r e  e x p a s é ,  est dépo-  

sé d a n s  l a  c o l o n n e  ( p i p e t t e  P a s t e u r )  c o n t e n a n t  e n v i r o n  1 c m  

d e  tampon D. A p r è s  d é c a n t a t i o n  d u  g e l ,  i l  est n é c e s s a i r e  d e  

s ' a s s u r e r  d e  l ' a b s e n c e  d e  f o r m a t i o n  d ' a g r é g a t s .  S i  le g e l  

s e m b l e  non  hamogéne,  i l  d o i t  G t r e  r e p r i s  p l u s i e u r s  f o i s  

l ' a i d e  d ' u n e  p i p e t t e  P a s t e u r .  L ' e x c é d e n t  d u  tampon D est en-  

s u i t e  é l i m i n é  j u s q u ' h  ce q u e  le n i v e a u  d u  g e l  a f f l e u r e .  

e )  F r é p a r a t i a n  d e s  ARN t o t a u x  

L e s  AHN t o t a u x  s o n t  c e n t r i f u g é s  h  14600 x g p e n d a n t  10 

mn à 4OC. L e  c u l o t  est a s s é c h é  s o u s  a i r  c o m p r i m é  ; i l  e s t  

d i s s o u s  d a n s  500 p l  d ' e a u  b i d i s t i l l é e  e t  p o r t é  A 8 0 ° C  pen- 

d a n t  5 mn d a n s  le  b u t  d e  d é n a t u r e r  les m o l é c u l e s  d'ADN. 

A u x  500 b i l  d e  l ' & c h a n t i l l o n  s o n t  a d d i t i o n n é s  500 p l  d e  

tampon d e  f i x a t i o n  D d e u x  S u i s  c o n c e n t r é  ( T r i s / H C l  40 m M ,  pH 

7,&, L i C l  i M ,  SDS 0 ,2  %, E D l H  2 m M j .  L ' e n s e m b l e  de L ' é c h a n -  

t i l l o n  est e n s u i t e  d e p o s é  d é l i c a t e m e n t  s u r  le g e l  précédem- 

m e n t  p r é p a r é ,  e n  & v i t a n %  l a  f o r m a t i n n  d e  b u l l e s  d ' a i r .  

L ' e x t r é m i t é  s u p é r i e u r e  be ? a , c û l s n n e  est b o u c h é e  à l ' a i -  

d e  d e  p a r a f  i l m .  t e  t u b e  c a p i l a i r e  d ' é v a c u a t i o n  d e s  e 7 f  l u e n t ç  

e s t  p l a c é  &i I ' i n t & r i e ~ _ t r  d e  l a  c n l n n n e  ( p i p e t t e  F ' a s i r e ~ c r ) ,  en 

p e r f o r a n t  le p a r a f i l m ,  La potnpe p é r i s t a l t i q u e  e s t  i~\i-;e e n  



fonctionnement. Ce systéme permet le recyclage de l'éçhan- 

tillon qui dure environ 2 h. La fin de cette étape est dé- 

terminée quand l'enregistreur n'indique plus de variations 

de densite optique A 254 nm : on observe alors un plateau 

stable d'absorbance. Le capilaire d'évacuation des effluents 

est alors placé dans un tube de type carex bouché 41 l 'aide 

de parafilrn. Le tampon D est ajout& dans la colonne ji^isqu8A 

ce qu'an observe sur 1'enregis.treur une cht-(te de la densité 

op tique qui traduit l'élution des ARN poly(A)- 

(essentiellement les ARNr et les ARNt3; la chute est suivie 

d'une ligne de base stable. Les AHNm poly(A)+ recueillis 

dans un autre tube sant élués finalement A l'aide du tampon 

d'élution dit E (Tris/'HCl 10 mM pH 7,9, EDTH 1 mM, SDS 0 , O S  

Y / . > .  

L'élution des ARNm poly(A)+ se traduit par un pic d'ab- 

sorbance au niveau de l'enregistreur. Les UKNm polyfAj+ sont 

ensuite précipités par 0,2 volume d'acétate de sodium 3 M et 

3 voïumes d'éthanol pur à - 2(1°C. L'ensemble est soigner-me- 

ment mélangé puici conservé à - 2 ( I 0 C  pendant au moins une 

nuit . 

V Electrcphor&se des ARNm en sel d'auarose-méthvlmercure 

Tampon . borate d 'E4lectrouharé.s~ 10 :.: a LE; tampon d ' élec- 

' trophor&çe comprend : acide borique 5 0 0  mM, tétrabarate d i -  

sodique 50 mM, sulfate de scdium 100 mM, E D l P  10 mîl ,  ajusté 

A pi4 8,2  à l'aide çle RlaOH. 

"Tampon de dFS~23t des èchan-ki.llans 5 x - I ï cromprei-id D cj:ty- 

cerol 50 14, bïect de bramaphénol (:t,2f7 %. 



Prépara t ion  d 'un  "m in i se l "  d'anarase. 

A f i n  d ' o b t e n i r  un "m in ige l "  & 1 % d'agarose, 0 ,25  g d 'a-  

garose sont  d issous dans 22 m l  d 'eau s t é r i l e .  2,5 m i  de tam- 

pon bora te  10 x e t  0 , 5  m l  d '  hydroxyde de méthylmercure 1 M 

(ZO mM f i n a l )  sont  a jou tés  au mélange précédent. Le ge l  e s t  

immédiatement cou lé  sur  une plaque de ve r re  de 12,8 cm sur 8 

cm ; son Bpaisseur e s t  de 0 , 5  c m .  Le ge l  e s t  u t i l i s a b l e  dans 

l ' heu re  q u i  s u i t  sa préparat ion.  Les é c h a n t i l l o n s  d 'ARN à 

analyser (de 0 , 5  a 5 ~ { g  par  p u i t s )  sont dénaturés dans l ' e a u  

d i s t i l l é e  pendant 5 mn à 69OC ; l e  g l y c e r o l  e t  l e  b leu  de 

bromophenol sont  amenés respectivement aux concent ra t ions  

f i n a l e s  su ivantes  10 % e t  0 , 5  %. L 'é lec t rophorése e s t  r é a l i -  

sée sous une tens ian  de 40 V / c m  pendant 45 mn. La renatura- 

t i o n  e t  l a  c o l o r a t i a n  par l e  bromure d 'é th id ium san t  obte- 

nues en incubant  l e  ge l  pendant 20 mn dans une s o l u t i o n  0 , 9  

M d ' acé ta te  d ' ammonium con tenant  1 btgi/ml de bromure 

d 'é th id ium. Des témoinç de po ids  molécu la i res  représentés 

par l e s  ARN ribusorniques 16 S s t  23 S d '  E. ca1.i MRE 600 

(Boehringer Mannheim) co-migrent avec l e s  gchan t i l l ons .  

VI Traduction in vitro des ARNm 

Reus syst&mes a c e l l u l a i r e s  de t r aduc t i on  on t  é t é  

~ 1 1 i l i s é s .  

1) Traduction des ARNm en lysat de réticulocyt~s de la- 

pin 

Les & c h a n t i l l o n s  d'AHNm sant  add i t ionnés au l y ç a t  de ré-  

t i c u l o c y t e s  de l a p i n  (r@f érence M9( : )Yz  Amersham - Fr-anzej . 
Les cond i t i ans  opéra to i res ,  q u i  on t  Pt& respectéesp sant  

ce1 Les préconisées par l a  soç i é t&  Amersham. Les incubat ions  

ont  duré 1. h 3(:j°C. Le Lysat i i t l l i s é  procure un systéme 



acellulaire eucaryotique complet qui permet la traduction 

d'un grand nombre d'ARNm exog&nes. De nombreux travaux indi- 

quent la haute performance de ce çystéme capable de traduire 

des pratéines de haut poids moléculaire (Clemens, 1984). 

a) Protacale opératoire 

- Canstitution d'un mélange d'incubation de base 
I I  I I  II I l  I I  II 11 I l  I l  11 11 I I  11 I l  II I I  11 II 11 11 I I  I l  II I I  II 11 11 11 II II I I  I I  I l  11 I l  11 II I I  O 1) I l  II II 11 II 

appelé "prémix" 
I l  11 I l  I l  II $1 I l  II 11 11 O I l  18 I I  I I  

8 lysat de réticulocytes de lapin : 140 pl 

t méthionine S35 (S31515 - Amerçham - 
France) A activité spécifique su- 

périeure A 1000 Ci/mM : 17?3 pl 

8 eau bidistillée : 9 , 7 S p 1  

t mélange .A l'aide d'un agitateur de 

type "vortex" 

- Préparation des deux témoins 
I l  I I  I l  I l  II II I l  11 11 11 11 11 I I  11 I l  11 I l  11 11 II II O 11 II O II 11 11 

t un "témoin AKN", nommé "témoin positif", mettant 

en oeuvre les AHNm du virus de la mosaïque de tabac (TMV 

pour Tobacco Mosaic Virus), commercialisés par- Amersham ; ce 

témain est utilisé dans le but de ç'atisurer de la bonne ac- 

tivité biolagique (pouvoir de traduction) du 1ysat de 

réticul ocyteç. 

:# Ltn "témoin eau", dit "témcin nggatif". çanéen~int 

une f rattian "eau blbistil lée dépuurvue d ' ARNm" . 



: Témain AKN : Témoin eau : E c h a n t i l l a n  : 

z Eau - 2 , s  b l l  : - 
.------------------.------------.------------.-------------* " 

: ARN t e s t é  - - :2,5 b(l(2-3yg): 

.------------------.------------.------------.-------------. 
: Lysat  4 0 p l  i - - 

:: FIRN TMV 3 pl : - " - 

Méthionine 533 : 7 pl : - - . 
I< 

: Pr&mi:c - : 47,5 L i 1  47,s bl1 : 

Tableau 1 : Tableau r é c a p i t u l a t i f  du protacole opératoi- 

r e  

Le volume r é a c t i o n e l  t o t a l  e s t  t ou j ou r s  de 50 pl. Chaque 

é c h a n t i l l o n  e s t  correctement mélangé à l ' a i d e  d 'un  a g i t a t e u r  

de type "varte:.:", p u i s  mis incuber 1 h b 3C:)OC dans Lin 

bain-marle ag i té .  

p f  Eva l~ ta ' t ion  di-{ a-ouvoir de traduc-tion c l ' i ~n  l v s a t  de r&- 

t i c u l a c y t e s  de l a p i n  Dar me.i(le dde l a  rad i~_ac~ t i v . iC& incclr-BO- 

r&e  dans l e s  proté3.nes svn t h & t  i,,~,&~s-,de navo --.------ 

L-t-c; échant:~: l lnns !sont a g i t & ~  aprés : L '  inc~tbat . ion au cours 

de l a q u e l l e  l a  t r a d ~ t c t l u n  e s t  réa1ic;ée. ci 1 m l  de tampon 

- i r i s  LO inM / WC1 pH 7,4, NaCl 15i:> mM adcli t ianné r7fe rri&thiani- 

ne non  r ad i aac t i ve  f 4  mg/ml). on add i t ionne I ~ t ï  

r - l ' éc i~an t i l  lon.  L ' a d d i t i a n  de cie~i:.: gout tes  d'ac;bde t i - i ch lo ro-  



acétique ( T C & )  à 100 % entraine la précipitation des 

protéines. L'op&ration se poursuit pendant 2 h & 4OC. L'en- 

semble est filtré sur une pastille en fibre de verre. Une 

séquence de quatre lavages intervient alors : TCA 10 %, 

TCA A 5 %, eau bidistillée, éthanol/éther ( V / V ) .  Les filtres 

sont séchés une nuit. La radioactivitk contenue dans les 

filtres est déterminée A l'aide d'un spectrom&tre h scintil- 

lation liguide (LKB WALLAC 1215 RACK BETA) .  Les filtres sont 

placés dans des fioles a scintillation contenant du lipo- 

fluore (J.T. Baker-).utilisé comme liquide scintillant. Trais 

mesures concernant trois prélévements différents du m8me 

échantillon sont effectuées dans le but d'obtenir une valeur 

moyenne de la radioactivité contenue dans les différentes 

prises d'aliquot. 

Le reste de chaque échantillon est analysé par électra- 

phart-se en gel 'de polyacrylamide 5-23 % en milieu 

dénaturant . 

2) Traduction des 4RNm en ex t ra i t  de germes de b l é  

( "Wheat germ extract" ) 

La différence entre ce deuxiPme systPme de traduction in 
vitro et le précédent réside dans le fait que l'extrait de 

germes de blé est généralement employé pour la traduction de 

snoléculeç de masse moléculaire plus faible que ce:[ les qcte 

l'on peut obtenir dans le systPme de rPticulocytes de lapin. 

Cependant, l'extrait de germes de blé peut apparaltre, 

parfais, p:!t..is ef f icace que le premier çyçtéme décrit 

(Burelli et W u ,  1989), L'ufilisa,kion de ce deuxiéme système 

d @  traductiun nécessite la déterminatian proalable des con- 

centration% optimales en ions b::+ et ei? GRNm n&ceesc;air~s A 

E ' abtentian ci ' un maximum de p u u v u i r  de traduction au cours 

des e:,:périenries. 



a )  Déterminat ion de l a  concen t ra t i on  o ~ t i m a l e  en i o n s  K+ 

nécessaire A une t raduc t ian  op t ima le  des AKNm dans un ex-  

t r a i t  de sermes de b l é  

Une concent ra t ion  en i o n s  K+ i n s u f f i s a n t e  peut i n d u i r e  

d'une p a r t  une f a i b l e  i n co rpo ra t i on  de l ' a c i d e  aminé ra- 

d i o a c t i f  c h o i s i ,  ici l a  méthionine 335, e t  d ' a u t r e  p a r t  une 

terminaison prématurée de l a  t r aduc t i on .  La concent ra t ion  

opt imale en i o n s  K+ e s t  déterminée par une s é r i e  " t e s t "  de 

t raduc t ion  des ARNm de cerveaux de y e r e i s  d i v e r s i c a l a r .  Cha- 

que l o t  d ' i ncuba t ion  de c e t t e  s é r i e  posséde une q u a n t i t é  

i den t ique  d'un mélange réac t ionne l  de base, nommé "pr&mixW, 

mais des concent ra t ions  var iées  en acéta te  de #+. Pour c e t t e  

déterminat ion, on r é a l i s e  une gamme de d i l ~ i t i a n  d '  acé ta te  de 

K+ dans une s é r i e  de si):  tubes. 

- C o n s t i t u t i o n  du "prémix" 
I l  I I  I I  I I  1 1  I I  I l  I I  I l  1 1  I l  I I  I l  I I  I l  I t  I l  I I  I I  I l  I I  I I  1 1  

Les cond i t i ons  op&ratoirc is,  retenues i c i ,  sont  c e l l e s  

pr&conisées par  La saci&%& Amersham. 

t acides aminés non r a d i o a c t i f s  à l a  concent ra t ian  de 1 

fnM, (mélange cornmercialiçé) : 1.4 1-i 1 

$ e x t r a i t  de germes de b l é  : 1 t:) g ci L 

t ARNm ( 4  ygf  2 4 1-i 1 . 

$ méthionine 5'5 (55235), 1 m C i / m l  8, 2 p l  

a c t i v i t é  spéc i f i que  sup&r ieure  h 

1138r:I C i i m M  I s ~ i p é r i e u r e  A 27 'T"Q/rnN) 



- Gamme de d i l u t i o n  
I l  I l  I l  I I  11 11 I l  I I  11 I l  I l  I l  I l  I l  I l  1 1  1 1  

:Volume t o t a l  : '(]pl: 3 0 ~ 1 :  sap l :  30~1: 30p1: 30bt1: 

:Concentrat ion a jou tée : :: 

:en acéta te  de KI (mM) : (3 : 33 : 67 : 100 : 133 : 167 : 

:Concentrat ion t o t a l e  : 

ien acéta te  de K+ <mM) : 39 : 72 : 106 : 139 : 172 : 206 : 

Tableau 2 : Gamme de determination de la concentration 

optimale en ions K+ nécessaire A une traduction optimale des 

ARNm dans l'extrait de germes de blé 

t a  concenkrat iun i n i t i a l e  en KI dans l ' e x t r a i t  de germes 

de b l é  e s t  de 78 mM. Lars  de l ' é l a b o r a t i o n  du "prérnix", 

l'extrait a é t é  d i l u é  au I / 2  { V / V j ,  s o i t  une concent ra t ion  

en $::+ rndaqéne de :39mM. 1-es si:: t ~ i b e s  sant  aqi téç  p u i s  i n ç ~ r -  

h é s  pendan% 1 h 21 L S ° C  dans un bain-marie ag i t é ,  



h ] m ~  finale 

Figure 1. Lotirbe d ' i n c ~ r p o r a t l o n  de Ici met i t ion~ne 535 en 

f onc t i an  de La concent r -a t im eri i ons  KI-. La i oncent r -a i~ i3n  en 

i ons  K+ nécessaire &. une t r a d u c t i a n  apt imale des UKNm dans 

!.-in e:.:tt-ait cle cjet-ne% de h l &  2ç.t a i n s i  d&.termin&e 1t:ib I R M .  



- Technique de déterminat ion de l a  r a d i o a c t i v i t é  
Il Il Il Il Il Il 11 II II Il Il Il II II Il II II Il II Il Il il Il 11 11 Il 11 II II II Il II II Il II Il Il 11 11 II II II II 11 11 O 

contenue dans l e s  é c h a n t i l  l ans  
Il Il 11 II II Il II Il Il 11 11 II II Il Il 11 Il II Il II Il II II Il II II Il II Il il 

Il s ' a g i t ,  comme l o r s  de l ' u t i l i s a t i o n  du ï y s a t  de r é t i -  

cu locyteç de lap in ,  d 'une éva lua t ion  g ross ié re  de l a  capaci- 

t g  de t r aduc t i on  des ARNm. Nous avons s u i v i  l e  mgme protoco- 

ie que c e l u i  u t i l i s é  pour l e  praçédent systéme de t r aduc t i on  

i n  v i t r o .  an peut a i n s i  t r a c e r  l a  courbe d ' i n ca rpo ra t i an  de 

la méthianlne Ç35 en ' h n c t i a n  de l a  concent ra t ion  en K+. La 

concent ra t ion  op t ima le  en K+ e s t  a i n s i  déterminée B 10h mM 

( f i g u r e  1). 

b )  Déterminat ion de l a  concen t ra t i on  o p t i m a l e e n  ARNm - 
permettant l ' o b t e n t i o n  d 'un maximum de synthése in vitro de 

p ro té ines  

- Prépara t ion  du "prémix" 
II 11 Il II 11 Il II II II 11 11 11 11 Il II II II II Il II II II 

On r é a l i s e  l e  mélange su i van t  : 

8 acicies amines non r a d i u a r t i f s , A  l a  cor;cei-~tra.t ian de 1. 

mM, f o u r n i s  par  l a  sac i é t é  Umersham : 1 4 1-1 1 

t aceta te  de K+ (KCH3 CClO) h 1 M 2 91 ( q u a n t i t é  

déterminke précédement : 106 mM f i n a l e !  

% mékhionine S35 (SJ233) A 1 m l i / m l  : 12,5 ~ t l ,  f u u r n i e  

par l a  soc i é t é  Amersham, a c t i v i t é  sp&c i f i que  supbr ieure  

.LZ)O(.) Li/ mM 

;K e x t r a i t  de germes de b l é  , 1 1:) 5 &i .l. 

I romplPLer à 189 y l  avec i 'eau 

b i d i s t i l l é e  t r a i t &  par l e  DEPC. 

Les tubes %?nt a g i t &  p u i s  inct \b&s à 2 5 O C  pendant 1 h 

dans tan bain-marie a g i t é .  



- G a m m e  d e  d i l u t i o n  
I I  11 I I  11 I I  I I  I l  I l  I l  I l  11 I l  I I  11 11 i l  11 

Tubes : 1 : 2 : 3 : 4 : ~ ~ & :  

: Eau : 0 1 5 : 3 : 3 : 3 : 3 :  

: D i l u t i o n  p a r  e n t r a i -  : . 
: n e m e n t  : 1 : 1/2 : 114 : lit3 : 1/1t5: - : 

. * 

: Volume t o t a l  ( p l )  : 30 : 30 : 30 : 30 : 30 : 30 3 

T a b l e a u  3 : Gamme de d é t e r m i n a t i o n  de l a  concentration 

o p t i m a l e  d ' A R N m  p e r m e t t a n t  d 'obtenir  un m a x i m u m  de synthèse 

in v i t r o  de protéines. 

% 3 y1 s u r  & s o n %  s e u l e m e n t  c o n s e r v é s  d u  m é l a n g e  ARNm + e a u .  

- T e c h n i q u e  d e  d é t e r m i n a t i o n  d e  l a  r a d l o a c  t i v i  t& 
11 O I I  I I  I l  I I  I l  I I  0 I l  I I  O I I  I l  I I  I l  11 I I  I l  I I  I I  I l  11 11 I l  11 I l  I I  I I  I l  I I  I I  11 I I  11 11 I I  I l  11 11 11 11 11 11 11 11 

c o n t e n u e  d a n s  les é c h a n t i l  l u n s  

Nous a v o n s  s u i v i  la  rneme t e c h n i q u e  que ce1 le i . t t i l i s & e  

paiir. l a  d & t e r m i n a t i o n  d e  la c o n c e n t r - a t i a n  o p t i m a l e  e n  K+. 

Nous a v o n s  a l o r s  trac(+ l a  c o u r b e  d ' i n c o r p o r a t i o n  d e  

m é t h i o n i n e - 5 3 5  e n  f o n c t i o n  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  ARNm çar -  

r e s p a n d a n t  k u n e  i n c o r p o r a t i o n  o p t i m a l e  l f i g u r e  2 j . 



Flgure 2. C o u r b e  d ' i n c a r p o r - a t i o n  d e  l a  m e t h i o n i n e  5 5 5  e n  

f o n c t i n n  d e  la  c a n c e n t r a t i o n  e n  ARNm. L ' a c t i v i i &  o p t i m a l e  d e  

t r a d u c t i c n  dans L ' e x t r a i t  d e  g e r m e s  d e  b l é  a a i n s i  é té  obte- 

n u e  a v e c  u n e  c o n c e n t r n t i a n  e n  ARNm d e  2 yy. 



c) Trad~ction des ARNm de cerveaux dans le svstéme acel- 

lulaire de uermes de blé 

La traduction des ARNm dans ce systéme est réalisée 

aprés les déterminations préalables des concentrations opti- 

males en ions b::+ et en AHNm. 

- Fréparatian du "prémix" 
II 11 I l  I l  I l  I I  I I  I l  I I  11 I I  I I  I l  I l  I l  I l  11 11 I I  I l  I I  I I  I l  

On prépare par échantillon : 

- acetate de potassium (KCHSCOO A 1 M )  : 2 pl 

- acides aminés non radioactifs (sauf 
méthionine) A 1 mfl fournis par la société Amerçham : 2 y1 

- methionine S35 (SJ235 - Amersham), 
0,5 A 1 mCi/ml, activité spécifique supérieure 

a ic:)c:)t:) ~ i / m ~  : 2 pl 

- e:<trait de germes de blé 
(50 % du volume final) : 15 pl 

- ARNm (1 btg/l b t 1 )  : 3 ~ l l  

- compléter avec l'eau bidistillée traitée 
par DEPC : 20 y1 

L'échantillon es4 agité, puis mis & incuber A 25°C pen- 

dant 1 h. Le décompte de la radioactivité est réalisé selon 

fe même made que celui utilisé pr&cédement. 

V I 1  Traduction des ARNm dans les ovocytes de Xenopus laevis 

!-es nvocy,k.es, pr8 levés sur des Xe~-iooucj la~v.i!s, s a n t  sé- 

par&s des cellules falliculaires par la coïla~énase dispase 

f Boerhinger, Mannheim) 2. i n  1 . Immédiatement apr-+s 1 ' in- 



j e c t i o n  de 50  n l  d'une s o l u t i o n  d'ARNm ( 5  yg d'ARNm/pl d 'eau 

b i d i s t i l l b e  t r a i t é e  par  l e  DEPCI par ovocyte, l e s  c e l l u l e s  

sont t rans férées  dans un m i l i e u  de Ear th  mod i f i é  (NaCl 88 

mM, # C l  1 mM, Ca(N03)2 0 ,33  mM, CaC12 0,41 mM, Mg604 0,82 

mM, NaHCQ3 2,4 mM, t héophy l l i ne  0,5 mM, pyruvate de Na 2,5 

mM, p é n i c i l l i n e -  10 mg/l ,streptomycine 10 rng/l) p u i s  incubées 

à 19OC pendant 2 A 5 jours .  Le m i l i e u  d ' i n cuba t i on  des ova- 

cy tes  e s t  renouvelé chaque j ou r .  La méthionine S35 (551515 - 
Umersham - a c t i v i t é  spéc i f i que  supér ieure A 1OOO C i / m M )  e s t  

u t i l i s é e ,  comme marqueur r a d i o a c t i f  des p ro tg ines  nouvel le-  

ment synthét isées,  Chaque ovocyte i n j e c t é  e s t  incubé dans un 

p u i t s  d 'une plaque de m i c r o t i t r a t i o n  contenant 200 y1 de m i -  

l i e u  d ' i n cuba t i on  de Ear th  m o d i f i é  add i t ionné de 2 p l  de 

précurseur r a d i o a c t i f .  

Les ovocytes tkmoin r eço i ven t  une i n j e c t i o n  d 'eau b i d i s -  

t i l l é e  ne contenant pas d'HRNm e t  incubent  dans l e s  m8mes 

cond i t i ons  que l e s  ovocytes ayant  reçu iine i n j e c t i o n  d 'eau 

b i d i s t i l  lée contenant des ARNm. 

V I  I I  Extract ion des  rotei in es synthétisees in ovo 

Les p ro te ines  sont  e x t r a i t e s  des ovocytes i n j e c t é s  

d'ARNm au des ovocytes témain par  homogénéisation de 5 c e l -  

l u l e s  dans TOC1 p l  de tampan ( T r i s  75 mM/HCl pH &,8, SUS 1 %, 

ffrnercaptoékhanal 1. %, phényl-méthyl-sul.fonyl f l t i o r i r l e  IPMSF) 

1 mN), Apr&s 1-ine c i ; n t r i f t i ( ~a t i an  de 5 mn h 1t:i !:j;:IO :.: g e t  A 

températctre ambiante dans Lins m in i fuge  (Sigma L(:li. P l ) ,  Xe 

:surnageant, con tenant l e s  y ro té ines  marquées, e s t  d i  l u &  1 O  

f o i s  pu i s  analysé en électropharése. 

Cet te technique est également u t i l i s é e  pour e x t r a i r e  l e s  

pro.téines dl-t cerveau de Nerz i s  c l l ve rs i ca la r .  Les p ro té ines  

l i bé r&eç  par l e s  ovacytes dans l e u r  m i l i e u  d ' i ncuba t ion  sont  



p r é c i p i t é e s  par 0,2  volume d ' ac i de  t r i r h l o r o a c i t i q u e  ( T C A )  

(5(3 % m/v) en pr&sence d 'une p ro té i ne  l o u a n t  l e  rG le  d 'un 

en t ra lneur  q u i  e s t  l a  sérum albumine bovine ISAB) ( 2  ~ t q ) "  

Les p r é c i  p i  t é s  sont récupérés par c e n t r i f u g a t i o n  A 

10 000 x g pendant 5 mn. Le c u l o t  e s t  l avé  par de 1 ' acétone 

f r o i d  14*C), p u i s  il e s t  m i s  en suspension dans un tampon 

( T r i s  50 mM, HCl, pH 7,4, NaCl 150 mM) pour une analyse 

B lec t raphor&t ique.  

I X  Analvses des ~ r o d u i t s  traduits 

1) Techniques électrophorétiques 

a) ELectrophorése mono-dimensionelle des aolvpept ides en 

m i l  ieu dénaturant  SDS 

L 'é lec t rophorése en g e l  de palyacrylamide SDS e s t  e f fec -  

tuée se lan  l a  méthode de Laernmli (1970). Deci g e l s  de O p 7 5  mm 

d 'épaisseur  sont  u t i l i s é s .  

- Le ge l  de sépara t ion  
I l  l *  I l  I l  I l  I l  I l  I f  $1 I l  I l  I l  I l  I l  I l  I l  I l  I l  I l  I l  

Le gel de s&parat ion e s t  c o n s t i t u é  par un g rad ien t  d 'a-  

cry lamide 5 - 25 %. 



A) Solutions à 5 % et A 25 % d'acrylamide 

Solutions : Gel h 5 % : Gel A 25 % : 

*-----------------------------.-------------.-------------- 

:Tampon Tris/HCl 0,79 M,pH 8,8: 25 ml 25 ml 

: Acrylamide 

:Bis-acrylamide 

: Sacc harose 

:Eau I q . ç . p .  50 ml) 

lableau 4 : Solutions d'acrylamide necessaires A l a  confec- 

t ion des gels de separation des proteines. 

( 3 )  SDS : C ) , l  % 

1 Catalyseurs : pour 9 ml de gel, on ajrtccte 9 pl de 

persulfate d'ammonium h 10 % préparé extemporanément et 4 ~ 1 1  

d e  N, N, N', N' tétraméthylénedianine (TEMED). 

- Ls gel de cancentrat.i~n 
Il 19 f l  11 $ 1  Il I l  Il Il Il II II 11 11 l t  II $ 1  Il 11 $ 3  $1 1, Il 

Le gel de concentration est cons%itué d'acrylamide b 5 



A )  S o l u t i o n s  du g e l  d e  c o n c e n t r a t i o n  

* S o l u t i o n s  G e l  A 5 % 

Tampon T r i s / H C l  0,s M pH 5.8 : 

A c r y l a m i d e  

B i s - a c r y l a m i d e  

E a u  ( q . 5 . p .  50 m l )  

T a b l e a u  5 : Solutions d'aciyfamide du gel de concentration 

necessaire A i ' analyse électrophorétique des protéines. 

g 1 sns : (:),L :i 

3) C a t a l y s e u r s  : p o u r  4 m l  d e  g e l ,  a n  a j o u t e  50 b ~ 1  

d e  p e r s u l t a t e  d 'ammonium 3.0 % p r é p a r é  e x t e m p o r a n é m e n t  e t  5 

~ { l  d e  TEMED. 

A v a n t  d é p o t ,  les é c h a n t i l l o n s  p r é p a r e c i  d a n s  ttn t a m p o n ,  

" Ï r i s / H C l  h5 m M ,  p H  h,B, SQS 2 ;a, ! s a r c h a r o ç e  l c ï t  %, P n e r c a p t a  

é t h a n a l  5 %, b l e u  d e  OratnophBnol  ( 3 , l  i:, s a n t  i-hauf iés 3 mn 

d a n s  Ltn b a i n - m a r i e  haui l ïan t. 

Un m é l a n g e  d e  p r o t é i n e s  CBmoin d e  masse m o l é c u l a i r e  94 

k9a ( p h o s p h a r y l a s e  B I  67 lc:.Uà ( a l b u m i n e l ,  Y S  k D a  

( a v a l b u m i n e ) ,  .^-;Cl kDa ( a n l - i y d r a s e  r a r b o ~ i  i q u e  ) , iL l .J %Da a., .-. 

( I n h i b i t e t i r  d e  l a  t r y p s i n e )  e t  14,4 kDa C d - I a c t a I t s t - t m i n e f  

s e r t ,  a p r é s  m i g r a t i o n  é l e c t r o p h o r é t i q u e ,  d e  m a r q u e u r s  d e  

rnasse mnléci-t1ai.r-e. A p r & s  I h  A 2(3 h de mi( ; ! -a t ion  f 4-5 m A )  A 

.-; '7 



température ambiante dans le tampon (Iris 0 , 0 2 5  M, glycine 

2 9 0  mil, SDS 0,1 %, pH 5,3), le gel est coloré pendant 2 h 

sous agitation par le bleu de Coomassie à O,i % dans le mé- 

lange isapropanal 25 % - acide acétique 10 % - eau 6 5  %. Il 

est partiellement décoloré par l'acide acétique h 10 %. La 

détection des éventuels polypeptides radioactifs est effec- 

tuée par autoradiographie. Le gel est donc séché sur papier 

Whatman 3 et mis en contact avec un film photographique 

préalablement exposé h un éclair de lumiére orange diffuse 

{filtre Kodak Wratten 21). L2e:.:position dure 48 A 72 h A - 
70°C. Les enregistrements densitométriques des autoradio- 

grammes sont effectués A 595 nm sur un densitamétre "Junior 

plus" équipé d'un intégrateur. 

b) Electropharése mon#-dimensionelle des ueptides 

L'électrophorése des peptides est effectuée selon la mé- 

thode de Eurr et Burr (1983). Des gels de U,'75 mm d'épais- 

seur et de 12 c m  de langueur sont utilisés. 

- Le gel de séparation 
I I  I I  I I  I I  I I  I I  11 I l  I l  11 I I  I I  O  I I  1 1  1 1  I l  I l  1 1  1 1  

- Acrylami.de : 12,5 % 

- Bis-acrylamide à 1 % (m/v) : ( 2 F 1 1  X 

- Uree n 8 M 

- Tris 2 M/H3F'(:)4, pH 8 ; O,S4 M 

- SDÇ à 2O X ( m i v j  : 0,l % 

- TEMED : il) y 7; 

.- Persul f aie d ' ammanit-tm h :l!J % 

: m / v )  :: f:? 5 '4 

- Compléter .A 25 ml avec de l'eau bidistillée. 



- Le gel de concentration 
Il Il Il 11 I l  O II Il 11 :I II II Il Il II Il Il O II II Il Il Il 

- Acrylamide A 30 X (m/v2 

- Bis-acrylamide A 1 % (m/v? 

- Urée 
- Tris i M/H3PU4, pH 6,8 
- SDS A 20 % (m/v) 

- TEMED 
- F'ersulfate d'ammonium à 10 % 

(m/v> 

- Compléter à 10 ml avec 1 'eau 

: 0,65 % 

bidistil lée. 

Avant dépôt, les échantillons sont traités 3 à 5 mn au 

bain-marie bauillant dans le tampon d'échantillan (urge 8 M, 

Tris- O,UZ M/H3FO4, pH 6,8, b1.e~ de bromophénol 0,81 X ,  SDS 1 

%, p mercapto-éthanol 0,02 % } .  Un mélange de prc~téines té- 

moin (Pharmacia AEj de masse moléculaire 17,S kDa 

(myoglabine), 14,6 kDa (myoglobine 1 + II), 8,24 kDa 

imyaglabine 1 1 ,  6,S8 (myoglobine I I ) ,  et 2 , 5 &  kDa 

(myoglobine III), et le mélange t&main précédent, utilisé en 

électraphorése en gel de polyacrylamide 5 - 25 %, permettent 

d'avoir une très large &chelle de masses moléculaires de 

r&.f érence. 

Aprés 16 h de migration à 100 V, à température ambiante, 

dans un tampon (H3P04 0,1 M, pH 6,8 obtenu à l'aide de Tris 

en poudre, SUS 0,l % ) ,  le gel est coloré pendant 2 h sous 

agitation par le bleu de loomassie à 0,25 % et la cracgin 

Scarlet à C),1 % dans le mélange acide acétique 10 % - métha- 
nol If:) % .- ;iau 8c::t %. I='~iis le gel est partielletnent cJ&colar& 

dans des bains d'acide ac&tique l.0 % - m~>thanul 10 % - eacc 

80 %. La détection des &ventueis peptides radiaactif3 se 

fait par autaradiographie selan la technique pr&cédemment 

dgcrit-e pour les &lectrophor&ses ei7 gel de pol yacry lamide 9 

- 25 % en milieu dénaturant. 



2) Techniques immunologiques 

a ) Immunon réc i~ i  t a t i o n  

Les p rodu i t s  t r a d u i t s  sont  mis en présence d ' an t i co rps  

dans l e  b u t  d ' o b t e n i r  d 'éven tue ls  immunoprécipités. Les an- 

t i c o r p s  c h o i s i s  o n t  é t é  : 

- Ant icorps  polyclonaux d i r i g é s  con t re  ce r t a i nes  séquen- 

ces de l a  p rép rocho lécys tok in i r~e  humaine : . 

1) Ab 1561 : d i r i g é  con t re  l ' e x t e n s i a n  amino 

te rmina le  (ac ides  aminés 86 - 90) 
2)  Ab 1700/'3 : d i r i g é  con t re  l e  s i t e  d 'amidat ion  

(ac ides aminés 104 - 106) e t  l e s  séquences adjacentes. 

3 )  Ab 8007 : d i r i g é  con t re  l a  séquence b i o a ç t i -  

ve de carbaxyamidation. 

Cas an t i co rps  on t  é t é  gracieusement f o u r n i s  par  l e  Pro- 

fesseur J .Fe Rehfeld ( U n i v e r s i t y  Department o f  C l i n i c a l  

Chemistry, R igshosp i ta le t ,  DK - ZlOO Copenhagen, Denmark) 

- Ant icorps  palyclonauw d i r i g é s  con t re  ce r t a i nes  çéquen- 

ces de l a  préprocholécystok in ine de r a t  : 

1) Ab .1"34(:) : d i r i g é  con t re  1  ' e x t r é m i t é  amino- 

te rmina le  de l a  CCK 58 

Ill) A b  1578 : d i r i g é  con t re  l ' e x t ens i on  carbosy- 

termina l e  

3 )  jqb 6'7273 : d i r i g é  con t r e  l a  séquence amino- 

te rmina le  de la CC]<:: 37/33 



Ces an t i co rps  on t  é t é  gracieusement f o u r n i s  par  l e  Pro- 

fesseur M.C. Ee in fe ld  (Department o f  Pharmacology? S t  Lou is  

U n i v e r s i t y  Medical Center, S t  Lou is l  MO 63104, U.S.A.) 

- Ant icorps  palyclonaux d i r i g e s  con t re  l a  dynorphine 1- 

17 e t  1'4-néo-endorphine de MammifZ'res. Ces an t i co rps  on t  

& t é  aimablement f ou rn i s  cio~ts forme de sérum par  l e  D r  G. 

Tramu [ U n i t é  156, I.N.S.E.R.M., L i l l e ,  France).  C e s  an t is&-  

rums san t  p r a d u i t s  chez l e  l a p i n  par i n j e c t i a n  d ' ant igéne 

synthét ique (Serva, Heidelberg)  couplé A l a  sérum albumine 

humaine &t l ' a i d e  du g lutara ldéhyde.  

- Un t i co rps  monoclonaux d i r i g é s  con t re  une f r a c t i o n  ac- 

t i v e  contenant l e  fac teu r  i n h i b i t e u r  de l a  spermatugen&se 

chez Nere is  v i rens .  Ces an t i co rps  on t  é t é  aimablement four-  

n i s  par Mme Delaire-Hesdin, de n o t r e  l abo ra to i r e .  

La technique d ' immunapréc ip i ta t ian u t i l i s é e  e s t  l a  su i -  

vante : 

A 1 m l  de tampon < T r i s  50 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4) on addi- 

t ionne 4 mg de p ro t& ine  A skpharose (Pharmacial. La p ro té ine  

A sépharose g o n f l e  pendant 5 A 10 mn. E l l e  e s t  cen t r i f ugée  à 

1OOO x g dans une cent r i fugeuse de type Jouan pendant 1 mn, 

L ' upé ra t i on  e s t  rbpétée. Qn a j ou te  au c u l o t  101) p l  d ' a n t i -  

carps (100 yg) et 1 m l  de l'échantillon d i l u é  A t e s t e r  (10 

y l  d ' é c h a n t i l l a n  + 99(:1 y l  de tampon T r i s ,  NaCl, méthionine 

non r a d i o a c t i v e ) .  L'ensemble e s t  a g i r 4  e t  mis à incuber  2 h 

a température ambiante, p u i s  une nuit:  C\ 4OC. Eans l e  bu t  

d'une analyse & lec t raphoré t ique,  I ' immunoprécipl%é &ventue?- 

lement formé e s t  r&cup&ré par  c e n t r i f ~ i g a t i o n  e t  r e p r i s  dans 

1 m l  de tampan Tr is /HCl  50 mlY, pH 7!,4, NaCl (3,s IY. La stiui- 

pension e s t  c e n + i ~ i f ~ r g & e  à I b O O  :.: y. L 'opéra t ion  s s t  r&pétée 

deu;.: f o i s .  Apres Lavage. 1 ' imrnunapr&cipit& e s t  r e p r i s  dans 

5(:i k i l  dtt 'tampon d ' i -chant i l  l ao  de Laemml i ( 19 '70)  ou de Bur r  

e t  Burr  (1983) e t  chat.tTTb d IC:,i:icÇ pendant 3 21 5 mr;. 

4.1 



b f  Trans fe r t  de- p ro té ines  su r  membrane de n i t r o c e l l u l o -  

se : technique d i t e  de "western b l o t "  au d ' immunutransfer t  

La technique de t r a n s f e r t  des p ra té ines  sur  l a  n i t r o c e l -  

l u l o s e  e s t  e f fec tuée  selon l a  méthode de Towbin 

a&( 19791. Après l a  sépara t ion  des p rodu i t s  t r a d u i t s ,  par  

é lect rophorése en g e l  de polyacrylamide - SDS 5 - 25 % ou 

par é lect rophor&se de pept ides  en ge l  contenant de l ' u r é e ,  

l e s  g e l s  sant  & q u i l i b r é s  pendant 30 mn dans l e  tampon de 

t r a n s f e r t  ( T r i s  25  mM, g l y c i n e  190 mM, méthanol 10 %, pH 

} Les f e u i l l e s  de n i t r o c e l l u l o s e  ( p a r a s i t é  0 , 4  Pm) sont  

découpées selon des dimensions légèrement supér ieures à ce l -  

l e s  du g e l  e t  sont  é q u i l i b r é e s  dans l e  mgme tampon pendant 

15 mn. La n i t r o c e l l u l o s e  d o i t  S t r e  t ou j ou r s  manipulée avec 

des gants ou des pinces. AprP~j a v o i r  imbibé l e s  éponge5 e t  

l e  pap ier  Whatman 3 de ce  mgme tampon, l 'empi lement su i van t  

e s t  r é a l i s é .  

+ Anode 

La farmat ian de ........................ Eponge 

........................ Papier  Whatman 3 

bu l l es  d o i t  8tre ........................ I 'Ji trucel- lulose 

........................ Ge 1 

absalument év i t ée  ........................ F'apier Whatman 3 

------------.------------ Eponge 

- Cathode 

Le t r a n s f e r t  des p ra t& ines  du ge l  A la n i t r o c e l l u l o s e  

e s t  r é a l i s é  A 45 V pendant 4 A 5 h A température ambiante. 

Les p ro té ines  %ransf&r&es sant  d&tect&es par  c o l o r a t i o n  dans 

l e  nuir-arnidan C ) , 1  %!, méthanal 45 X ,  acide acetiqr-ie Xi::) %. La 



s a t u r a t i o n  d e s  s i tes  l i b r e s  d e  l a  n i t r o c e l l u l o s e  se f a i t  

soiis a g i t a t i o n  p e n d a n t  2 h d a n s  le tampon 'TBS f T r i s  10 

mM/HCl, pH 7 , 4 ,  NaCl 150 m M )  a d d i t i o n n é  d e  Tween 20 A 8 , 0 5  % 

e t  d e  l a i t  G l o r i a  écrémé e n  p o ~ i d r e  A 5 X .  La n i i r r o c e l l u l a s e  

es t  e n s u i t e  i n c u b & e  a v e c  les a n t i c o r p s  h tester ; ces d e r -  

n i e r s  é t a n t  d i l u k s  d a n s  5 m l  d e  tampon d e  s a t u r a t i o n .  C e t t e  

i n c u b a t i o n  se f a i t  s o u s  a g i t a t i o n  p e n d a n t  2 h h k e m p é r a t u r e  

a m b i a n t e ,  p u i s  u n e  n u i t  h 4OC. La n i t r o c e l l u i o s e  est  e n s u i t e  

l a v é e  p e n d a n t  10 mn, p u i s  4 f o i s  5 mn a v e c  le tampon TBS - 
Tween 20. A la  s u i t e  d e  ces l a v a g e s ,  la  n i t r o c e l l u l o s e  i n c u -  

b e  a v e c  l ' a n t i c o r p s  s e c o n d a i r e ,  m a r q u é  h l a  p é r o x y d a ç e ,  d i -  

i~ :& d a n s  5 m l  d e  tampon TES - Tween 20, p e n d a n t  1 h  30 mn. 

3es l a v a g e s  s o n t  e n s u i t e  réalisiéç s e i o n  le mode p r é c é d e n t .  

La  r é v é l a t i o n  d e s  c a m p l e x e s  immuns se p r o d u i t  p e n d a n t  10 mn 

d a n s  le m é l a n g e  50 m l  d e  TES, 3 m l  d e  4 c h l o r o - 1 -  n a p h t o l  A 

0,3 % d a n s  le  m é t h a n o l  e t  10 k t 1  d e  H202. La n i t r o c e l l u l o s e  

est f i n a l e m e n t  l a v é e  h l ' e a u  b i d i s t i l l é e ,  p u i s  m i s e  à s é c h e r  

A l ' a b r i  d e  la  L u m i é r e .  C e t t e  d e r n i é r e  r i s q u e  d e  f a i r e  dis- 

p a r a i t r e  r a p i d e m e n t  les é v e n t u e l l e s  c o l o r a t i o n s  o b t e n u e s  a u  

n i v e a u  des c a m p l e s e s  immuns. 

ç )  T e s t  E L I S A  (Enzyme L i n k e d  I m m u n o s o r b a n t  AssayL 

d )  P r é p a r a t i o n  des p l a q u e s  d e  m i c r o t i t r a t i o n  

L e  test E L I S A  es t  réal isé s u r  p l a q u e  f l e x i b l e  d e  ç h l o r u -  

r e  de polyvinyl ( F a l c o n )  à 96 pu.i.ks. La s u r i a c e  d e s  p u i t s  

est r e c o u v e r t e  p a r  l ' a n t i g & n e  d i t  " t o t a l " .  C e t t e  f i x a t i o n  a 

l i e u  e n  a j a u t a n t  p a r  p u i t s  2t:jr:t p l  di- l ' é c h a n t i l l ï - n  c o n t e n a n t  

les p r o d u i t s  t r a d u i t s  i n  o v o .  i fp r&s  i ine n u i t  d e  c a n t c t c t  =i 

A 4 ° C  (au : h t e m p é r a t u r e  a m b i a n t e )  l a  s o l u t i o n  

a n t i y é n i q i - i e ,  q u i  c o n k î e n t  e n c o r e  e n v i r o n  &Ct % d ' anti.g&17eci 

est r & c u f ; é ~ ~ i + e .  L e s  pc-iits s o n t  s a t u r & s  p a r  200 kt?  d e  F'BS 



(NaHZP04/Na2HP04 10 m M ,  pH 7 , 4 ,  NaCl 0,15 M )  c o n t e n a n t  2 % 

d e  s é r u m  a l b t i m i n e  b o v i n e  (SAB) p e n d a n t  3 - 1  mn, p u i s  l a v é s  A 

l ' a i d e  d e  FES A O , l  % d e  SAB? (1305 % Tween 20. La p l a q u e  est 

a l o r s  s é c h é e  A l ' a b r i  d e  l a  p o u s s i é r e ,  e n v e l o p p é e  d ' u n  p a r a -  

f i l m  e t  c o n s e r v é e  à 4OC. P a r a l l é l e m e n t ,  on  p r é p a r e  un t é m o i n  

n é g a t i f  r e p r é s e n t é  p a r  100 p l  d e  PBS. 

/3) R é a l i s a t i o n  d u  test  

100 yï d ' a n t i c o r p s  h tester s o n t  d é p o s é ç  d a n s  les p u i t s  

p r é p a r é s  s e l o n  l a  t e c h n i q u e  p r é c é d e n t e .  L '  i n c u b a t i o n  d u r e  3 

h à t e m p & r a t u r e  a m b i a n t e  ( o u  2 h  4 37OC o u  u n e  n u i t  A 4 ° C )  

a p r è s  a v o i r  r e c o u v e r t  l a  p l a q u e .  C e t t e  d e r n i è r e  est a l o r s  

l a v é e -  a u  m o i n s  3 fois p a r  2(:1(:) p l  d e  P 9 S  c o n t e n a n t  t:), 1 % d e  

SAB, (:),O5 % Tween 2 0 .  100 p l  d e  c o n j u g u é  (sérum d e  mouton  

a n t i  IgG d e  s o u r i s  m a r q u é  à l a  pdtrowydase d e  c h e z  H i o s y s )  

d i l u é  d a n s  le  PBS au 1/10 OOO&me s o n t  a l o r s  a j o u t é s .  A p r e s  2 

h d ' i n c u b a t i o n  A S i ° C  e t  p l u s i e u r s  l a v a g e s  s o i g n e u x  e n  u t i -  

l i s a n t  20(3 ~ i 3 .  d e  PBS A i : ) , l  % d e  SAB, 0 , 0 5  % Tween 2111, o n  

p r ~ c é d e  A l a  r é v é l a t i o n  d e  l a  r é a c t i o n .  D a n s  c h a c u n  d e s  

p u i % s ,  un i n t r ( 3 d u i . k  L O O  p l  d e  s u b s t r a t  f 9 mg d'OPD ( O r t h o -  

F h e n y l - D i a m i n e !  d i s s o u s  d a n s  29 m l  d e  tampon p h o s p h a t e  O,i 

M, pH 5,5 a d d i t i o n &  d e  16 ~ i 1  d 'HZ02 A 36 v o l ) .  A p r é s  un  con- 

tac t  d e  SO mn A S i ° C ,  l a  r é a c t i a n  est  arrétée p a r  l ' a d d i t i o n  

d e  100 ~ ( 1  d'HG1 1 M p a r  p u i t s .  L ' i n t e n s i t é  d e  la co101-a%ion 

e s t  é v a l u é e  a v e c  p r & c i s i o n  A l ' a i d e  d ' u n  l e c t e u r  d e  p l a q u e  

{ m u d è i e  MR 700 d e  D y n a t e c h ) .  

X Technisue immunahistochimisue realisée s u r  des p r o s t o m i u m s  

de Nereis diversicaior 

A p r è s  d i s s e r t i a n ,  les p r o s t u m i u m s  s a n t  g r S p a r é s  d a n s  Le 

b u t  d  ' u n e  r é a c t i o n  i m m u n o h i s t a c h : i m i q u e  en m i c r o s c a p i e  

p h o t o n i q u e .  

il. 4 



a) Préparation des tissus 

Les tissus sont fixés par immersion pendant 24 h dans le 

liquide de Bouin-Hollande sans acide acétique (pour 1OO ml 

d'eau, on ajoute 2,s g d'acétate de cuivre, 4 g d'acide pi- 

crique et 10 ml de formol neutralisé avec NaOH fi q/lfl su- 

blimé par l'addition d'une çolution saturée de chlorure mer- 

curique (concentration finale 10 % 1 .  La d&shydratation est 

effect~iée par passages sciccessifs dans divers bains d'alcool 

(alcoal 70, 30 mn ; alcool 96, JO mn ; alcool 100, 1 h ; al- 

cool 100, 2 h ; alcool butylique, 1 h ; alcool butylique, i 

nuit) ; on procéde alors A l'imprégnation par la paraffine, 

puis à 1 'inclusion selon une orientation sagittale ou trans- 

versale dans des blocs de paraffine formés a l'aide des bar- 
res de Leuckart. Des coctpes sériées et alternées de 7 Cim 

sont canfectionnées au microtome et disposées sur lame. 

tes cellules neurnsécrétrices du cerveau de Nereiç éla- 

borent des substances apparentées A la cholécystokinine des 

Vertébrés (Engelhardt et al., 1982). La technique immunohis- 

tochiinique de type indirect, iiitiliçant des antic~rps de Ver- 

tkbrés dirigés contre des produits de neurosécr&tion, permet 

de localiser les cellules qui synthétisent ces produits 

(Tramu et Dubo i s ,  1977). Nous avanç recherche u n e  9ventuelle 

immunoréaction sur coupes ç&ri&es en utilisan% leci anticorps 

dirigés cantre le prkcurseur de la cholécystokinin~? de 

Matnmi f ères. 

La méthode utilisée est celle décrite par Engelhardt 

a l .  - I l .982)  et par DhainauC-lcurtois 9% al. ( 1c.713L7b). Apréç 

déparaf iinage, les cmctpe~ sont immerg&es Cians, dc.i ,tampon 

Caons pH 7 , 2  (Véronaf sadique 2 g ,  NaCl 8 , 5  g, HCl d N 3 ml, 



Natriumazide (NaN3) 0,25 g ) ,  puis incubée5 I nuit A tempera- 

ture ambiante en chambre humide avec 1 ' antlsér-um spécifique 

de l'antig8ne recherché, dilué au 1/200 &me dans du tampon 

Coons. Aprés deux bains dans le tampon Coons, d'une durée 

totale de 10 mn, on procéde h une seconde incubation avec un 

antisérum de mouton anti-IgG de lapin marqué A la péroxydase 

de raifort dilué au 1i40éme dans le tampon Coons. Cette in- 

cubation est réalisée pendant 1 h 30 mn en chambre humide à 

température ambiante. Après un rinçage dans le tampon Coons, 

l'activité de la pércxydaçe f i x é e  est révélge par utilisa- 

tion d'un mélange substrat-chromogéne spécifique (H2t lZ 0,15 

%, 4-chlaro-I-napthtol (80 mg dissous dans 4 ml d'alcool ab- 

solu et dilué dans 200 ml de tampon Tris O , i  M,  pH 7 , 6 )  ) * 

Les lames sont rincées à l'eau distillée et montées avec de 

la glycérine. 

Aprés avoir photographié les tissus dont certaines cel- 

lules sont immunoréactives, an procède à la décoloration des 

coupes pour réaliser une calaratian histuchimique. Dans ce 

but, la lamelle est décollée dans l'eau, puis la lame por- 

tant les caupeç est plongée dans l'acétone afin d'éliminer 

le précipité bleu de chloronaphtol oxydé. Les coupes sont 

alors colorées selon la m&thode modifiée de Clark (1955)  : 

le chromotrope 2R du colorant de fond est remplacé par de 

? ' hématoxyline de Groat. 

XI Elaboratian d'une ban~ue d'expression partir des ARNm 

de cerveaux de Nereis diversicolor 

f r&cautions opératoires 
! I  I l  1 1  I l  11 I l  I l  I l  I l  I I  I I  I l  i l  I l  ! l  11 I l  i l  I I  I I  I I  I l  i l  

I I  est indispensable d'utiliser une vaiçselle stérilisée 

A 21:)cl'*C. loui-es les sulittions el: les rnatéi-iels Ei it.sage uni- 

que en pla?tique s i l i c o n n é  sunt autoclavés. 
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1) Préparation des ARNm pofyiA)+ 

Les ARNm poly(A)+, extraits à partir de cerveaux de Ne- 

reis diversicolor, sont centrifugés à 10 OC)(:) x g pendant LO 

mn à 4°C.  Le culot est alors lavé, sans remise en 

suspension, par l'&thanol à 70 %. Cette opération est suivie 

d'une centrifugation à 10 000 x g pendant 5 mn à 4°C. Le cu- 

lot est asséché sous air comprimé, puis redis sou^ dans un 

minimum d'eau traitge par le DEPC ( 5 0  pl) ; 1 bt1 de cette 

solution, dilué dans 500 pl d'eau, est utilisé pour une ana- 

lyse spectrophotométrique des ARNm poly(A)+. 

2) Synthése du l e r  brin d'ADN complémentaire (ADNc) 

Le protocole exp&rimental, choisi pour l'élaboration de 

cette banque d'expression, est celui pr&conisé par la socié- 

tP Amersham. 5 a tg d'AHNm poly(A)+ sant utilisés pour synthé- 

tiser le premier brin d'ADNc A l'aide de La transcriptase 

reverse du virus de la myéloblastose aviaire. 

Le mélange suivant est r&alisé : 

- Tampon 5 x de synthése du ler brin 10 kt1 

- Solution de sodium pyrophasphate 2,s P L  

- Inhibiteur de fa ribonucléaçe 
(placenta humain) 2 , s  ~ l l  

- Déoxynuç lt-oside triphoriphate 5 ti 1 

- Oliga d'T 2 , 5 1.1 1 
- (4.   TT . 2 L )  dCIF (activité ~pécif ique 

supérieure A. 3(:)(3Ct Ci/rnM .- 

Ctmersham 1 

- ARNm paly (414- 

.- Eau 

- Enzyme f transcriptase r&vcrse) 



La t r a n s c r i p t a s e  r é v e r ç e  est a j o u t é e  a u  d e r n i e r  moment, 

a p r é s  a v o i r  a g i t é  p u i s  c e n t r i f u g é  b r i 6 2 ~ ~ m e n t  le m e l a n g e .  La 

t r a n s c r i p t a s e  r i - v e r s e  es t  a j o~ t t é e  A ce d e r n i e r  e n  q u a n t i t é  

p r o p o r t i o n e l  le A ce1 le  d '  ARNm u t i l i s é e  (3:) u n i t é s  

d ' e n z y m e / y g  d'ARNm p o l y ( A ) + ) .  La  r é a c t i o n  es t  réalisée h 

42°C p e n d a n t  un minimum d e  40 mn 5 t e m p s  a p r è s  l e q u e l  le  m é -  

l a n g e  c o n t e n a n t  le ler  b r i n  d'ADNc est p l a c é  d a n s  l a  g l a c e .  

3) Synthese du 2 8 m e  b r i n  d'ADNc 

Au m é l a n g e  c o n t e n a n t  l ' h y b r i d e  G D N ç / A R N m  (50 p l ) ,  o n  

a j o u t e  : 

- Tampon d e  s y n t h é s e  d u  2Pme b r i n  d'ADNc 93,5 p l  

- ( 4 . P 3 2 )  dCTP ( a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  

s u p é r i e u r e  A 3000 Ci/mM - 
Amershatn j 1 ii p 1 

- R i b o n u c l é a s e  H d ' E . c o l i  5 p ?  

- HDN p ~ l y n b r a s e  1 d ' E . c a l i  29 p l  

i 115 c t n i t é s )  

- Eau 60,s k t 1  

L ' é c h a n t i l l o n  est a g i t é  d i + l i c a t e m e n t ,  i n c u b é  12°C pen- 

d a n t  6c:j mn, p u i s  à 22OC p e n d a n t  rSC1 mn. La r é a c t i o n  est  en-  

s u i t e  i n t e r r o m p u e  p a r  i n c u b a t i o n  d e  ï ' & c h a n t i l  l a n  A 70OC 

p e n d a n t  IO mn. L ' é c h a n t i l  i o n  est  b r i é v e m e n t  c e n t r i f u g &  p u i s  

p l . a ç é  d a n s  l a  g l a c e .  L'HUN p o l y m e r a ç e  du  p h a g e  T 4  es t  e n s u i -  

te a d d i t i a n n é e  & l ' & c h a n t i l f o n  & r a i s o n  d e  2 u n i t é s i p g  

d'ARNm p o l y  < A ) + .  L'enzym.e3 q u i  est à l a  c a n c e n t r a t i u n  d e  

4,5 1 e s t  a j o u . t 9 e  e n  rquan t i  tf- propoiF'k.ionel le  A ~ e l  le 

d'AHNm p o l y ( A ) + ,  s o i t  I O  u n i t é s  ( 2 , 2  ~ ( l ) .  t ' é c h a n t i l ï a n  e s t  

i n c i i b é  S. S'7O p e n d a ~ t  Li:) ;nh. la r é a c . t i o n  e s t  in te i - r ampt te  p a r  

L ' a c l d i t i o n  de 2i.J p l  d'EDTH 1:1,25 M pH 2 et d e  Ici i.11 d e  SE5 A 

ii:l X p a r  I(:!i:i p l  d u  vcl l~ime rt+acZriannef. f i n a l .  
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4) Extraction d e  1'QDNc double brin 

Au milieu réactionnel f inal procédent contenant l ' ADNc 

double brin, an ajoute un volume égal du mélange 

phénol/chloraforme ( V / V )  (le chloroforme utilisé est mélange 

avec de l'alcool isoamylique en proportion 24 V / V ) .  L'échan- 

tillon est agité jusqu'à la formation d'une émulsion, puis 

centrifugé 1 A 2 mn dans' une microfuge. Cette centrifugation 

sépare deux phases. La phase supérieure est récupérée et la 

phase phénolique inférieure est reprise par 50 j ~ 1  d'eau. 

L'ensemble est A nouveau agité puis centrifugé 2 mn dans la 

microf cige. 

La nouvelle phase supérieure est ajoutée h la premiére 

et l'ensemble est traité par 2 volumes d'éther saturé d'eau. 

La phase supérieure éthérée est élim.inée à la suite d'une 

bréve centrifugation et la phase inférieure est à nouveau 

traitée par l'éther. Ce dernier est éliminé par 

centrifugation. L'élimination de l'éther est achevée par 

évaporation sous flux d'air comprimé. 

La pr&cipitation d'ADNc hicaténaire est réalisée par 

l'addition d'un volume d'acétate d'ammonium 4 M et de 4 vo- 

lumes d'bthanal à -2Q°C. L'échantillon est ensuite placé 1 h 

à - 70°C, puis il est centrifugé à 10 00(2 ): g pendant 30 mn 

à 4 * C ,  Le culot est alors lav& à l'éthanol 70 %. A la suite 

d'une rentrifugation A 10 000 u g qui dure 5 mn, le surna- 

geant est dliminé ; le ccilot est asi;éché sous air comprimé, 

puis redissous dans 50 ~ t l  de tampon TE (Tris 10 mM, HCl pH 

8, EDTR 1 m M j .  L'échantillon est préciplte par 1 volume d'a- 

cetate d'ammonium fNH4CH3COn 4 Ml et i volumes ti'gthanai & - 
2 i : ) o  C . 

5 )  Méthyiation des sites Eco R1 d'aDNc 

t.-' ADNc prt-çédemmen t e:.:+,rai i: e s t  centrif ugi- :3(3 mn CI 
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.i(:~ 0(3(3 :.: g a 4.C. Aprés élimination du surnageant, le culot 

est lavé avec l'éthanol A 70 % puis centrifugé 5 mn 2i 10 000 

:.: g .  Le culot est ensuite asséché sous air comprimé. L'enzy- 

me de restriction Eco RI est utilisée au cour5 des étapes 

nécessaires A l'insertion de 1'ADNc double brin dans le vec- 

teur Agt Il. Il est donc n&çe-isaire de protéger les mol&cu- 

ieç ci'ADNc d'une hydrolyçe au niveau des évent~iels sites de 

restriction spécifiques de l'enzyme utilisée. Cette proter- 

tion est réalisée par méthylation de la cytosine dans le pa- 

lindrome spécifique GAHTTCI. Avant d'accomplir cette 

protection, il est indispensable d'évaluer la concentration 

d'ADNc double brin synthétisé, car la concentration en mé- 

thylase est proportionelle A la concentration d'ADNc. Apres 

avoir détermine la concentration d'ADNc (masse totale 4,8 

btg), an réalise le mélange suivant : 

- ADNc (438 /..tg) V 1-11 

- Tampon M 4 c11 

- Solution SAM iS - adénosyl- 
méthionine) 2 pl 

L'échantillon est agité délicatement, puis centrifugé 

quelques secondes. L'enzyme Eco R 1  méthylase f f O  u i h i 3 )  est 

ajautée propartionel lemen t h la cuncentratian d ' ADNc ( 20  

unitPs d'enzyme par py d'ADNc), soit 100 unités correspon- 

dant A 5 hi1 d'enzyme. La réactlan enzymatique est r&alisée à 

37°C pendant 60 mn, puis interrompue A 7 0 U C  pendant 10 mn. 

Cette deuxiéme étape inactive la méthylase. L'échantillan 

est précipité par 1 volume de f\lH4CH:3CUD 4 M et 2 voirtrnecl 

c-l'éthanoï. Apr&s 1 h A .- 705f=, il est centr:ifcig& B l i :: ,  (::!i:lO :.: 

g pendant 30 mn A 4.C. Le culot est ensuite lavé par 1 'étha- 

nol 7 0  %. Une centrifugation de 5 mn permet d ' é l i m i n e r  

l'éthanol, et le culot est alors açséch& sous air comprimé, 

puis redissous dans Ie tampnn TE. 



6 )  R d d i t i o n  des attaches contenant des sites de restric- 

tion Eco RI (attaches dites "linkers Eco RI") A 1'ADNc me- 
thyle 

La quantité des "linkers Eco RI" (0,5 pg/'btl) doit Gtre 

proportionelle P la concentration d'ARNm poly(H)+ (1 yg/ 1 

vg) - 
te mélange suivant est réalisé : 

- ADNc méthylé 
- Tampon de ligntion L 
- "Linkers Eco Ri" 

L'échantillon est mélangé, puis briPvement centrifugé. 5 

unités ( 2  pl) d'ADN ligase du phage T4 sont ajoutés au volu- 

me réactionel final. Apréç une agitation douce, la réaction 

est r&alisée A 15OC pendant 16 à 20 h. L'inactivation de la 

ligase se fait par incubation du mélange réactionel P 70°C 

pendant 10 mn. Une centrifugatian de quelques secondes suit 

cette étape. 

Deux témoins sont réalisés, en para1 léle, pour &prouver 

1 'efficacité de ce systéme n 1) témoin néyatif : 5 pl (0,5 

big) d'ADN dct phage X g t  11 sans inçert, 21 t&moin positif : 

2 pl (100 ng) de "bras" de gt il dont une extrgrnité posséde 

une séquence cahésive aprés digestion par l'enzyme Eco R 1  

72 Hydrolyse des "linkers" au niveau des sites Eco R1 

AI-t mélange (30 pl 1 tantenant les mo:!ecctlcis ci ' AEl\tc double  

brin pat.iici/i-ies cje " li.nlier~ Eca Ri" h leurs ei.:?Iréinit~Ss~ ~21-1 

a j acrte çt~tccessi vernent : 

- -fainpan E 
- "au 



A p r & s  a v o i r  a g i t é ,  p u i s  c e n t r i f u g é  p e n d a n t  q u e l q u e s  se- 

c o n d e s  l ' é c h a n t i l l o n ,  l ' e n z y m e  E c o  R 1  (6U u / y l )  e s t  a j o u t é e  

à r a i s o n  d e  l i 3 : t  ti/kig d '  ARNm p o l y ( A ) + ,  s o i t  d a n s  n o t r e  cas  

5UO u q u i  c o r r e s p o n d e n t  à 8,3 k t 1  d ' e n z y m e .  La I # - é a c t i o n  d e  

d i g e s t i o n  se d é r o u l e  A 37OC p e n d a n t  5 h. E l l e  est  a r r g t é e  

p a r  i n c u b a t i o n  A 70OC p e n d a n t  10 mn. 

8) Purification des molécules d'ADNc sur colonne de 

chromatographie 

La c o l o n n e  d e  p u r i f i c a t i o n  u t i l i s é e  e t  le p r o t o c o l e  e x -  

p é r i m e n t a l  m i s  e n  o e u v r e  s o n t  f o u r n i s  p a r  l a  société 

Amersham. La c o l o n n e  est é q u i l i b r é e  p a r  d e u x  p a s s a g e s  d e  3 

m l  d e  tampon STE ( T r i ç / H C 1  I C I  m M ,  pH 8, EDTA 1 rnM, NaCl 3C)O 

m M ) .  C e t  é q u i l i b r a g e  d o i t  d u r e r  e n v i r o n  30 mn. L ' é c h a n t i l l o n  

(100 p l )  est d é p o s é  s u r  l e  g e l ,  e t  a p r é s  p é n é t r a t i o n  d a n s  ce 

d e r n i e r ,  on  a j o u t e  100 y 1  d e  tampon STE. 

L a  s o l u t i o n  é l u é e  est r é c u p é r $ e  d a n s  le  t u b e  1. L ' a d d i -  

t i o n  d e  200 p l  d e  tampon STE p e r m e t  d e  col lecter  u n e  n o u v e l -  

le s o l u t i o n  é l u é e  d a n s  le  t u b e  2 .  C e t t e  é t a p e  est r $ p é t é e  

j u s q u ' a u  1 O e m e  t u b e .  La  r a d i o a c t i v i t é  p r é s e n t e  d a n s  c h a q u e  

t u b e  est  a lorç  m e s u r é e  e t  les s o l u t i o n s  r a d i o a c t i v e s  s o n t  

r a s s e m b l é e s ,  p u ~ s  les m o l é c u l e s  d'ADNç s o n t  p r é c i p i t é e s  p a r  

1 v o l u m e  d ' a c & t a t e  d 'ammonium 4 M e t  2,5 v o l u m e s  d ' g t h a n o l  

p u r .  

9) Ligation d e  I'ADNc aux "bras du vecteur" h g t  11 

a n  dénomme " b r a s  d u  v e c t e u r "  les é l é m e n t s  s i t u é s  d e  p a r t  

e t  d ' a u t r e  d e  l ' u n i q u e  s i t e  Eco  R 1  d u  v e c t e u r ,  s i t e  ï o c a l i ç d  

d a n s  l a  p a r t i e  8 '  termii7ale d u  i j é n e  d e  l a  - gaïarto- 
siciase. t-'UDNç es t  c e n t r i f u g é  à 1 0  0C)O :.: g p e n d a n t  3i:) mn h 

4OC 5 le c u l o t  o b t e n u  e s t  l a v é  p a r  l ' é t h a n o l  à '70 %, A p r e s  

u n e  b r e v e  c e n t r i f u g a t i o n  d e  5 mn? le c u l o t  es t  a s s é c h é ,  p u i s  

r e m i s  e n  s u s p e n s i o n  d a n s  le  tampon TE. 

5 -;> 
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L'ADNc p o s s g d e  d e s  e x t r é m i t é s  c a h é ç i v e s  d e p u i s  l ' h y d r c -  

l y s e  d e s  " l i n k e r s "  a u x  s i t e s  Ecu  H l  ( v o i r  p a r a g r a p h e  7 

p r é c é d e n t ) ,  q u i  v o n t  l u i  p e r m e t t r e  d e  s ' i n s é r e r  d a n s  l ' A D N  

dct v e c t e u r  phag iqc te  h q t  11. 

Une n o u v e l l e  é v a l u a t i o n  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  d'ADNc est  

n é c e s s a i r e  p o u r  a u g m e n t e r  l ' e f f i c a c i t é  d e  l a  l i g a t k o n .  

- A D N c  1 ~ i 1  (100 n g )  

- "Bras g t  11" 2 p l  

- Tampon d e  l i g a t i o n  1 p l  

- Eau 5 p l  

L ' e n s e m b l e  est  a g i t é  docicement p u i s  c e n t r i f u g é  q u e l q u e s  

s e c o n d e s .  La l i g a s e  d u  p h a g e  T 4  est  e n s u i t e  a d d i t i o n n é e  A 

r a i s o n  d e  2 , 5  u n i t é s  (1 p l )  e t  l a  r é a c t i o n  est e f f e c t u é e  B 

l S ° C  p e n d a n t  16 & 20 h .  

Nous a v o n s  c o n f e c t i o n n é  d e u x  l o t s  i d e n t i q u e s  d e  m i l i e u x  

d e  l i q a t i o n  a u x  " b r a s  h g t  1 1 " .  Le  d & d o u b l e m e n t  d e  ce t te  &ta- 

p e  est  réalisé d a n s  le  b u t  d e  p e r m e t t r e  l ' e m p a q u e t a g e  d e  

l ' A D N  p h a g i q u e  r e c o m b i n é  i n  v i t r o  d a n s  d e u x  ç y s t é m e s  commer- 

c i a l i s é s  : syst t2me Qmersham e t  s y s t é m e  G i g a p a c k .  En e f f e t ,  

c e t  e m p a q u e t a g e  est u n e  & t a p e  d é l i c a t e ,  e t  n a u s  a v o n s  re- 

c h e r c h é  A a u g m e n t e r  n o s  c h a n c e s  d e  r é u s s i t e  d a n s  1 ' é l a b o r a -  

t i o n  d e  c e t t e  b a n q u e  d8ADNc. 

A p r b  u n e  b r é v e  c e n t r i f u g a t i o n ,  1 p l  d ' a c é t a t e  d'ammo- 

n ium 4 M e t  27 y1 d ' g t h a n a l  a b s o l u  s a n t  a j u i . t t é s  dan-; c h a c u n  

d e s  t - c h a n t i  l l o n s  ( t é m a i n s  + e : . :p&r iences  1 . Cesi d e r n i e r s ,  

a p r t 2 s  a g i t a t i o n ,  s o n t  p l a c é s  p e n d a n t  15 inn d a n s  -.n b a c  c a n -  

t e n a n t  Lin rnélange t - t l - r ano l /g  l a c e .  Apr-és ~ i i - ~ e  c e n t r i f  ~ i g a t i o n  à 

1 C)rs(:j x g p e n d a n t  15 mn, les c ~ i l o t s  stmt rap ide rnen  t a s s é -  

ch&% s a u s  a i r  c o m p r i m é .  

L '  é c h a n t i l  l a n  d ' A D N c  u t i l i s é  pour 1  ' e m p a q u e t a g e  d a n s  Je  

s y s t é m a  Arnersham es t  r e d i s s o i - i s  d a n s  5 p i  d e  tarnpon TE,  e t  

c e l u i  iitills& pour l ' e m p a q u e t a g e  d a n s  le  s y s t é m e  G i g a p a c k  

esS. r - e d i s s o u s  d a n s  4 ; - i l  d e  tampnn 'T'Eu 
r- 3 .A 



10 ) Empaquetage in vitro de l'ADN phagique recombiné 

vitro 

Deux systémes d'empaquetage on t  é t é  u t i l i s é s  : l e  systé- 

me commercial isé par Amersham e t  c e l u i  nommé Gigapack par l a  

soc i é t é  Génof i t .  

a )  Empaauetaqe dans le svstéme "Amersham" 

10 p l  d 'un e x t r a i t  A Ctube b l eu ) ,  puis 15 y1 d 'un ex- 

t r a i t  E ( tube  jaune1 sont  a jou tés  aux 5 p l  du m i l i e u  conte- 

nant  L'ADNc. L'ensemble e s t  brigvement c e n t r i f u g é  e t  incubé 

a 2Ct°C pendant 2 h. Le témoin p o s i t i f  e t  Le témoin n é g a t i f  

sont  empaquetés dans l e s  mgmes cond i t ions .  

b )  Empaquetaae dans l e  svstéme "G iaapace  

4 pl de l ' é c h a n t i l l o n  d'ADNç sont  immédiatement a jou tés  

à un m i l i e u  contenu dans un tube s i gna lé  dans Le " k i t "  par 

5a cou leur  rouge, préalablement p lace dans l a  glace. 15 p l  

d 'un  a u t r e  m i l i e u  ( tube  jaune du " k i t " )  riant rapidement 

a jou t&s  au méïange précédent. L'ensemble e s t  briévement cen- 

t r l f t t g é  pu i s  incube A Z ° C  pendant 2 h. 

Un t&moin p o s i t i f ,  u t i l i s é  pour t e s t e r  1  ' e f f i c a c i t é  du 

m i l i e u  d'empaquetage dans l e  syçtéme Gigapack a é t é  réa l iç t - .  

Danri ce fiut, 1  'ADN n a t i f  d u  v i r u s  h sauvage commercia1.isé 

e s t  d issous dans Ji:) ~ t l  d 'un  tampon "Tris f(:i mPl pH 7 , 4 ,  EWTA 1 

mM pendant une n u i t  : f p l  (env i ron  0,2 btg d'ADN) de c e t t e  

r,olcttion e s t  ~ c t i  l ic jke pour 1  ' é labura t ion  de c e  témuir~.  

Apr&ç l ' ach&vFimen t deri pracesc,uç d ' empaquetagey 5CtCt kt1 

de tampon SM (NaCl 5,8 g ,  MgÇQ47HZO 2 g ,  Tr is  6,05 CJI'HCI pH 

7 , 5 ,  5 m l  de g é l a t i n e  A 2 % )  e t  10 y 1  de ch lorofarme sont  

a jou tés  à t ' * c h a n t i l l a n  f i n a ï .  C e  de rn ie r  peut @Lre stocké A 

G a C  comme des phages &lahorés i n  vivg. 



11) Titrage de la banque d'ADNc 

a )  O b t e n t i o n  d e  b a c t é r i e s  c o m p é t e n t e s  

L a  s o u c h e  d ' E . c o l i  ( Y I O S O )  es t  u t i l i s é e  e n  p h a s e  e:.:po- 

n e n t i e l l e  d e  c r o i s s a n c e  a p r é s  r é a c t i v a t i o n  d e  b a c t é r i e s  

c o n g e l é e s .  L e  m i l i e u  d e  c u l t u r e  d e s  b a c t é r i e s  est le l i q u i d e  

LB ( L u r i a  B e r t a n i )  ( " M a c t o - t r y p t o n e "  10 q,  " B a c t a  y e a s t  

es tract"  5 g ,  NaCl 10 g ,  c o m p l é t e r  à un l i t r e  a v e c  d e  l ' e a u  

trés p u r e  f s y s t é m e  d ' e a u  m i l l i - Q ,  Watters M i l l i p o r e ) ,  pH 7 , 5  

a v e c  NaOH) c o n t e n a n t  35 big/ml d ' a m p i c i l l i n e .  L e  m i l i e u  con-  

t e n a n t  les b a c t é r i e s  est p l a c é  s o u s  a g i t a t i o n  à 37OC j u s q u ' à  

l ' o b t e n t i o n  d ' u n e  d e n s i t é  o p t i q u e  d ' e n v i r o n  0 ,7 .  C e s  b a c t é -  

r ies e n  p h a s e  e x p o n e n t i o n e l l e  d e  c r o i s s a n c e  s o n t  c e n t r i f u -  

g é e s  à 3000 x g  p e n d a n t  13 mn .A t e m p é r a t u r e  a m b i a n t e .  Le  cu- 

l o t  c o n t e n a n t  les b a c t é r i e s  est  s u s p e n d u  d a n s  u n e  s o l u t i o n  

d e  MgSO4 à Li) mM ; la  q u a n t i t é  d e  ce t te  s o l u t i o n  est te l le  

q u e  l a  D.0, f i n a l e  es t  e n v i r o n  4. L e s  b a c t é r i e s  s o n t  a l o r s  

p l a c é e s  1 h  à 3 7 ° C  a v a n t  l e u r  u t i l i s a t i o n  ; le s u r p l u s  p e u t  

S t r e  c o n s e r v é  .A 4OC p e n d a n t  1 A 2 j o u r s .  

b) P r é p a r a t i o n  d e  l a  aé lose  d i t e  "molle" p o u r  le  t i t r a q e  

(le l a  b a n q u e  

La g é l o s e  d i t e  " m o l l e  " est  r é p a n d u e  s u r  u n e  b o l t e  d e  

P e t r i  d o n t  le  f o n d  es t  r e c o u v e r t  d ' a g a r  s o l i d e  ( m i l i e i - i  LET 

c o n t e n a n t  d e  l ' a g a r  A 1 , t i  % e t  d e  l ' a m p i c i l l i n e  & 73 ~ . i g i m l ) .  

C e t t e  g e l o s e  c o n s i s t e  e n  un m i l i e u  LB c o n t e n a n t  0 , 8  % d ' a g a -  

rose e t  10 mM d e  Mg SQ4. 

P o ~ t r  3:) m l  d e  g é l o s e  " m o l l e "  a n  a j o u t e  : 

- ?hS(:) ~ t l  A i C ) ( 1  mM d  ' I F ' T G  i I soprapy l - t i l io -qa lac to -  

p y r a n o s i d e j  d e  c h e z  IBL 

3 i n d o l y l  g a l a c t o s i d e )  ( B o e r h i n g e r )  est  un s u b s t r a t  d e  l a  E 

- g a l a c t o s i d a s e .  X-gal d a i t  S t r e  d i s s o u s  d a n s  d u  d i m é t h y l  



c j  D&terminat ion du t i t r e  de l a  banque 

La déterminat ion du t i t r e  d 'une banque e s t  l ' é v a l u a t i o n  

du pourcentage de phages recombinés i n  v i t r o .  On r é a l i s e  une 

d i l u t i o n  de l a  banque par entralnement, 

:de l a  :-: -- 
: banque: 

. 

. " '  

Témoin 1/20e 1 / 21:)0e 1 /2(:)00e 1 / 20 . 0c2c:)e 1 / 200 . 0c:)0e 

n é g a t i f  

Tampon SM 

2cjt:) ~t 1 190 p l  178 c i l  178 1-11 178 ~ t l  178 c i l  

A 1t:)t:) (..il de chaque d i l u t i o n ,  on ajou'ke ensu i te  1(30 p l  de 

bac té r i es  compétentes. La phase de f i x a t i o n  des phages sur 

l e s  bac té r ies  dure 20 mn, 3 m l  de gélose "ma1.leM maintenue A 

&:)OC e s t  a jou tée dans chaque tube contenant Le m&lange pha- 

qes - bac té r ies  en m i l i e u  SM. L'ensemble e s t  rapidement 

mélangé, p~ tks  ca i i lé  su r  itne bo'zte de P é t r i  dont Le tond e s t  

recouver t  d '  agar add i t i onné  d '  amp i c i l  line h '75 b!q/ml i m i l  i e u  

Li3 t 1,5 % d 'agar ) .  Les b o l t e s  de ? & t r i  sont  placées & 3TCC 

pendant une n u i t .  

12) Amplification de la banque d'expression 

Pinits avons cha i .+ i  une d i l u t i o n  de l a  cancentrat- ion en 

phages q u i  nGus permette d ' a v o i r  une conf luence des plages 

S h  



de l y s e  çi i r  des b o l t e s  de P é t r i .  Ce t te  d i l u t i o n  a é t &  &va- 

luée au 20&me. Nous avons danc préparé une s é r i e  de 30 tubes 

de l a  façon su ivan te  : A 100 kt1 de l a  suspension d i l u é e  de 

phages sant add i t i onnés  100 ~ i 1  d 'une suspension de bac té r i es  

compétentes 5 l e  con tac t  bac té r i es  - phages dure 20 mn à l a  

température ambiante. 3 m l  de gélose "mol le"  (sans IPTG, n i  

X-qal) sont a jou tés  respectivement A chaque tube préparé ; 

ce mélange e s t  rapidement cou lé  sur clne boxte dont  l e  fond 

e s t  recocivert d 'agar  so l i de .  Les 30 boztes de P é t r i  sont  

a l o r s  placées h 37OC j usqu 'à  l ' o b t e n t i o n  de l a  conf luence 

des plages de lyse .  5 m l  de tampon SM sont  a l o r s  répandus à 

l a  sur face de l a  gélose des boZtes q u i  sont  placées sur un 

a g i t a t e u r  t r i d imens ionne l  pendant 3 h à 4OC. A l a  s u i t e  de 

c e t t e  opérat ion,  l e s  surnageants de tampon SM contenant l e s  

phages sont  rassembléci pu i s  add i t i onés  de 5 C 1 0  k i I  de 

c h l o r o f  orme. Ce d e r n i e r  permet une bonne conservat ion des 

phages. L'ensemble e s t  a g i t é  15 mn h .37°C,p~iiç c e n t r i f u g é  A 

4000 x g pendant 10 mn. Cette c e n t r i f u g a t i o n  é l im ine  l e s  

gros déb r i s  d'agarose e t  de bac té r ies .  Le surnageant conte- 

nant  l e s  phages e s t  pré levé e t  add i t i on&  de 200 kt1 de 

rh lorafarme.  L'ensemble peut S t r e  conservé A 4OC pendant 

p l us i eu r s  semaines, 11 es t  a l o r s  nécessai re d ' éva l ue r  l a  

nouve l l e  teneur en phages de l a  banque ampl. i f iée ; nous 

avons procédé comme précédemment ( v o i r  paragraphe 1%-ç). 

13) Détec t ion  des p ro tg ines  de f us ion  d ' i n t é r ê t  ou 

"screening" de la banque d'fiDNc 



ler épulsement 
II Il 11 Il 11 II il II II II Il Il Il Il 

Cette opération est effectuge dans le but d'éliminer les 

anticorps élaborés contre des protéines totales d'E.coli par 

l'animal immunisé. Une colonie de bactéries (souche Y 1 0 9 B ) ,  

reprise d'une boîte de Pgtri ensemencée, est relancee dans 

environ 800 ml de milieu LB addition& d'ampicilline ( 7 5  

big/ml), La suspension bactérienne est placée A 37°C pendant 

une nuit sous agitation, jusqu8A l'obtention d'un bouillon 

de culture tr&s riche. Les bactéries sont alors centrifugées 

A 3000 x g pendant 15 mn et le culot de bactéries est repris 

dans 30 ml de tampon PES. (Na2HP04/NaHZP04 10 mM, NaCl 190 

mM, pH 7,4). Le mélange est congelé A -7C)"C=, dE-congelé puis 

soumis aux ultra-sons. Cette opération est répétée 2 fais 

dans le but de faire éclater les bactéries. & 50 pl de 

sérum, on ajoute 500 bil de lysat de bactéries et 500 y1 de 

tampon PES. Le mélange est agité 1 h A 4 O L ,  p~iis il est cen- 

trifugé A 10 000 x g pendant 15 mn. Le surnageant contenant 

les anticorps est soumis à un 2éme épuisement. 

2éme épuisement 
1: II Il II II 11 Il 11 II 11  Il II II I l  II 

Dans une bolte d e  Petri, dont le fond est recouvert de 

milieu' LB additionné d'agar (1,5 X f  et d'ampicilline (75 

kcg/ml), on coule 5 ml d'une ctil-kiire d'E.cali en phase e:cpo- 

nentielle de croissance. Un filtre de nitracellulose est en- 

suite placé sur la culture bactérienne. Les b o ï t e ç  sont in- 

cubées A 3 7 ° C  juçqu'd la formation d'un tapis bactérien A. la 

surface du filtre. Ce dernier est ensuite mis en contact 

avec une feuille de papier Wathman 3 imbibge de ÇDÇ à I X 

pendant 30 mn. Le filtre eçt déposé dans une Do1Le de Pétri 



placée dans cine ence in te  sa turée en chloroforme pendant 15 .& 

30 mn. Puis, on lave  l e s  f i l t r e s  3 f o i s  pendant 10 mn dans 

un tampon Tr is /HCl  100 mM pH 8, NaCl 0,15 M, Tween 20 0,05 

%. Les f i l t r e s  a i n s i  préparés peuvent S t r e  s tockas & 4°C 

avant de s e r v i r  au Sème épuisement des ant icorps .  Ces der- 

n i e r s  sont  a l o r s  mis en présence des f i l t r e s  dans une boLte 

de P é t r i  placée sur un a g i t a t e u r  t r i d imens ione l  pendant 1 A 

2 h. Après ce temps, l e s  an t i co rps  a i n s i  épuisés son t  u t i l i -  

sés pour l e  c r i b l a g e  de l a  banque d'ADNc. 

bl Prépara t ion  des f i l t r e s  de n i t r o c e l l u l a s e  Imaréanés 

d '  IF'TG, u t i l i s é s  pour l e  t r a n s f e r t  des gro té ines  de fus ion  

L'IPTG e s t  préparé .A 100 mM, mais u t i l i s é  h 10 mM. Les 

f i l t r e s  de n i t r o c e l l t i l a s e  sont  imbibés, tin par un, dans une 

s o l u t i o n  d '  IPTG à 10 mM. Les f i l t r e s  de 8 5  cm de diamgtre 

(Cera Labo, diamétre des pores U,45 ym) sont séchés & l a  

température ambiante sur  un pap ie r  d'aluminium. I l s  se cans- 

ervent  .A 4 ° C  dans une boTte de P é t r i  c lose. 

Les an t i co rps  t i t i l i s é s  pour c r i b l e r  :ta banqtie d2FlDNc 

sant  d 'une p a r t  ceux d i r i g é s  con t r e  l e  précurseur de l a  CCK 

de Mammifères, e t  d ' a u t r e  p a r t  ceux d i r i g é s  con t re  1 '  -néa- 

endorphine e t  çan t re  l a  dyn 1 - 17 de Mammifères. 

La banque e s t  c r i b l é e  en cho i s i s san t  une d i l u t i o n  de 

phages q u i  permet d ' o b t e n i r  des plaqes de l y se  numbreu5es 

mais i so lées .  Dans n a t r e  s i t u a t i o n ,  l a  d i l u t i o n  convenable 

e s t  au lGO&me . 
l'\lotis avons préparé cine s é r i e  de SC) tubes bo~ichés dans 

1ecjq1-ic 1s san t i n  trnduikc, Ir:)('') p l  d ' !-(ne 5uspensi.on [Ac? pl-iages 

diluét3 au 1c:icti"tn;e e t  i O t 2  ~ i 1  d'cine c ~ i ï t u r e  c?e bac.tér ies 

campéten tes. L' i n  f e r  t i o n  des bac té r i es  par l e s  phages e s t  

r a a l i s é e  au cuttrs d',une sér iade de 20 mn. fiprés c e t t e  étape, 

nous avons ajacité dans chacttn d r s  ti ibas, 3 m l  de gé.Loçe 

5 Ç' 



"mol le"  & 60°C. L'ensemble du contenu e s t  a g i t é ,  p u i s  r ap i -  

dement coulé sur une b o l t e  d 'agar  préalablement pr&par&e. 

Les 30 So l tes  de P é t r i  incubent  pendant 2 & S h  dans une 

étuve A 42°C.  Quand l e s  plages de s e  commencent h 

apparar t re,  l e s  f i l t r e s  imprégn&s d'lF'TG sont  p lacés h l a  

su r face  de l a  gélose "mol le "  s o l i d i f i é e .  Ce t te  opéra t ion  e s t  

r é a l i s é e  en é v i t a n t  l a  fo rmat ion  de b u l l e s  d ' a i r  q u i  empéche 

un bon contac t  en t re  l a  gélose e t  l e  f i l t r e .  Les b o l t e s  i n -  

cubent & .37OC pendant 4 A 5 h. fiprés ce temps d ' incubat ion ,  

l e s  f i l t r e s  sont  numérotés e t  des p e r f o r a t i o n s  servant  de 

repéres sont confect ionnées A l ' a i d e  d'une a i g u i l l e  & l a  

sur face des b a l t e s  de P é t r i .  Les f i l t r e s  a i n s i  marqués sont 

a l o r s  mis dans une c ~ i v e t t e  contenant tcn tampon de lavage 

( T r i s  I O  mM, pH 8, NaCl 0,15 M, Tween 20 6,05 % ) ,  e s t  placée 

& 4OC, sous a g i t a t i o n ,  pendant I n u i t .  

La sa tu ra t i on  des f i l t r e s  en p ro t& ines  non spéc i f iques  

e s t  r é a l i s é e  pendant 30 mn dans un tampon d i t  de 

" sa tu ra t i on "  ( T r i s  10 mM, pH 8, NaCl 0?15 M, l a i t  G l o r i a  

éçrém& en poudre 5 X I .  Chaque f i l t r e  a i n s i  t r a i t é  e s t  placé 

dans une boZte de P é t r i  e t  e s t  recouver t  par 5  m l  d'une so- 

l u t i o n  d ' an t i co rps  spéc i f i que  d'une p ro té ine  d ' i n t é r s t  d i -  

luée au IOOéme dans l e  tampon de sa tu ra t i on .  

Les b o l t e s  sont placées st i r  un a g i t a t e u r  t r i d imens ione l  

pendant 2 A 3  h h température ambiante. A l a  s u i t e  de c e t t e  

incubat ion ,  l e s  f i l t r e s  subissent  3 lavages de 10 mn dans l e  

tampon T r i s ,  î.laC1, Tween 20. Chaque f i l t r e  inctibt- a lors;  dans 

une s o l u t i o n  d ' an t i co rps  de l a p i n  marqués a l a  péroxydasep 

s a l u t i o n  di l~ ic3e a ~ i  m e  Cette int:r..ibatlon, sous 

a g i t a t i o n ,  dure 1 h & l a  température du l abu ra to i r e .  2: lava- 

ges de 10 mn permettent d ' é l i m i n e r  l e s  adsorbt ions non sp&- 

c i f i q u e s  de l ' a n t i c o r p s  marqué A l a  pérû:.:ydase. La dern ié re  

&tape consiske met t re  l e s  f i l t r e s  en con tac t  avec :Le C Z _ L ~ ~ . -  

5 t ra . t  i péro:.:yde d  ' hydrogéne) e t  avec ;.in chromogéne ( :le 4- 



chlaro-1-naphtol de chez B i o r a d l  : 60 mg de 4-chloro- l -  

naphta l  sont  d issous dans 20 m l  de méthanol f r o i d  ( 4 ° C )  ; on 

a jou te  100 m l  de tampon PBS (NaZHP04/NaHZP04 10 mM pH 7,2 

NaC1 0,15 M )  ; 60 p l  de H20S à 313 % sont  ad i t i onnéç  au mé- 

lange précédent . 
La r é v é l a t i o n  des f i l t r e s ,  q u i  e s t  l a  man i fes ta t i on  de 

la r éac t i on  enzymatique de l a  péroxydase v i s  A v i s  de son 

subst ra t ,  dure 15 mn à l a  température ambiante. Les f i l t r e s  

sont  a l o r s  lavés  A l ' e a u  b i d i s t i l l é e ,  pu i s  séchés à l ' a b r i  

de l a  lumiére. Une c o l o r a t i o n  en v i o l e t  foncé de ce r t a i nes  

t races  de plages de l y se  permet de dédui re que l a  p ro té i ne  

de fus ion  t rans férée,  exprimée par  des bac té r i es  i n f e c t é e s  

par un phage recombiné, a é t é  reconnue par l ' a n t i c a r p s  

u t i l i s é .  

Le f i l t r e  e s t  conf ron té  h l a  b o r t e  de P é t r i  u t i l i s é e  

pour l a  cu l t u re .  Gr3ce aux marques prat iquées précédemment à 

l ' a i d e  d'une a i g u i l l e , i l  e s t  poss i b l e  de repérer  l e s  plages 

de l yse  in té ressantes .  Un bztonnet  s t é r i l e  s e r t  au préléve- 

ment des phages par piqCire au s e i n  du c lone repéré. Les pha- 

ges sont  a l o r s  d ispersés dans l e  m i l i e u  SM e t  peuvent ê t r e  

conservés A 4OC pendant p l us i eu r s  semaines. Pour une conser- 

va t i on  prolongée des c18nes, une gou t te  de ch loroforme e s t  

a joutée A la suspension des phages. 



RESULTATS 



I Les nRNm extraits du cerveau de Nereis diversicolor : ca- 

ractéristiuues et canacité informative 

A - Analyse des AHNm 

Les expériences r é a l i s é e s  dans ce t r a v a i l  sont  fondées 

sur l a  pure té  e t  l a  q u a l i t é  des ARNm i s o l é s .  

Les ARNm p u r i f i é s  par  un t ra i temen t  au LiC1, s u i v i  d'une 

chromatographie d ' a f f i n i t é  su r  colonne d ' o l i go -d r  ce l l u l ose ,  

sont  f ina lement  d issous dans un minimum d 'eau t r a i t é e  par l e  

DEPC. Un a l i q u o t  de c e t t e  s o l u t i o n  d'AHNm e s t  u t i l i s é  pour 

une analyse spectraphotométrique ( f i g  3 ) .  

l a  courbe d'absorbance ( A )  des ARNm e x t r a i t s  de prosto- 

m i u m s  en f onc t i on  de l a  longueur d'onde ( A )  montre un maxi- 

mum d'absorbance s i t u é  h 260 nm. Les rappor ts  des dens i tés  

optiqcies v o i s i n s  de 2 ,  dens i tés  opt iques en reg is t r&es  à 26(3 

e t  h 230 nm d'une p a r t  e t  A 260 e t  A 280 nm d ' a u t r e  p a r i ,  

i nd iquen t  que l e s  molécules d'ARN on t  é t é  correctement 

p u r i f i é e s .  Leur bon é t a t  de conservat ion e s t  promv& par une 

é lect raphorése en g e l  d'agarose-méthylmercure. 

B - Comparaisan des p r o d u i t s  t r a d u i t s  en l y s a t  de r é t i c u l s  

cy tes  de l a p i n  à p a r t i r  des GRNm e:.: traits de orostomiums e t  

à p a r t i r  des ARNm e x t r a i t s  de cerveaLix de Nereis diversico- 

lczr - 

Dans le but  de f a i r e  une comparaison e n t r e  l a  t o t a l i t é  

des p ~ u d u i t s  t r a d u i t s  A p a r t i r  d ' u n  l o t  d '  HRNm i s u l é s  de 

cerveaux e t  l a  t o t a l i t é  des p rodu i t s  t r a d u i t s  à p a r t i r  d 'un  

Iat: d  ' ÇjRNrn e:.r-krai tr; de pr~storniums, nous avons iiti l i.s& des 

fernel ies dant Iec> ovocytes on t  u.n diamètre i n f é r i e u r  =\ 80 

p m .  P f i n  de p a r f a i r e  l a  s i rn i l i kude  en t r e  l e s  a n i m a u x ,  17oiis 



Figure 3. Courbe d'absorbance ( A )  d'une solution d'AHNm 

poly(A)+ extraits de proçtomiums de Nereis diversicolor, en 

fonction de la longueur d'onde ( 1 ,  Le maximum d'absorbance 

est situé à Lb(3 nm. 





avons pratiqué nos expériences sur des animaux récoltés au 

cours d'une mgme marée. Enfin, les deux lots d'AHNm étudiés 

ont été isolés à partir du mgme nombre d'animaux (SO(:)). Les 

AHNm des deux lots ont été traduits simultanément dans deux 

fractions de lysat de réticulocytes de lapin provenant du 

même "kit". Les produits traduits, marqués par la 

méthionine-335 ont été séparés par électrophorése en gel de 

polyacrylamide 5 - 25 %, SDS. Les polypeptides nouvellement 

synthétisés ont été détectés par autoradiographie. 

La comparaison entre la totalité des produits traduits & 

partir des ARNm de cerveaux et la totalité des produits 

traduits à partir des AWNm de prostomiums ne permet de dis- 

tinguer aucune différence entre les autoradioqrammes illus- 

trant les deux types d'expériences. Dans les deux cas, les 

mgmes produits, de masse mol&culaire comprise entre 15 et 

120 kDa, ont été traduits (fig 4 ) .  Les enregistrements 

densitométriques, tracés à partir des autoradiogrammes, fa- 

cilitent la comparaison des résultats et confirment notre 

déduction précédente i f ig 5 1 . 
La part des ARNrn provenant des cel l~tleç ktrangeres au 

cerveau parazt donc négligeable. Par ailleurs, la reproduc- 

tibilité de ce résultat nous a conduit A simplifier nos dis- 

sections en les réduisant à l'isalament des prostomiums des 

animaux. 

C - Etude quantitative des polype~tides traduits en lvsat de 
réticulocytes de la~in 

Chez les Néréidiens, Borchet (:i'?70) et Dt.\rchan et F'or- 

chet 11971) ont rnantrh que 1.a pradu(=tior; hormonale du cer- 

veau régresse progressivement et "s' annule" à ï ' approche de 

la période de reproduction. Naus avons donc tenté d e  mettre 

en évicl~nce drs variations qualitatives etiou quantitatives 



Figure 4. A u t o r a d i o g r a m m e  o b t e n u  à p a r t i r  d ' u n  g e l  d e  

p o ~ y a c r y  l a m i d e  9-25 %, SDS, a p r é s  m i g r a t i o n  d e s  p o l  y p e p t i d e ç  

t r a d u i t s  e n  l y s a t  d e  r é t i c u l o c y t e s  d e  l a p i n .  T r a d u c t i o n  d e s  

ARNm e x t r a i t s  d e  p r o s t a m i u m s  ( p i s t a  A e t  t r a d u c t i o n  d e s  

ARNm e x t r a i t s  d e  c e r v e a u x  ( p i s t e  C) d e  Nereis d i v e r s i c o l o r .  

L a  p i s t e  E c o r r e s p o n d  a u  " t & m o i n  e a u "  : e a u  b i d i s t i l l é e  ad-  

d i t i o n n é e  a u  m i l i e u  d ' i n c u b a t i o n ,  

La c o m p a r a i s o n  d e s  p r o d u i t s  t r a d u i t s  A p a r t i r  d e s  AHNm d e  

p r o s t o m i u m s  e t  h p a r t i r  d e s  U R N m  d e  c e r v e a u x  n e  m e t  e n  é v i -  

d e n c e  a u c u n e  d i f f é r e n c e  e n t r e  les a u t o r a d i o g r a m m e s  i 1 ?us- 

t r a n t  les  d e u x  t y p e s  d ' e x p é r i e n c e s .  





Figure 5 ,  Enregistrements d e n s i t ~ m é t r i ~ u e s  de l ' a u t o r a d i o -  

gramme du ge l  de polyacrylamide 5-25 %, SDS, de l a  f i g u r e  4. 

Les graphes A e t  B représentent  respectivement l e s  p i s t e s  A 

e t  C de l a  f i g u r e  4. 

Un n0t.e l a  bonne correspondance en t r e  l e s  p i c s  homologues 

des enr-egistrements k e t  B. 
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d e s  p o l y p e p t i d e s  s y n t h é t i s é s  i n  v i t r o ,  e n  f o n c t i o n  d e  l ' â g e  

d e  l ' a n i m a l .  D a n s  ce b u t ,  les ARNm o n t  é té e x t r a i t s  A p a r t i r  

d e  p r o s t o m i u m s  d ' a n i m a u x  a p p a r t e n a n t  A t r o i s  p é r i o d e s  d i f f é -  

r e n t e s  d e  m a t u r a t i o n  : 

- trés j e u n e s  a n i m a u x  d o n t  le  s e x e  est i n d é t e r m i n a b l e .  

- f e m e l l e s  d o n t  les o v o c y t e s  o n t  un d i a m é t r e  i n f é r i e u r  21 

80 kim 

- f e m e l l e s  d o n t  les o v o c y t e s  c ln t  un  d i a m e t r e  s u p é r i e t i r  2t 

Xlb pm 

L e s  e x p é r i e n c e s  s o n t  m e n é e s  e n  p a r a l l é l e  e t  p o u r  c h a c u n  

d e s  t r o i s  l o t s  S00 a n i m a u x  o n t  &té  s a c r i f i é s .  L e s  ARNm d e  

c h a c u n  d e s  t r o i s  l o t s  o n t  été t r a d u i t s  s i m u l t a n é m e n t  e n  l y -  

s a t  d e  r é t i . c u l o t y t e s  d e  l a p i n .  Une é v a l i i a t i o n  q c i a r - i t i t a t i v e  

g l o b a l e  d u  p o u v a i r  i n f o r m a t i f  d e s  ARNm i s o l é s  d e s  p r o s t o -  

miums p e u t  S t r e  a p p o r t é e  p a r  l a  d é t e r m i n a t i a n  d e  l a  r a d i o a c -  

t i v i t é  c o n  t e n u e  d a n s  les p r o t & i n e ç  nocive1 l e m e n t  

s y n  t h é t i c > < - e s .  De p l i t s  u n e  d t - t e r m i n a t i o n  qi-iali  t a t i v e  e t / o u  

q u a n t i t a t i v e  d ~ i  poc ivo i r  i n f o r m a t i f  d e s  ARNm p e u t  G t r e  o b t e -  

n u e  & p a r t i r  d e  l ' a n a l y s e  d e s  p r o t é i n e s  s é p a r é e s  p a r  élec- 

t r o p h o r e s e  e n  g e l  d e  p o l y a c r y l a m i d e  5 - 25 %, 5DS, p u i s  

a u t a r a d i a g r a p h i e .  

1) Evaluation quantitative globale du pouvoir informatif 

des ARNm déterminée par le décompte de la radioactivité con- 

Benue dans les protéines nouvellement synthétisées 

Une i n f o r m a t i o n  g l o b a l e  s u r  lecl &ventr . ie l  les s y n t i ? é s e s  

y i : t ~ o  ~lte p r o t é i n e t j  p e ~ i t  3kre obi:.enuç;.! e n  &valt . tant  l ' ir-içorpo- 

t -at i (3n d e  l a  m&thionine-$325 A l ' a i d e  d'urt s p e c k r a r n é t r e  A 

. z c i n t k l  l a t i u n  l i q u l d e  ( d é t e c t i o n  d e  r a y o n n e m e n t s  B 1 ,  q u i  me-  

!si.-tr-e l a  i - a b i c ~ a c  ti\~,i té t u t a l e  c o n t e n u e  d a n s  les  é c h a n t i  i l o n s ,  



Des évaluations de radioactivité ont donné les valeurs sui- 

vantes : 

.Pour 1 pl de milieu d'incubation, nous avons obtenu 

1) Témoin négatif dit "témoin eau" 

(eau additionnée au milieu d' incubation ) 8000 +/- 200 cpm 

21 Témoin positif (ARNm de TNV ajouté 

au milieu d'incubation) 33:) 000 +/- 4000 cpm 
3 1 Animaux de sexe indéterminable 142 (1100 +/ -  2000 cpm 

4) Femelles dont les ovocytes ont un 

diametre inférieur A €30 pm 104 000 +/- ZQ(:)O cpm 
5 )  Femelles dont les ovocytes ont un 

diamètre supérieur à 116 ym 66 0("1(:1 +/- 2000 cpm 

Les mesures de . radioactivité décelée dans chacun des 

échantillons 3,4 et 5 sont trés différentes de celles conte- 

nues dans le "témoin eau". Ces résultats témoignent du grand 

pouvoir inf ormatif des ARNrn lsalés pour nos e:;périences. De 

plus, on constate que Le nombre de cpm décompté s'abaisse de 

I'e:.:pt-rience 3 à l'expkrience 5 g cette diminrition r&v@le La 

décroissance de la synthése globale de protéines au cours du 

vieillissement de l'animal. 

2) Détermination qualitative et/ou quantitative du pou- 

voir informatif des ARNm par l'analyse électrophorétique en 

gel d e  polyacrylamide 5 - 25 %, SDS, des polypeptides tra- 

duits in vitro 

Les différents polypeptides traduits ,in vltr~, A partir 

des ARNm des prastamiums de Nereic; diversicoior appartenant 

aux trois stades pr&cédemment d&crits, ont It& séparés par 

électrophar&çe en gel de polyacrylamide - SUS. La dgtection 



des polypept ides nouvellement syn thé t i sés  e s t  r é a l i s é e  par 

autoradiographie.  Une comparaiçon du r é s u l t a t  des expér ien- 

ces ( p i s t e s  A, B e t  C ,  f i g  b f  à c e l u i  du "témoin eau" ( p i s t e  

D, f i g  6 )  i nd ique  une synthése a c t i v e  des p ro té ines  à p a r t i r  

des ARNm i s o l é s .  Ces p rodu i t s  possèdent une masse molécula i -  

r e  comprise e n t r e  15  e t  120 kDa ( f i g  6 ) .  En ou t re ,  an peut 

cons ta ter  que l ' i n t e n s i t é  de l ' image  autoradiographique, 

p rodu i te  par  c e r t a i n s  po lypept ides  t r a d u i t s  à p a r t i r  des 

AHNm de prostomiums d'animau:.: dont l e  sexe e s t  

indéterminable,  diminue au n iveau de ces mgmes p r o d u i t s  t r a -  

d u i t s  à p a r t i r  d'ARNm i s o l k s  d'animaux p lus  âgés ( p i s t e s  A ,  

E e t  C, f i g  6 ) .  Trés peu de po lypept ides  sont s yn thg t i sés  à 

p a r t i r  des AHNm des vers dont  l e s  ovocytes on t  un d iamétre 

supér ieur  à 116 Ltrn ( p i ç t e  C ,  f i g  6 ) .  

b)  Enresistrements densi tométr iaues des autoradiosrammes 

L'  enregistrement densi tométr ique des autoradiogrammes 

i l l u s t r a n t  l e s  expériences précédentes conf i rme e t  permet de 

mieux analyser  l a  d iminut ion  progress ive  de l 'abondance des 

p rodu i t s  t r a d u i t s  i n  v i t r o  en f o n c t i o n  de 1'2iye de l ' a n i m a l  

(graphes A ?  B e t  C, f i g  ' 7 ) .  Cer ta ins  polypept ides ne sont  

p l u s  représentés après l a  t r a d u c t i o n  des AHNm i s o l é s  de 

prostomiums d'animaux dont l e s  ovocytes on t  un d iametre su- 

pé r ieu r  h 116 p m  {graphe C, f i g  7 ) .  En f a i t ,  ces analyses de 

polypept ides r e f l é t e n t  une d im inu t ion  progress ive de l a  syn- 

thèse d'ARNm au cours de l a  v i e  de l ' an ima l  nous avons 

donc c h o i s i  d ' u t i l i s e r  des animau:.: jeunes, animaci:.: dont  le 

sexe n ' e s t  pas encore d&terminable au femel les dont les ova- 

cy tes  on t  un diam&tice i n f & r i e u r  &. 80 ttm, pour l a  zct i te de 

n o t r e  expér imentat ion . 



Figure 6. A u t o r a d i o g r a m m e  o b t e n u  h p a r t i r  d ' u n  g e l  d e  

p o l y a c r y l a m i d e  5-25 %, S D S ,  a p r & s  m i g r a t i o n  d e s  p o l y p e p t i d e s  

t r a d t i i t s  e n  l y s a t  d e  r é t i c u l o c y t e s  d e  l a p i n .  T r a d c t c t i o n  d e s  

ARNm d e  p r o s t o m i u m s  d e  Nereis d i v e r s i c o l o r  : 

p i s t e  A : Animaux d o n t  le s e x e  es t  i n d é t e r m i n a b l e  

p i s t e  B : Animaux d o n t  les o v o c y t e s  s o n t  i n f k r i e u r s  h 8U pm. 

p i s t e  C : Animaux d o n t  les o v o c y t e s  s o n t  s u p é r i e u r s  à 

Xlb  pm. 

p i s t e  D : Témoin " n é g a t i f "  d e  t r a d t t c t i o n ,  d i t  " t é m o i n  e a u " .  

C e s  résttltats m e t t e n t ,  s a n s  a m b i g ~ i i t é  e n  é v i d e n c e  u n e  &duc- 

t i o n  d e  l a  s y n t h t - s e  i n  v i t r o  d e s  p o l y p e p t i d e s ,  41 p a r t i r  dei;  

ARNm d ' o r i g i n e  c é r é b r a l e  d e s  a n i m a u x  3 g é ç .  I l s  r e f l é t e n t  

p r o b a b i  emen t u n e  d i m i n u t i o n  p r o g r e s s i v e  d e  l a  t r a n s c r i p t i o n  

clans le  r e r v e a i i  act cotirs d e  la  v i e  d e  l ' a n i m a l .  C e s  d o n n é e s  

c o n f o r t e n t  la  c o n c l u c i i o n  d & j à  a v a n c é e  d ' u n e  r é d i i c  t i o n  d e  

I ' a c t i v i t é  ç é r g b r a l e  d e s  a n i m a u x  Z g é s .  
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Figure 7. Enregistrements dençitométriques de l'autora- 

diagramme du gel de palyacrylamide 5-25 %, SDS, de la figure 

6 .  Les lettres A, B et C correspondent rêspectivement aux 

pistes A, B et C de la figure 6. 

Les enregistrements f aci 1 i ten t ï ' interprétation de 

1 ' autoradiagraphie. 





11 Caractérisation de certains produits traduits h oartir 

des ARNm extraits d e  ~rostomiums de Nereis diversicolor 

1I.A Polypeptides apparentés h la prochalécystokinine 

(proCCK) et h la prodynorphine (prodyni de Mammiféres 

U - Caractérisation de prodciits traduits in vitro 

If Traduction en lysat de réticulocyteci de lapin 

La traduction en lysat de réticuloçytes de lapin addi- 

tionné de méthionine-SY5 a été réa11çée en utilisant des 

ARNm extraits h partir de prostomiums de  femelle,^ dont les 

ovocytes ont un diamétre inférieur à 80 klm. 

a) Décompte de la radioactivité 

Les évaluations de la radioactivité, due A l'incorpor- 

tion de méthionine-SZ5 dans les molécules synthétisées j& 

vitro, ont dannt2 les valeurs suivantes, pour f y1 de milieu 

d' incubation : 

1) Témoin négatif dit "témoin eau" 

f eau additionnée au milieu d' incubation j 500U +/- 200 cpm 

2 )  Témoin positif (ARNm de T'MV addition- 

nés au milieu d'incubation) 317 Ci(:>O +/- .+t]i:jt:i cpm 

3) Echantilïon à tester contenant des 

ARNm de Nereis irgc:) c:!r:jc:j +/ -  :3(500 cpm 

La radioactiviié présente dans l'échantillon est signi- 

gicativement ciifferente de celle cai~tencie dans le "témoin 

eau". En conç&quence, ces résultats mettent en évidence une 

v&ritable traductian :.in vitro de prntélnes à partir des ARNm 

isuLés des praséamiums. 



b )  Analyse par é lect rophorése en u e l  de polyacrylarnide - 
SDS des polypept ides t r a d u i t s  en l y ç a t  de r & t i c u l o c y t e s  de 

l a p i n  

Les molécules t r a d u i t e s  i n  v i t r o ,  A p a r t i r  des ARNm de 

prostomiums de Nere is  d i v e r s i c o l o r  dont l e s  ovocytes on t  un 

diametre i n f é r i e u r  à 80 ym, o n t  & t é  séparees en g e l  de po- 

l yacry lamide 5 - 25 %, SDS. Les molécules ayant incorporé  de 

l a  méthionine-S35 ont  é t é  détectées par autoradiographie.  La 

comparaison e n t r e  l e  r é s u l t a t  du "témoin eau" e t  c e l u i  de 

l ' é c h a n t i l l o n  à t e s t e r  { p i s t e s  B e t  C, f i g  8) met nettement 

en évidence des bandes r ad i oac t i ves  correspondant aux pro- 

t é i nes  synthét isées  de novo 21 p a r t i r  des ARNm de Nereis.  Ces 

molécules possédent une masse molécu la i re  comprise en t r e  15  

e t  I2O kDa. 

c) Enreqistrements densitométriquesi des autoradioqrammes 

L ' enregistrement dens i  tométr ique des au toradiogrammeç 

précédents f a c i l i t e  l e s  comparaisons e t  conf i rment  nos dé- 

duc t ions  f a i t e s  apr&s l a  s imple observat ion des autoradio- 

grammes ( f i g  9 ) .  Le graphe A de l a  f i g u r e  4 rend compte des 

r & s c t l  t a t ç  ciu " témoin eau" dans leque l  1 ' absence de prc ld~t i  t s  

t r a d u i t s  e s t  évidente.  En revanche, l e  graphe E i nd ique  une 

abonclance de protéines t r a d u i t e s  de navo dans le m i l i e u  

d ' i n cuba t i on  pourvu en ARNm de Nere is .  

@ )  ImmunoprrScii~iitation des ~ rod i t i - t ç  t r a d ~ t i t ç  en l y s a t  de 

r & t i c u l o c v t e s  de l a p i n  

Des essais  de ç a r a c t & r l s a t i o n  de molécules t r adu i t es ,  

immunolugiquement apparent.&es A l a  pr-oCCC:: d 'une p a r t  e t  h l a  



Figure 8. A u t o r a d i o g r a m m e  o b t e n u  A p a r t i r  d ' u n  g e l  d e  po- 

l y a c r y l a m i d e  5-25 %, SDÇ, a p r & s  m i g r a t i o n  d e s  p o l y p e p t i d e s  

t r a d u i t s  e n  l y s a t  d e  r é t i c u l o c y t e s  d e  l a p i n .  T r a d u c t i o n  d e s  

ARNm d e  N e r e i s  d i v e r s i c o l o r .  I m m u n o p r é c i p i t a t i o n s  p a r  les 

a n t i c o r p s  an t i -p roCCK o u  p a r  l e i  a n t i c o r p s  a n t i - d y n  1-17 d e  

Mammi7éres. 

p i s t e  A : Témoin " p o s i t i f " ,  AHN d e  TMV a d d i t i o n n é s  a u  m i l i e u  

d  ' i n c u b a t i o n  

p i s t e  B : I é m o i n  " n é g a t i f " ,  e a u  b i d i ç t i l l é e  a d d i t i o n n é e  a u  

m i  l i e u  d  ' i n c u b a t i o n  

p i s t e  C : T o t a l  d e s  p r o d u i t s  t r a d u i t s  A p a r t i r  d e s  AHNm 

e x t r a i t s  d e  p r o s ~ t a m i u m s  de N e r e i s  d i v e r s i c o l o r  

p i s t e  D : I m m u n o p r é c i p i t a t i o n  d e s  p r o d u i t s  t r a d u i t s  i n  v i t r o  

o b t e n u e  p a r  le  m é l a n g e  d e s  t r o i s  a n t i c o r p s  d i r i g é s  c o n t r e  

d i f f é r e n t e s  s é q u e n c e s  d e  La proCC# humaine  ! A b  1561 + 

Ab1700/3 + A b  8007, v o i r  " M a t é r i e l ç  e t  t e c h n i q u e s " )  

p i s t e  E : P o l y p e p t i d e s  d u  " . témoin e a u "  m i s  e n  p r é s e n c e  d e s  

mgmes a n t i c o r p s  q u e  c e u x  u t i l i s e s  p o u r  l ' é c h a n t i l l o n  d e  la  

p i s t e  D 

p i s t e  F : I m m u n o p r é c i p i t a t i o n  d e s  p r o d u i t s  t r a d u i t s  i n  v i t r o  

a b t e n u e  p a r  Les a n t i c o r p s  a n t i - d y n  1-17 d e  Mammifé res  

p i s t e  G : P a ï y p e p t i d e i  d u  " t é m o i n  e a u " ,  m i s  e n  p r é s e n c e  d u  

mSme a n t i c o r p s  q u e  c e l u i  u t i i i s &  p o u r  l ' é c h a n k i l l a n  F, 

Des r é s u l t a t s  d e  ce t t e  f i g u r e ,  il f a u t  e s s e n t i e l l e m e n t  rete- 

rlir q u ' u n  s e u l  p rûd i i i t :  !Je masse m c ? é c c i l a i r e  '7(ii kTia a ét& re- 

c o n n u  d'une p a r t ,  p a r  leç a n t i c o r p s  an t i -p raCCK h u m a i n e ,  e t  

d ' a u t r e  p a r t ,  p a r  J.ss a n t i c o r p s  a n t i - d y n  1-17 d e  Mammifères .  
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Figure 9. Enregistrements densitamétriques du gel de po- 

lyacrylamide 5-25 %, SDS, correspondant aux pistes B et C de 

Ia figure 8. 

Ce résultat met en gvidence une synthése active de polypep- 

tides A partir des Ah'PIm de prastomium~; de Vereis 

diversicolor. 





prodyn d'autre part, ont été réalisés par la technique dite 

de 1 ' immunopréci pi tatian. Les éventuels immunopr4cipi%és 

sont séparés par électrophorése en gel de polyacrylamide - 
SDS, et la radioactivité des molécules est r&vélée par 

autaradiographie. 

&Mise en évidence d'un uoly~eptide apparenté A la uraCCK 

humaine 

L'immunoprécipitation a été réalisée en utilisant un mé- 

lange de trois anticorps nommés A b 1 5 6 1 ,  A b 8 0 0 7  et A b 1 7 0 0 / 5 .  

Chacun de ces anticorps est dirigé contre une séquence spé- 

cifique de la préproCC# humaine (cf. ch2ipitre "Matériels et 

Techniques"). L'analyse des immunaprécipités, qui résultent 

de la reconnaissance de certains produits traduits par les 

anticorps utilisés, révèle la présence d'un seul produit 

traduit, d e  masse moléculaire 70 kDa (piste D, fig 8). Le 

"témoin eau" indique une absence de rkaction immunolagique 

avec les anticorps utilisés (piste E, fig 8). 

L' enregistrement densi tamétrique de 1 ' autoradiogramrne 

précédent confirme parfaitement la présence du polypeptide 

de 70 kDa (graphe B, f ig 10) .  Le graphe A de la figure 1 0  

rend compte de l'absence d'immunoprécipité dans le "témoin 

eau", traité selon le meme mode que celui qui a été suivi 

pour traiter 1 'échantil lon T\ tester. 

p-ilise en évidence d ' u n  poly~eptid_r a ~ a a r e - é  à la prodyn de 

Plammi f Bres 

tlne réaction d' immunopréçipii:ation a &té recherchée dans 

les mSmes candi tlonç que cel les rapportees au parayraphe 

précédent, mais en utilisant des anticorps dirigés cuntre la 



Figure 10. E n r e g i s t r e m e n t s  d e n s i t u m é t r i q u e s  d e  l ' a u t o r a d i o -  

gramme d e s  p r o d u i t s  t r a d u i t s  e n  l y s a t  d e  r é t i c u l o c y t e s  d e  

l a p i n  e t  i m m u n o p r é c i p i t é 5  p a r  les a n t i c o r p s  ant i -proCCK 

humaine .  L e s  g r a p h e s  A e t  B c o r r e s p o n d e n t  r e s p e c t i v e m e n t  aux 

p i s t e s  E e t  D de la  f i g u r e  8. La f l é c h e  i n d i q u e  cin p r u d u i t  

d e  masse m o l é c u l a i r e  70 k U a  r e c o n n u  p a r  les a n t i c o r p s  

c i t i  1 isés. 
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dyn 1-17 de Mammifères. L'analyse des immunoprécipités mon- 

tre la présence d'un seul produit, de masse moléculaire 

identique (70 kDa) A celle du produit reconnu par les anti- 

corps anti-proCC# humaine (piste F, f ig 8). ALI niveau des 

résultats du "tgmoin eau", il faut noter l'absence de toute 

réaction immunolagique aprés l'utilisation des anticorps 

anti-dyn 1-17 de Mammif&res (piste G ,  fig 8). 

L'enregistrement densitométrique de l'autoradiogramme 

précédent confirme, sans ambiguité, la présence de ce seul 

produit de 70 kDa, reconnu par les anticorps anti-dyn de 

Mammiféres (graphe B, fig 11). En ce qui concerne les r&sul- 

tats du "témoin eau" (graphe A ,  fig 11) aucun immunoprécipi- 

té n'y est dgcelable. 

2) Traduction en ex t ra i t  de germes de ble ("wheat qerm 

e x  tract" 

La traduction des AHNm extraits de prostomiums de Ne- 
reis d.iversicolar dont les ovocytes ont un diamétre infé- 

rieur 80 pm, a été réalisée au sein d'un extrait de germes 

de blé additionné de méthionine-S35. 

a) Uécompte de la radioactivité 

1-'&valuation de l'incorporation de la méthionine-535 

dans les rnolÇ-ct~lee; syntht-tisées dans un extrait de germe de 

blé a danne les valeurs suivantes, pour 1 1.~1 de milieu d'ln- 

ruDa.kion : 

L f  Témoin négatif dit "t&moin eau" 

(eau additiannée au milieu d'incubation) 5t11i:t t/'- 2r:t c pm 



Figure 11. Enregistrements densi tométr iques de l ' a u t o r a -  

diogramme des p r o d u i t s  t r a d u i t s  en l y s a t  de r é t i c u l o c y t e s  de 

l a p i n  e t  immunoprécipités par l e s  an t i co rps  ant i -dyn 1-17 de 

Mammiféres. t e s  graphes A e t  B carrespondent respectivement 

ai;:.: p i s t e s  G e t  F de l a  f i g u r e  8. 

Les an t i c a r p s  ant i -dyn 1-17 reconnaissent un produ i  t t r a d u i t  

de masse malécu la i re  70 kDa (fléche). 
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21 Témoin positif (URNm de TMV addition- 

né au milieu d'incubation) 11OOO +/- loOO cpm 

3 )  Echantillon contenant les ARNm de 

Nereis 9800 +/- 700 cpm 

La comparaisan entre le nombre de cpm présent dans l'é- 

chantillon et celui concernant le "témoin eau" révéle une 

active synthése globale de protéines. 

b) Analyse par électraphorése en qel de polyacrylamide - 
SDS des araduits traduits en extrait de uermes de blé 

Les produits traduits en extrait de germes de blé, à 

partir des ARNm isolés de prostomiums de Nereis diversicolor 

dont les ovocytes ont un diam9tre infgrieur h 80 ym, ont &té 

analysés dans les mgmes conditions que celles qui ont été 

mises en oeuvre pour la caractérisation des molécules tra- 

duites en lysat de réticcilocytes de lapin.. L'autoradiogramme 

du gel de polyacrylamide - SDS indique la présence de plu- 

siet-ire; malécules, nauvel lement syn thétisées, qui pass&den t 

une masse moléculaire comprise entre 12 et 140 kDa (piste C, 

f i g  12). A u  niveau de la piste illustrant les résultats du 

"témoin eau", aucun produit traduit n'est visible (piste B, 

fig 12). 

C )  Enreqistremenfs densitométriques des acttaradiaqrammes 

L' enregistrement densi tom&trique de l ' autoradiagramme 

précédent permet de mieux définir les diffërentes molécules 

traduites (graphe U, f ig 13:, Le résuftat du "t&moin eau", 

qui n'indi.que la traduction d'aucun produit, est r-eprésente 

par le graphe PI dans la figure 13. 



Figure 12. Mutorad iogramme o b t e n u  à p a r t i r  d ' u n  g e l  d e  po- 

l y a c r y l a m i d e  5-25 %, S D S ,  a p r è s  m i g r a t i o n  d e s  p r o d u i t s  t ra-  

d u i t s  e n  e x t r a i t  d e  g e r m e s  d e  b l é .  I m m u n o p r é c i p i t a t i o n  ré- 

s u l t a n t  d e  l ' a c t i o n  d e s  a n t i c o r p s  an t i -p roCCK h u m a i n e  o u  d e s  

a n t i c o r p s  a n t i - d y n  i-17 d e  Mammifgres  : 

p i s t e  A : Témoin " p o s i t i f " ,  s o l u t i o n  d'ARN d e  TMV a d d i t i o n -  

n é e  a u  m i l i e u  d ' i n c u b a t i o n  

p i s t e  B : "Témoin e a u " ,  e a u  b i d i s t i l  lée a d d i t i o n n é e  a u  

m i l i e u  d ' i n c u b a t i o n  

p i s t e  C  ; T o t a l  d e s  p r o d u i t s  t r a d u i t s  21 p a r t i r  d e s  AHNm d e  

p r o s t o m i u m s  d e  Nereis d i v e r s i c o l o r  

p i s t e  D s I m m u n o p r é c i p i t a t i o n  d e s  p r o d u i t s  t r a d u i t s ,  o b t e n u e  

p a r  le m é l a n g e  d e  t r o i s  a n t i c o r p s  d i r i g é s  c a n t r e  l a  proCCK 

humaine  (Ab 1561 + Ab 1700/3 + Ab 8007 ; v o i r  "Matériels e t  

t e c h n i q u e s "  ) 

p i s t e  E : I m m u n o p r é c i p i t a t i o n  d e s  p r o t é i n e s  p r é s e n t e s  

d a n s  Le " t é m o i n  e a u " ,  o b t e n u e  p a r  les a n t i c o r p s  a n t i - p r o C C #  

humaine  

p i s t e  F : I m m u n o p r é c i p i t a t i o n  d e s  p r o d u i t s  t r a d u i t s ,  o b t e n u e  

p a r  les a n t i c o r p s  a n t i - d y n  1-1'7 d e  Mammif'&res 

p i s t e  G : I m m u n o p r é c i p i t a t i o n  d e s  p r o t é i n e s  p r é s e n t e s  d a n s  

le  " t é m o i n  e a u " ,  o b t e n u e  p a r  les a n t i c a r p s  a n t i - d y n  1-17 d e  

Mammifères .  

1 1  n o u s  s e m b l e  i n t e r e s s a n t  d ' a t t i r e r  l ' a t t e n t i o n  s u r  l a  m i s e  

e n  e v i d e n c e  d ' u n  p o l y p e p t i d e  d e  70 k D a  s y n t h é t i s é  d a n s  les 

deux  s y s t e m e s  d e  t r a d u c t i o n  i n  v i t r o  ( e x t r a i t  d e  g e r m e s  d e  

bit5 e t  l y s a t  d e  r é t i c u l o c y t e s  de l a p i i i j  e t  r e c o n n u  p a r  les 

d i f f é r e n t s  a n ï i c o r p 5  test&% ( v o i r -  :Léqende d e  la Tlgur -e  8 ) .  



* FIG .12 



Figure 13. Enregistrements densitométriques de l'auto- 

radiogramme des produits traduits totaux en extrait de ger- 

mes de blé (graphe B). On peut noter, par rapport au "témoin 

eau" (graphe A ) ,  la présence de molécules nouvellement 

synthétisées, de masse moléculaire comprlse entre 12 et 140 

kDa. 





d ~ m m u n o a r & c i n i  t a t i o n  des p r o d u i t s  t r a d u i t s  en e x t r a i t  

de qermes de b l é  

Des essa is  de c a r a c t é r i s a t i o n  des p rodu i t s  t r a d u i t s  en 

e x t r a i t  de germes de b l é  par l e s  an t i co rps  d i r i g é s  c o n t r e  

d i f f é r e n t e s  séquences de l a  proCCK humaine d'une pa r t ,  e t  

par l e s  an t i co rps  é labor&s con t re  l a  dyn 1-17 de Mammiféres 

d ' au t r e  pa r t ,  o n t  é t é  r é a l i s é s  dans des cond i t i ons  i d e n t i -  

ques à c e l l e s  adoptées pour l e s  po lypept ides  t r a d u i t s  en l y -  

s a t  de r é t i c u l o c y t c s  de l ap i n .  

ai-Mise en gvidence d' t in aci lygeptide apparenté & l a  ~roCClc: 

humaine 

L 'ana lyse  des immunoprécipités, q u i  r é s u l t e n t  de l a  ré -  

a c t i o n  immunologique e n t r e  l e  mélange de t r o i s  an t i co rps  d i -  

r i g é s  con t re  l a   pro^^^ humaine I ré fé rences  Ab1561, Ab8007, 

Ab 1700/3 v o i r  "Ma té r ie l s  e t  Techniques") e t  l e s  p r o d u i t s  

t r a d u i t s  i n  v i t r o ,  conf i rme l e  r é s u l t a t  obtenu en l y s a t  de 

r é t i c u l o c y t e s  de l ap i n .  Un seul produi t  de masse mo lécu la i re  

70 kDa r é a g i t  avec l e s  an t i co rps  nommés ci-dessus ( p i s t e  D, 

f i g  12). Dans l e  "témoin eau", t r a i t é  avec l e s  memes a n t i -  

corps que ceux u t i l i s é s  pour l ' é c h a n t i l l o n ,  11 ne se p r o d u i t  

aticune immtinoréaction ( p i s t e  E, f i g  12) .  

Le po lypept ide  de masse mo lécu la i re  égale à 70 k9a e s t  

encore mieux d é f i n i  au n iveau de l ' enregistrement densitamé- 

t r i q u e  de l 'autoradiogiamme précédent (graphe B, f i g  1 4 ) .  C e  

de rn i e r  conf i rme nos observat ionç r éa l i sées  au n iveau de l a  

p i s t e  correspondant au "témoin eau" (graphe U, f i g  1 4 ) .  



Figure 14. Enregistrements densitamétriques d'un autora- 

diogramme des produits traduits en extrait de germes de bl& 

et immitnoprécipit-.éç par les anticorps anti-proCCK humaine. 

Les graphes A e% B correspondent respectivement aux pistes E 

et D de la figure 12. La fléche indique un praduit de masse 

moléculaire Bqale à 70 kDa reconnu par les anticorps 

ittilisé~. 
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Mise en évidence d 'un  ~ o l y p e ~ t i d e  aonarente à l a  ~ r 0 d y n  

de Mammif&res. 

Les immunoprécipités r é s u l t a n t  de l a  reconnaissance de 

c e r t a i n s  p rodu i t s  t r a d u i t s  i n  v i t r o  par l e s  an t i co rps  a n t i -  

dyn 1-17 de Mammiféreç sont  v i s i b l e s  su r  l a  p i s t e  F de l a  

f i g u r e  12. On peut a i n s i  n o t e r  l a  présence d 'un  produit 

unique, de masse molécu la i re  encore égale h 70 kDa, reconnu 

par l e s  an t i co rps  ant i -dyn 1-17. Ce r é s u l t a t ,  i den t ique  h 

ce lc i i  dé jà  obtenu en l y s a t  de r é t i c ~ t l o c y t e s  de l ap i n ,  e s t  

conf i rmé par l ' en reg is t remen t  densi tométr ique de l ' au ta ra -  

d iograph ie  (graphe E, f i g  15). Dans l e  "témoin eau", l ' ab -  

sence des immunoprécipités est t a t a l e  ( p i s t e  €, f i g  12, gra- 

phe A, f i g  19). 

B - Traduct ion dans l e s  ovocytes de Xenopus laevis 

La t r aduc t i on  des ARNm dans l e s  ovocytes de Xenoaus lae- 

v a  peut appara l t re  camme une s t r a t é g i e  prometteuse dans l a  

recherche des f a c u l  t&s  de maturat ion des p r a d u i t s  tradcti  t s  

i n  ovo. 

Dans l e  bu t  de t e s t e r  l e s  capac i tés  de l ' o v o c y t e  à t r a -  

d u i r e  des précurseurs de neuropeptides, A f a i r e  s u b i r  une 

maturat ion à ces prbçurseurs e t  e n f i n  A séc ré te r  des pro- 

d u i t s  f i n i s  a c t i f s  dans l e  m i l i e u  de c u l t u r e ,  nous avons 

c h o i s i  d ' u t i l i s e r  c e t t e  c e l l u l e  comme systéme de t raduc t ion  

des ARNm e:.: traits A p a r t i r  de prostomiums de ye re i s  

d i v e r s i c a k .  Aprés 1 ' i n j e c t i o n  c l '  une soïc i t ion d  ' &RNm dans 

l e s  ovac:y.tes, cas de rn i e r s  sont  incctbgs dans un m i l i e u  de 

c u l t u r e  en présence de la méthionine-S35. Le m i l i e u  e s t  re- 

n a ~ i v e l é  chaqtte jour-, pendan% 4 A S j ours .  Ces mi lie!-(x s a n t  

f ina lement  rassembl&s, pu i s  analysés en paral1el.e avec l e s  

ovocytes i n j ec tés .  



Figure 15. Enregistrements densi tométr iques d 'un autora- 

diagramme des p r o d u i t s  t r a d u i t s  en e x t r a i t  de germes de blé 

e t  immunoprécipités par  l e s  an t i co rps  ant i -dyn 1-17 de 

Mammiféres. Les graphes A e t  B correspondent respectivement 

a u x  p i s t e s  G e t  F de l a  f i g u r e  12. 

Un p r o d u i t  de masse molécu la i re  70 kDa a é t é  reconnu par  l e s  

an t i co rps  ant i -dyn 1-17 de Mammiféres I f l é c h e f .  
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1) Analyse d e s  produits t o t a u x  t r a d u i t s  i n  ovo 

a) Analyse par électraphorBse en qel de ~olyacrvlamide - 
urée 

La traduction dans les ovocytes de X .  laevis, en présen- 

ce de méthionine-S35, a été induite en utilisant des ARNm 

ez:traits & partir d'aniinaux dont le sexe est indéterminable 

et de femelles dont les ovocytes ont un diametre inférieur h 

80 btm. Les molécules traduites, séquestrées h l'intérieur 

des ovocytes, ainsi que celles libérées dans le milieu 

d'incubation, ont été séparées par électrophorése en gel de 

polyacrylarni.de - urée. Les propriét&s de ce gel permettent 

de détecter des mol&c~tles ayant une masse moléculaire aussi 

faible qu'l kDa. Les éventuels produits radioactifs sont en- 

suite détectés par autoradiographie. 

Les autaradiogrammes ainsi réalisés révelent l'existence 

de pfusieurs molécul~s nouvellement synthétisées. Ces der- 

ni&res sunt nombreuses, aussi bien A l'intérieur des OVOCY- 

tes que dans leur milieu d'incubation (pistes A et C, fig 

16). La masse moléculaire de ces praduitç est comprise entre 

4,5 et 95 &Da. Dans les ovocytes témoin (ovocytes injectés 

d'eau bidistillée sans AWNm) ainsi que dans le milieu d'in- 

cubation de ces cellules, certaines molécules radioactives 

sont également r&vél&es 3 elles résultenf de la traduction 

des ARNm endogénes de I'avoçyte (pistes E et D, fig 161, 

L'enregistrement densitornehtrique des auturadiogrammes 

cnrre!~pandan t au;.: &lec trophor&c;es prGcéder7 tes permet t3e bien 

comparer les produits nouvellement traduits dans l'&çhantil- 

:lun e>:p&rimental et dans le ti-main . I .l apparalt clairement 



Figure Pb. i 4 u t o r a d i o g r a m m e  d ' u n  g e l  d e  p o l y a c r y l a m i d e - u r é e  

d a n s  l e q u e l  o n t  m i g r é  les p o l y p e p t i d e s  t o t a u x  t r a d u i t s  in 
& p a r t i r  d e s  4RNm d e  p r o s t o m i u m s  d e  Nereis d i v e r s i c o l o r ,  

a u  Les p o l y p e p t i d e s  i m m u n o p r é c i p i t é s  p a r  d e s  a n t i c û r p s  d i r i -  

g é s  c o n t r e  la proCCK humaine .  

p i s t e  A : E n s e m b l e  d e s  p r o d u i t s  t r a d u i t s  l i b é r é s  d a n s  le  m i -  

l i e u  d ' i n c u b a t i o n  d e s  o v o c y t e s  i n j e c t é s  p a r  d e s  ARNm d e  

p r o s t a m i u m s  d e  Nereis d i v e r s i c o l a r  

p i s t e  B : E n s e m b l e  d e s  p r o d u i t s  t r a d u i t s  l i b é r é s  d a n s  le m i -  

l i e u  d '  i n c u b a t i o n  d e s  o v o c y t e s  t é m o i n ,  i n j e c t é s  p a r  d e  l ' e a u  

b i d i s t i l  lée d é p o u r v u e  d '  ARNm 

p i s t e  C : E n s e m b l e  d e 5  p r o d u i t s  t r a d u i t s  d e  n o v o ,  s é q u e s t r é s  

A l ' i n t é r i e u r  d e s  o v o c y t e s  i n j e c t é s  p a r  d e s  ARNm d e  p r o s t o -  

miums d e  Nereis d i v e r s i c a l o r  : 

p i s t e  D : E n s e m b l e  d e s  p r o d u i t s  t r a d u i t s  d a n s  les o v o c y t e s  

t é m o i n  i n j e c t é s  p a r  d e  1' e a u  b i d i s t i l  l&e d é p o u r v u e  d '  ARNm 

p i s t e s  E 61 L : I m m u n o p r é c i p i t a t i o n  p a r  les t r o i s  a n t i c o r p s  

d i r i g & s  c o n t r e  les d i f f é r e n t e s  s é q u e n c e s  d e  la  praCCK humai-  

n e  ( v o i r  " M a t é r i e l s  e t  t e c h n i q u e s " )  d e s  p r o d u i t s  t r a d u i t s  d e  

nm:, s é q c t e s t r & s  d a n s  les o v o c y t e s  

p i s t e  E : I m m u n o p r é c i p i t a t i o n  o b t e n u e  p a r  1 ' a n t i c o r p s  A b  

1 5 6 1  d i  r i g é  c a n t r e  l ' e x t e n s i o n  a m i n o - t e r m i n a l e  

p i s t e  F : TPmoin d e  E 

p i s t e  G : P m m u n o p r é c i p i t a t i o n  o b t e n u e  p a r  l ' a n t i c û r p s  Ab 

1'700/3 é l a b o r é  c o n t r e  le  s i t e  d ' a m i d a t i o n  e t  les s é q u e n c e s  

a d j a c e n t e s  d e  la  proCC.:: ht tmaine 

p i s t e  H a Témoin d e  G 

p i s t e  I s imin t inupr - t - c ip i t a t iûn  o b t e n u e  p a r  l ' a n t i c û r p s  Ab 

St3:17 d i r i g &  c o n t r e  La s e y u e n c e  b i o a c t i v e  d e  cai-bo:.:yctinidaticln 

p i s t e  J : T&main d e  1 

p i s t e  K : I m m u n a p r é c i p i t a t i a n  o b t e n u e  p a r  le m é l a n c e  d e s  

t r o i s  a n , k i c o r p ç  Ab 1 9 6 1 ,  Ab 2':7r:1(':>/':'=i ç?t A b  8<.)!:)7 

p i s t e  L : 'Témoin d e  K 

L e s  f % & c h e s  i n d i q u e n t  d e u x  p o l y p e p t i d e s  m a j e u r s  d e  masse m o -  

I é c ~ i l a i r e  64 e t  '70 k D a  q u i  s o n t  r ecbnnuc j  p a r  cl-iiacun d e s  an -  

t i c a r p ç  u t i l i s S s .  88 



t t t t t t  t t  



que l e s  polypept ides néosynthét isés sont  mieux représentés 

en q u a l i t é  e t  en quan t i t é  dans l e s  ovocytes ayant  reçu des 

ARNm en i n j e c t i o n  que dans l e s  c e l l u l e s  témoin. Cet te  cons- 

t a t a t i o n  peut Gt re  également f a i t e  & propos des m i l i eux  

d ' i ncuba t ion  r e s p e c t i f s  [graphes A, B, C e t  D, f i g  1'7). 

2) C a r a c t é r i s a t i o n  d e  c e r t a i n s  p r o d u i t s  t r a d u i t s  i n  avo 

Dans l ' e s p o i r  de conf i rmer  l e s  ca rac té r i sa t i ons ,  r é a l i -  

sées A p a r t i r  des p rodu i t s  t r a d u i t s  i n  v i t r o ,  à l ' a i d e  des 

an t i co rps  d i r i g é s  con t re  l a  proCCK e t  des a n t i c o r p s  ant i -dyn 

1-17 de Mammiféres, e t  dans l e  bu t  de dk tec te r  une éventuel- 

l e  matura t ion  pos t - t r aduc t i ane l l e  de ces p rodu i t s ,  nous 

avons s u i v i  l a  même s t r a t é g i e  que c e l l e  adoptée pour l e s  

p rodu i t s  t r a d u i t s  i n  v i t r o .  

aaPo1ypept ides apparentés A l a  prC3CCK humaine 

c i -  f mm~tnoprrécipi t a t i o n  des p r o d u i t s  t r a d u i t s  i n  ovo --- 

Les p r o d u i t s  t r a d u i t s ,  re tenus A l ' i n t é r i e u r  des ovocy- 

t es  a i n s i  que ceux l i b é r é s  dans l e  m i l i e u  d ' i ncuba t ion ,  on t  

&té m i ç  en présence des an t i co rps  a n t i  proCCK humaine. T r o i s  

an t i co rps  nommés Abl.561, Ab1700/Y e t  f?b8(:)07 o n t  é t é  u t i l i s é s  

séparément ou après un mélange des t r o i s .  La r g a c t i o n  immu- 

nalogique e s t  s u i v i e  d 'une é lect rophorése en ge l  de 

po l  yacrylatnide-uréep pi-lis d ' t-tne acitoradiac~ràphie. 

L '  analyse des iinmunoprécipités, obtenus h p a r t i r  des 

pr-odcii t s  .tu--7di.ri t s  cjécjt..iestrés à 1  ' i n  tér ie t i r -  iie 1. ' uvoc;#te, rb-  

vè l e  la prPsence de deux p ro té ines  majeures de masse molécu- 

l a i r e  64 e t  /(:, kDa. C e s  deu:.: dern ié res  présen.izerî,k une a ' f f i -  

ni%& avec chacun des t r o i s  an t i co rps  tes tgs  ( p i s t e s  E A L, 



Figure 17. et 18. ~nregistrements densitométriques de l'au- 

taradiogramme du gel de polyacrylamide-urée illustre h la 

figure 16. 

Figure 17. Les graphes A, B, C et D correspondent respecti- 

vement aux pistes A, B, C et D de la figure 16. 





f i g  16) .  Polir deux an t i co rps  (17C10/ti9 p i s t e  G e t  8007, p i s t e  

1, f i g  l b )  e t  pour l e  mélange des t r o i s  ( p i s t e  K ,  f i g  161, 

on peut d i s t i n g u e r  une bande supplémentaire moins n e t t e  que 

l e s  deu:.: préc&dentes e t  peu séparée de ce1 l e  s i t u e e  à 7t:I 

kDa, suggérant l a  présence d 'un immunoprécipité de masse mo- 

l é c u l a i r e  légérement supér ieure  A 7U kDa. A u  niveau des en- 

reg is t rements  densi tométr iques, ce p r o d u i t  forme un simple 

épaulement au n iveau de l a  face ascendante du premier p i c  

correspondant au po lypept ide  de 70 kDa (graphes E A L, f i g  

18 ) .  Les enregistrements densi tométr iques des p i s t e s  ( E  à LI 

des autoradiagrammes montrent l a  présence d ' un  a u t r e  p rodu i t  

de 15 kDa, e t  c e l l e  de deux f a m i l l e s  de p ro té ines  beaucoup 

moins b ien  dé f i n i es ,  de masse molécu la i re  comprise en t r e  27 

- S4 e t  46 - h O  kDa (graphes E A L, f i g  18 ) .  Des r é s u l t a t s  

ident iques ,  mais p l us  év idents,  sont  obtenus par l e  mélange 

des t r a i s  an t i co rps  (graphe K .  f i g  18). 

Aucun p r o d u i t  expor té  par l ' o vocy te  n ' e s t  reconnu par 

l e s  d i f f é r e n t s  an t i co rps  u t i l i s e s .  

Immunotransfert des  rotéi in es sur  membrane de n i t r o -  

ce1 l u l ase ,  technique d i t e  de "Western blot" 

Les p rodu i t s  t r a d u i t s  i n  ovo à p a r t i r  des ARNm de pros- 

tomicims de jeunes Nere is  diversic:o-, a i n s i  qcir l e s  proi lé i -  

nes so lub les  e x t r a i t e s  du cerveau des animaux (ces dern ié res  

servent  de ré férence)  o n t  é t é  séparés par é lect ropharése en 

ge l  d e  polyacry1ami.de - urée. Après c e t t e  é tape? l e s  molécu- 

l e s  r,n t &.te t rans fér&es su r  une membrane de ni!lroce:l. lu lase .  

Cet te de rn ié re  e s t  mise A Incuber dans un m i l i e u  cantenant 

r.j ' i..ine pairé 1.e m@lange des t r o i s  an t icorp-;  d i r i g é s  con*:rc~ 

d i f f  @rentes  séq~.iences de proclb:: humaine, e t  d ' au t r e  p a r t  l e  

mélange de t r o i s  an,t icorps &galemen% d i r i q é s  contire di??$- 

ren tes  sécli.ienceej de proCCK d ' \.in acttre Mammifére, .Le r a t .  



Figure 18. Les graphes E, F ,  G ,  H, 1, J, K e t  L corres-  

pondent respectivement a u x  p i s t e s  E. F, G, i-iy I J , # e t  L 

de la f i g u r e  16. 

Les enregistrements densi tométr iqueç permettent de mieux dé- 

f i n i r  nos observat ions r éa l i sées  directement A p a r t i r  de 

l'autoradkcgramme de la f i g u r e  2 6 .  





C e r t a i n s  p o l y p e p t i d e s  t r a d u i t s  i n  o v o  o n t  été r e c o n n u s  

p a r  les a n t i c o r p s  d i r i g é s  c o n t r e  les  d i f f é r e n t e s  s é q u e n c e s  

d e  proCCK h u m a i n e  e t  c o n t r e  celles d e  proCCK d e  ra t .  D e s  

p r o d u i t s  d e  masse m o l é ç u l a l r e  B g a l e  2t 64 o u  A 70 kDa mani-  

f e s t e n t  le  m ê m e  c o m p o r t e m e n t  é l e c t r o p h o r é t i q u e  q u e  d e s  homo- 

l o g u e s  d e  mgme masse m o l é c u l a i r e  r e s p e c t i v e  r e c o n n u s  e n  im- 

m u n o p r é c i p i t a t i o n  ( p i s t e s  A e t  C, f i g  19 ) .  P a r  a i l l e u r s ,  on  

p e u t  o b s e r v e r  un  a u t r e  p r o d u i t ,  d ' u n e  masse m o l é c u l a i r e  é g a -  

le  .A 27 k D a ,  r e c o n n u  p a r  les d e u x  l o t s  d ' a n t i c o r p s .  

Aucune p r o t é i n e  e x t r a i t e  d e s  o v o c y t e s  t é m o i n  n ' e s t  d é c e -  

l a b l e  p a r  les a n t i c o r p s  a n t i  proCCK h u m a i n e  ou a n t i  proCC# 

d e  r a t  ( p i s t e s  B e t  D ,  f i g  19). Le m ê m e  r é s u l t a t  n é g a t i f  a 

été o b t e n u  h p a r t i r  d e s  p r o t é i n e s  l i b é r é e s  d a n s  le m i l i e u  

d  ' i n c u b a t i o n  d e s  o v o c y t e s .  

P a r m i  les p r o t é i n e s  e x t r a i t e s  d u  c e r v e a u  d e  Nereis 

d i v e r s i c o l o r ,  q u a t r e ,  d e  masse m o l é c u l a i r e  é g a l e  h 50, 62, 

b4 e t  70 k D a  o n t  été r e c o n n u e s  p a r  les a n t i c o r p s  a n t i  proCCK 

h u m a i n e ,  e t  d e u x ,  d e  masses m o l é c u l a i r e s  64 e t  78 k D a ,  o n t  

été d é t e c t é e s  p a r  les a n t i c o r p s  a n t i  proCCK d e  r a t  ( p i s t e s  E 

e t  F, f i g  19). 11  est  h r e m a r q u e r  q u e  les deci:.: p r o t é i n e s  d e  

p l u s  g r a n d e  masse m o l é c u l a i r e  s e m b l e n t  i d e n t i q u e s  h l e u r s  

h o m o l o g u e s  d e  masse m o l é c u l a i r e  é g a l e s  A a4 e t  70 kDa, re- 

c o n n u e s  p a r m i  les p r o d u i t s  t r a d u i t s  i n  o v a  e t  caractér isé  

p a r  l a  t e c h n i q u e  d e  1 ' i r n m ~ t n n p r é c i p i t a t i o n  e t  ce1 le d u  

" w e s t e r n  b l o t " .  P a r  a i l l e u r s ,  i l  f a u t  é g a l e m e n t  n o t e r  q u e  

p a r m i  les p r o t é i n e s  e:.: % r a i  tes du c e r v e a u ,  a u c u n  pn 1  y p e p t i d e  

d e  27 kBa n ' e s t  r e c o n n u  par ces  a n t i c o r p s .  

1-es & v e n % u e l s  c o r n p i e x e s  iinm~inii, r@s.ul  t a n t  d e  l a  r - é a c t i o n  
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Figure  19. Imm~Znotransfert sur membrane de n i t r o c e l l u l o s e  

desprodui ts  t r a d u i t s  i n  ovo A p a r t i r  des ARNm de prostomiums 

de Nere is  d i v e r s i c o l o r  e t  des p ro té i nes  e x t r a i t e s  du cerveau 

des animaux. 

p i s t e  A : Produ i t s  t r a d u i t s  séquestrés dans l e s  ovocytes i n -  

j ec tés  par  des ARNm. Immunotransfert incubg avec l e  mélange 

des t r o i s  an t i co rps  d i r i g é s  con t re  l a  proLCK humaine (Ab 

1561, Ab 1700/3 e t  Ab 8007 ; v o i r  "Ma té r ie l s  e t  techniques")  

p i s t e  E : Témoin de A 

p i s t e  C : Produ i t s  t r a d u i t s  séquestrés dans l e s  ovocytes i n -  

jec tés  par  des ARNm. Immunotransfert incubé avec le mélange 

des t r o i s  an t i co rps  d i r i g é s  con t re  l a  proCCK de r a t  (Ab 

1940, Ab 1578 e t  Ab 6'7273, v o i r  "Ma té r i e l s  e t  techniques")  

p i s t e  D : Témoin de C 

p i s t e  E : Pro té ines  e x t r a i t e s  du cerveau de Nere is  

d i ve r s i co l o r .  Immunotransfert incubé avec l e s  an t i co rps  é la -  

borés con t r e  l a  proCCK humaine 

p i s t e  F : Pro té ines  e x t r a i t e s  du cerveau de Nere is  

d i v e r s i c o l o r .  Immunotransfert incubé avec l e s  an t i co rps  é la -  

bar&s con t re  l a  proCCK de r a t .  

L'ensemble de ces  r é s u l t a t s  conf i rme les p r i n c i p a l e s  données 

obtenues à p a r t i r  de l a  technique de l ' immunopréc ip l ta t ion .  
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e n t r e  les a n t i c o r p s  a n t i - d y n  1-17 d e  Mammifè res  e t  les p r o -  

d u i t s  t r a d u i t s  i n  o v a ,  o n t  ét& a n a l y s e s  p a r  é l e c t r o p h o r é s e  

e n  g e l  d e  p o l y a c r y l a m i d e  - u r é e .  I l s  s a n t  d é t e c t é s  p a r  

a u t o r a d i o g r a p h i e .  C e t t e  a n a l y s e  m e t  en é v i d e n c e  l a  p r é s e n c e  

d e  d e u x  p r o d u i t s  m a j e u r s  d e  masse m o l é c u ï a i r e  65 et  70 kDa 

( p i s t e  E. fig 2 0 ) .  D e  p l u s ,  u n e  f a m i l l e  m a l  d é f i n i e  d e  

p r o d u i t s ,  d e  masse m o l é c u l a i r e  c o m p r i s e  e n t r e  30 e t  44 kDa 

s e m b l e  é g a l e m e n t  r e c o n n u e  p a r  les a n t i c o r p s  u t i  l içés. C e t  

e n s e m b l e  d e  p o l y p e p t i d e s  a p p a r a l t  p l u s  n e t t e m e n t  a p r & s  l ' e n -  

r e g i s t r e m e n t  d e n s i t o m é t r i q u e  réalisé .A p a r t i r  d e  l ' a u t o r a -  

d i a g r a m m e  ( g r a p h e  B, f i g  21).  

Aucunes  p r o t é i n e s  d e s  o v o c y t e s  t é m o i n  n e  s e m b l e n t  r é a g i r  

a v e c  les a n t i c o r p s  a n t i - d y n  1-17 d e  Mammifé res  ( p i s t e  F, f i g  

20 e t  g r a p h e  A ,  f i g  211. 

Le test  immcina log ique ;  réal is& h p a r t i r  d e s  . m o l é c u l e s  

l i b é r é e s  p a r  les o v o c y t e s ,  n e  r é v e l e  a u c u n  c o m p l e x e  immun 

e n t r e  ces m o l é c u l e s  e t  les a n t i c o r p s  u t i l i s é s .  

I m m i i n a t r a n ç f e r t .  d e s  p r o t é i n e s  s u r  f i l t r e  d e  n i t r a -  

c e l l u l o s e ,  t e c h n l a u p  d i t e  d e  " W e s t e r n  b l o t "  

Chez les Mammif&reç ,  la  dyn 1-17 e t  1 '  - n é o - e n d o r p h i n e  

s o n t  deci:.: p e p t i d e s  o p i o ï d e s  q u i  d é r i v e n t  d  ' un p r é c i i r s e u r  

commun, l a  p r o d y n o r p h i n e  o u  l a  p r o e n l i e p h a l  i n e  B.  Plut-te; a v o n s  

d o n c  r e c h e r c h é ,  e n  p a r a l l è l e ,  u n e  é v e n t u e l l e  r e c o n n a i s s a n c e  

p a r  les  a n t i c o r p s  d i r i g é s  c a n t r e  c h a c u n  d e s  d e u x  p e p t i d e s ,  

d e s  p r o d u i t s  t r a d u i t s  i n  o v q  e t  d e s  p r o t é i n e s  e x t r a i t e s  d u  

c e r v e a u  d e s  a n l m a u x .  L e  b u t  é t a i t  d e  c ÿ m p a r e r  l es  p r o f i l s  

P l e c  t r o p h u r - b t i q i i e s  d e s  p r - o d u i t s  r e c o n n u s  p a r  c h a c u n  d e s  deci:.: 

t y p e s  d ' a n t i r n r p s  u t i l i s & . s .  A i n s i ,  les p o l y p e p t i d e s  t r a d u i t s  

3n n v a ?  c û m m e  les p r o t é i n e s  e:itrai'teç di_[ c e r v e a u ,  o n t  é té  

s é p a r é e s  d ' u n e  p a r t  p a r  é l e c t r o p h o r é s c  e n  g e l  d e  

p n l y a c r y l a m i d e - u r é e  e t  d ' a u t r e  p a r t  e n  q e l  d e  po lyac r -y lami .de  



Figure 20. Autoradiogramme d'un gel de polyacrylamide-urée 

dans lequel ont migré des produits traduits in ovo à partir 

des ARNm de prostomiums de Nereis diversicolor ou ont migré 

des immunoprécipitts obtenus par les an%icorps anti-dyn 1-17 

de Mammiféres. 

Les pistes A ,  B, C et D correspondent aux pistes A ,  b, C et 

D de la figure 16. 

piste E : Immunoprécipitation par les anticorps anti-dyn 1- 

17 de Mammiferes des ~roduits traduits Sn ovo et séquestr&s 

dans les ovocytes 

piste F : Ternoin de E 

Les fl&ches indiquent deux produits de masse moléculaire de 

6 5  et 70 kUa qui sont reconnus par les anticorps anti-dyn 1- 

i7 de IYammif&res. 





figure 21. Enregistrements densitométriques de l'autara- 

diagramme du gel de polyacrylamide-urée illustré par la fi- 

gure 20. tês graphes A et B correspondent respectivement au:.: 

pistes F et E de la figure 20. 

DEL{:.: polypeptides de masse moÏ&çulaire 55 et '7G kDa, ainsi 

qu'une famille de masse moléculaire comprise entre 3 2  et 44 

kDa çunt reconnus par les anticorps anti-dyn 2-17 de 

Mammifères. 
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S - 25  'X7 SDS. Aprés sépara t ion  des p ro té ines  dans les deux 

systémes é lec t rophoré t iques ,  l e s  mol&cules sont  t rans fé rées  

sur  une membrane de n i t r o c e l l u l o s e .  Les me~branes sont  incu- 

b é e s  dans un m i l i e u  contenant l e s  an t i co rps  a n t l  4-néo- 

endorphine ou l e s  an t i co rps  ant i -dyn 1-17. 

f , -  Immcinotransfertç A p a r t i r  d 'un  a e l  de polvacrv lamide - 

Parmi l e s  p ro te ines  e x t r a i t e s  du cerveau de Nere is  

d i v e r s i c o l i ,  p ro t k i nes  servant  de r&férence, 4 types de mo- 

f é ru fes  Imaçses molécu la i res  60, 62, 69 e t  70 kDa) préçen- 

t e n t  une a f f i n i t é  avec l e s  an t i ca rps  ant i -dyn 1-17. De p lus ,  

n o t r e  a t t e n t i o n  a é t é  a t t i r é e  par l a  présence d 'un  pept ide  

d'une masse mo lécu la i re  de 1,8 kDa, également reconnu par  

ces an t i co rps  ( p i s t e  A ,  f i g  2 2 ) .  A p a r t i r  de p ro té ines  de 

mPme o r i g i ne ,  nous avons r & a l i s é  l a  mgme expérience en u t i -  

l i s a n t  des an t i co rps  n n t i -  -nés-endorphine e t  nous avons ob- 

tenu des r é s u l t a t s  ident iques  pour des polypept ides de masse 

molécu la i re  élevée (60, 62,  65 e t  70 kDa). En revanche, au- 

cun pept ide de masse rn~ lécu la i r e  éga le  A 1,B kDa n ' a  é t é  re-  

connu par l e s  an t i ca rps  u t i l i s & s  ( p i s t e  D, f i g  22). 

L '  e;.:périence concernant l e s  p r o d u i t s  t r a d u i t s  i n  ovo, h 

p a r t i r  des HRNm de prostomiums de Nere iç  d i v E ? r s i c ~ ~ ~  mon- 

t r e  que c e r t a i n s  p rodu i t s  t r a d u i t s  sont  reconnus par l e s  an- 

t i c o r p s  ant i -dyn 1 -17  e t  par l e s  an t i co rps  anti-d-néo- 

endorphine de Mammifércs. Ces pr-odui ts,  qui pr&sentent  une 

f o r t e  a f f i n i t k  avec l e s  deux l o t s  d ' a n t i c o r p s  u t i l i s é s ,  sant  

semblables e t  passédent des masses inalScuïaires de 60? 62' 

6 5  e t  70  kDa ( p i s t e s  B e t  E, f i g  2 2 ) .  N&anmoins, auccin pep- 

t i d e  de f a i b l e  masse molécu la i re  n ' a  é%S reconnu par l e s  

det.r:.: t y p e s  c i '  a n t i c o r p s  ~ t t i  l i s é s .  



Figure 22. immunotransfert des p rodu i t s  t r a d u i t s  i n  ovo e t  

stockés dans l e s  ovocytes e t  des pro té ines  e x t r a i t e s  du cer- 

veau de Nere is  d i v e r s i c o l o r .  Ces dern iéres sont  p r i s e s  comme 

référence. Les p ro t& ines  sont  séparées su r  g e l  de 

polyacrylamide-urée. 

p i s t e  A : Proté ines e x t r a i t e s  du cerveau de Nere is  d i v e r s i -  

c o l o r  p u i s  soumises A une immunodétection avec l ' a n t i c o r p s  

ant l -dyn 1-17 de Mammiféreci. L ' é t o i l e  ind ique un p r o d u i t  de 

masse molécu la i re  de 1,8 kDa reconnu par cos an t i co rps  

p i s t e  H : Produ i t s  t r a d u i t s  i n  ovo. Immunotransfert incubé 

avec l e s  an t i co rps  ant i -dyn 1-17 de Mammiféres 

p i s t e  C : Témoin de B 

p i s t e  D : Proté ines e x t r a i t e s  du cerveau e t  soumises A une 

immunodétection par l e s  an t i co rps  a n t i -  -néo-endorphine 

p i ç t e  E : Produ i t s  t r a d u i t s  i n  ovo réagissant  avec les a n t i -  

corps a n t i -  -néo-endorphine 

p i s t e  F : Témoin de E 

Les mgmes p rodu i t s  t r a d u i t s  i n  ovo e t  les memes pro té ines  

e x t r a i t e s  du cerveau on t  & t é  reconnus par l e s  an t i co rps  

ant i -dyn 1-17 e t  l e s  an t i co rps  a n t i -  -néo-endorphine. 





Des expériences p a r a l l é l e s ,  r éa l i sées  A p a r t i r  des pro- 

té ines  présentes dans l e  m i l i e u  d ' i n cuba t i on  des ovocytes, 

ind iquent  1 'absence d ' immcinoréaction en t r e  ces mo léc~ t les  li- 

bérées par l e s  c e l l u l e s  e t  l e s  an t i co rps  u t i l i s é s .  

P2 - Immunotransfert A ~ a r t i r  d 'un s e l  de p o l ~ a c r y l a m i d e  5 - 
r )  c5 %, SDS 

Dans l e  bu t  de conf i rmer  l e s  r é s u l t a t s  expos&s dans l e  

paragraphe pr&cédent, nous avons r & a l i ç &  un t r a n s f e r t  de 

p ro té ines  à p a r t i r  d 'un ge l  de polyacrylamide 5 - 25 %, SDS 

sur  f i l t r e  de n i t r o c e l l u l o s e .  Cer ta ins  polypept ides,  ex- 

t r a i t s  du cerveau des animaux, on t  é t é  reconnus par  l e s  an- 

t i c o r p s  ant i -dynorphine 1-1'7 e t  ant i -d-néo-endorphine. Ces 

prndui  t s  ayant une masse mo lécu la i re  comprise e n t r e  60 e t  70 

kDa (bl:), 6 2 ,  65 e t  7C) kDa) conf i rment  l e  r é ç i i l t a t  pr&cédent 

( p i s t e s  A e t  D, f i g  25). 

Un p r o d u i t  supplémentaire de 56 kDa e s t  reconnu par l e s  

deux l o t s  d 'an t i co rps .  Ce p r o d u i t  n ' e s t  pas dé tec té  aprés 

l ' immunoréact ion r & a l i s é e  en "western b l o t "  à p a r t i r  d 'un 

ge l  de polyacrylamide - urée ( v a i r  paragraphe précédent) .  

L 'expér ience concernant l e s  p rodu i t s  t r a d u i t s  i n  ovo 

donne %es mgmes p r o f i l s  & lec t raphor&t iques .  Des po lypept ides  

de masse molécu la i re  se s i t u a n t  e n t r e  &O e t  70 kDa présen- 

t e n t  une grande a f  f i n i t é  avec l e s  an t i co rps  d i r i g é s  con t re  

l e s  deux pept ides  opioïdes de Mammifères ( p i s t e s  B e t  E, f i g  

2 3 ) .  

Les molécules, presentes dans l e  m i l l r u  d ' i n cuba t i nn  des 

ovocytes, ne provoquent pazi de rc2artinn immuno:logique avec 

l e s  an t i co rps  u t i l i s é s .  Compte-tenu de c e t t e  constante ab- 

sence de recnnnaissance de p r o t é i i ~ e s  du m i l i e u  d ' inccibat ion 

par l e s  d i f f & r e n t s  anTicorps u t i % i s é s ,  naus avons analys& 

ces prodr..tits par un t e s t  ELISA, q u i  a 1.3 répiita-iior.7 d 's i t re  

p lus  sens ib le  l e s  dé tec t ions  préc&dentes. 11 e s t  év ident  

que I t i s  ~n ro té ines  des ovncytei i  receveurs n n t  af-lssi &té ' kes- 

tés  v i s  à v i s  des an t i cn rps  ant l -dyn 1-17 de Mammit'éres. 

.L (:)O 



Figure 23. Immunotransfert des p r o d u i t s  t r a d u i t s  i n  ovo à 

p a r t i r  des ARNm de prostomiums, e t  des p r o t é i n e s  e x t r a i t e s  

du cerveau de Nere i s  d i v e r s i c o l o r .  Les p r o t é i n e s  sont  analy-  

sées en g e l  de polyacry lamide 5-23 %, SUS. 

Les p i s t e s  A, B, C, D, E e t  F correspondent respect ivement 

aux p i s t e s  A, B, C, D, E e t  F de l a  f i g u r e  22. 

L ' é t o i l e  i nd ique  un nouveau p r o d u i t  de masse mo lécu la i re  56 

k D a ,  rerunnu parmi les pro té ines  t o t a l e s  du cerveau, par 

chacun des deux a n t i c o r p s  u t i l i s & s  dans l e s  c o n d i t i o n s  é lec-  

t rophoré t iques  présentes,  mais non dans c e l l e s  i l i u s t r é e s  à 

la f i g u r e  22. 





3 - Test EL ISA 

C e  t e s t  a  é t é  r é a l i s é  en u t i l i s a n t  des p radu i t s  t r a d u i t s  

A p a r t i r  des ARNm de prostomiums d'animaux jeunes. Des quan- 

t i t é s  égales (200 p l  ) de m i l i e u  d' i ncuba t ion  d 'ovocytes té -  

moin e t  de m i l i e u  d ' i ncuba t ion  d 'ovocy tes  i n j e c t é s  par l e s  

ARNm, e t  d 'un e x t r a i t  des ovocytes correspondants, o n t  é t é  

d&posées dans des pu i%s  d'une plaque de m i c r a t i t r a t i o n .  La 

plaque e s t  u l té r i eu rement  incubée avec l e s  an t i co rps  a n t i -  

dyn 1-17 de Mammifères, L '  i n t e n s i t é  de l a  r éac t i on  immunolo- 

giqcte e s t  évalciée l ' a i d e  d 'un  lectectr .  Les r é s ~ i l t a t o i  de 

c e t t e  expérience conf i rment  l e s  données précédentes obtenues 

par d  ' acttreç techniqctes, Les p ro té ines  des ovocytes in , jec t é s  

par des ARNm provoquent une t r é s  f o r t e  r éac t i on  immunnlogl- 

que fcalonne D, f i g  241. En revanche, c e l l e s  qui sont  expor- 

tées dans l e  m i l i e u  d ' i ncuba t ion  ne mani fes ten t  pas de rhac- 

t i o n  p a s i t i v e  (colonne B p  f i 9  24) .  Il semble donc qu'aucun 

des p radu i t s  d '  i n t é r g t  t r a d u i t s  i n  ovo ne s a i t  expor t&s par  

l e s  avocytes i n j e c t é s  ( f i g  24).  

I1.B P o l y p e p t i d e s  reconnus par les a n t i c o r p s  é l a b o r e s  

c o n t r e  une f r a c t i o n  biochimiquement e x t r a i t e  du cerveau  d e  

N e r e i s  v i r e n s ,  f r a c t i o n  contenant  l e  f a c t e u r  i n h i b i t e u r  d e  

la  spermatogen&se 

Chez l e s  Néréidiens, l a  seule man i fes ta t i an  év idente  de 

l ' ac t i a n  d ' un p radu i  t de nei,-irosécr&tion concerne c 2 l  i e  Yu 

fac.tec.tr i n h i b i t e u r  rle la. sperniatogenese i S 1 . Héc:emment 

dans n o t r e  l abn ra ta i r e ,  De la i r e  - Hesdin a  é laboré des ank i -  

corps nommés NV24 con t re  une f r a c t i a n  hautement pur ' i? i&e par  

l a  gerforman.t^e technique dr I 'HF 'LC ( B u l e t  et. Delair-E? - 
Hesdin, corn. personne l le )  ; f r a c t i o n  qui con t i en t  l e  SIF. Il 

nous a donc paru i n t é ressan t  de t e s t e r  ces an t i co rps  vis .& 



Figure 24. H i s t o g r a m m e  r e p r é s e n t a n t  les r é s u l t a t s  d u  t es t  

ELISA réalisé à p a r t i r  d e s  p r o d u i t s  t r a d u i t s  i n  o v o .  L'immu- 

n o d é t e c t i o n  a été réalisée a v e c  les  a n t i c o r p s  a n t i - d y n  1-17 

d e  Mammifères 

C o l o n n e  A : P r o t é i n e s  l i b é r é e s  d a n s  le  m i l i e u  d ' i n c u b a t i o n  

d e s  o v o c y t e s  t é m o i n ,  s o i t  i n j e c t é s  d ' e a u  b i d i s t i l l é e  

C o l o n n e  B : P r o t é i n e s  l i b é r é e s  d a n s  le m i l i e u  d ' i n c u b a t i o n  

d e s  o v o c y t e s  i n j e c t é s  p a r  d e s  ARNm e x t r a i t s  d e  p r o s t a m i u m s  

d e  Nereis d i v e r s i c o l o r  

C o l o n n e  C : P r o t é i n e s  s é q u e s t r é e ç  d a n s  les  o v o c y t e s  t é m o i n  

C o l o n n e  D : P r o t é i n e s  s é q u e s t r é e s  d a n s  les o v o c y t e s  i n j e c t é s  

p a r  d e s  ARNm d e  p r o s t o m i u m s  d e  N e r e i s  d i v e r s i c o l o r  

lJne f o r t e  immctnoréac t ion  a &té o b t e n u e  e n t r e  les p r o d ~ i i t c j  

t r a d u i t s  z é q u e s t r é s  d a n s  les o v o c y t e s  i n j e c t é s  p a r  d e s  ARNm 

at les a n t i c o r p s  a n t i - d y n  1-17 d e  Mammifèrcs .  





v i s  des p rodu i t s  t r a d u i t s  à p a r t i r  des ARNm de cerveaux de 

htereis d i v e r s i c o l o r .  En consBquence, des p r o d u i t s  t r a d u i t s  

par exemple i n  ovo, on t  é t é  conf ron tés  aux an t i co rps  N V 2 4 .  

Les techniques u t i l i s é e s  sont  c e l l e  du t e s t  ELISA e t  c e l l e  

de 1  ' immctnatransfert. 

Le t e s t  a  & t é  p ra t i qué  en c t t i l i s a n t  des p r o d u i t s  t r a -  

d u i t s  par  l e s  ovocytes de X.  l a e v i s  aprés L ' i n j e c t i o n  des 

AHNm e x t r a i t s  de prostomicims d'animaux dont l e  sexe e s t  

indéterminable.  Les molécules t r a d u i t e s  séquestrées dans 

l ' o vocy te  e t  c e l l e s  l i bé rées  dans l e  m i l i e u  de c u l t u r e  on t  

&t& &prouvées v i s  A v i s  des an t i co rps  N V 2 4 .  Les ovocytes té- 

moin e t  l e u r  m i l i e u  d ' i n cuba t i on  on t  é t é  t e s t é s  en 

p a r a l l é l e .  

L 'ana lyse  q u a n t i t a t i v e  des r éac t i ons  immunologiques i n -  

dique une t r é s  f o r t e  reconnaissance de p rodu i t s  t r a d u i t s  re- 

tenus dans l e s  ovocytes i n j e c t é s  par 1'ARNm par  r appo r t  au 

témain (colonnes C e t  D, f i g  2 5 ) .  La mgme recherche r é a l i s é e  

sur l e  m i l i e u  d ' i ncuba t ion  des ovocytes ne montre aucune i m -  

munoréaction avec l e s  an t i co rps  N V 2 4  (colonnes A ct B ,  f i g  

25). 

2 - Te~hn iaue  de l ' i m m c i n o t r ~ n s f e r t  d i t e  de "Western b1o.t" 

Les an t i co rps  NV24 on t  é t é  confrontes A des p rodu i t s  

t r a d u i t s  i n  ovo, mais également, en guise de ré fé rence?  h 

des p ro té ines  e x t r a i t e s  du cerveau de fier-e.i% ci i v e r ~ ) i c o l a r .  

Les maiécuies pr-éalabl ement s&parées en ge l  de p o l  yarylamide 

- rdrée on t  Sté transf '&rées sur  une inembrafie de n i t r a c e l  l u l o -  

se 3 c e t t e   dernier^ a i.nçub& avec Les an t i co rps  N V 2 4 .  Ces 

an t i co rps  rerzonnaissent 1-tn ensemble de polypept i i ies e x t r a i t  



Figure 25. Histogramme i l l u s t r a n t  des r é s u l  t a t s  de t e s t s  

ELISA r & a l i s é s  A p a r t i r  des p r o d ~ i i t s  t r a d ~ t i t ç  in ctvo soumis 

A une immunodétection avec l e s  an t i co rps  ( N V 2 4 1 ,  spéc i f i ques  

de Nér&idiens, d i r i g é s  con t re  l a  f r a c t i o n  contenant l e  fac- 

teur  i n h i b i t e u r  de l a  spermatogenése (SIFI. 

Les p ro té ines  testées en A, B ,  C e t  il correspondent resper- 

t ivement A c e l l e s  des cond i t i ons  A 5  B 9  C e t  D de l a  f i g u r e  

24. 

Comme pour Les an t i co rps  nn t i -dyn  1-17 de Mamrnif&res, une 

f o r t e  r éac t i on  immunologique e s t  obtenue en t r e  l e s  p rodu i t s  

t r a d u i t s  à p a r t i r  des AHNm de prostomiums de Nere is  

c i iver~ j ico loc- ,  q u i  r es ten t  séquestrés danci l e s  ovoc)/tes, e t  

l e s  an t i co rps  d i r i g é s  con t re  la f r a c t i o n  contenant l e  S ï F  

des Nér&idiens. 





dci cerveau des animau:.::. Cet ensemble comprend des mrilécules 

de masse moléculaire comprise entre 62 et 94 kDa. Un autre 

produit, de masse moléculaire plus faible (2.8 kDa) a égale- 

ment réagi avec les anticorps considérés (piste A ,  Pig 26). 

La même analyse relative aux produits traduits in ovo, 

révQle la reconnaissance, par les anticorps utiliséç, d'un 

seul produit de masse moléculaire 28 kDa (piste B, fig 26).  

Aucun polypeptide du milieu d'incubation des ovocytes 

n' est reconnu par ces anticorps. 



Figure 26. l m m u n o t r a n s f e r t  s u r  membrane d e  n i t r o c e l l u l o s e  

d e  p r o d u i t s  t r a d u i t s  i n  o v a  à p a r t i r  d e s  ARNm d e  

p r o s t o m i u m s ,  e t  d e s  p r o t é i n e s  e x t r a i t e s  d u  c e r v e a u .  P r o t é i -  

- n e s  s & p a r & e s  s i A r  g e l  d e  p o l  y a c r y l a m i d e - u r é e .  L '  i rnmunodétec-  

t i a n  a é t P  réalisée a v e c  Les a n t i c o r p s  d i r i g é s  c o n t r e  l a  

f r a c t i o n  c o n t e n a n t  l e  SIF. 

p i s t e  U : P r o t é i n e s  extraites d u  c e r v e a u  e t  u t i l i s é s  comme 

r & f  é r e n c e  

p i s t e  B : P r o d u i t s  t r a d u i t s  i n  o v o  s é q u e s t r é s  d a n s  les ovo- 

c y t e s  i n j e c t é s  p a r  d e s  kRNm d e  p r o s t o m i u m s  

p i s t e  C : Témoin d e  B 

Un se~i l  p r o d u i t  t r a d u i t  i n  o v o ,  d e  masse rnoléç~tlaire 28 G:.Da, 

a é té  r e c o n n u  p a r  les a n t i c o r p s  é l a b o r é s  c o n t r e  la f r a c t i o n  

a c t i v e  c o n t e n a n t  l e  STF. 





I I I  Etude morphofonctionnelle 

Un s c h é m a  r e p r é s e n t a n t  l a  d i s t r i b u t i o n  d e s  noyaux gan-  

q l i o n a i r e s  n u m é r o t & s  d a n s  le c e r v e a u  d e  Yereis d i v e t y i c o l o r  

est r a p p o r t é  p a r  l e  d o c u m e n t  c i - d e s s o u s  é l a b o r é  p a r  

D h a i n a u t - C o u r t o i s  (19701. 



Des c e l l u l e s  immunoréactives aux an t i co rps  anti-praLCK 

de Mammiféres o n t  é t é  observées au n iveau du cerveau, de l a  

chalne nerveuse vent ra le ,  e t  de l ' i n t e s t i n  de Nere is  

d i v e r s i c o l o r .  

Les c e l l u l e s  marquées du cerveau se l o c a l i s e n t  dans d i f -  

f é ren t s  noyaux gang l iona i res .  Une f o r t e  r éac t i on  a é t é  ob- 

servée aci n iveau de qctelqctes pér icaryons des noyait:.: 4, 7, 8, 

10, 20, 23 e t  25, a l o r s  qu'une r d a ç t i o n  modérée a é t é  obte- 

nue au n iveau de c e r t a i n s  pér icaryons des noyaux 5, 13 e t  

14. Deç t r a j e t s  nerveu:.: dans l e  neurop i l e  son t  également 

marqués. Cependant, il f a u t  no te r  qu'au n iveau de l a  rég ion  

i n f r acé réb ra l e ,  f i  bres e t  c e l l u l e s  ne son t  pas 

immunoréac t i ves .  

Hu n iveau de l a  chasne nerveuse vent ra le ,  des c e l l u l e s  

du groupe médian e t  des c e l l u l e s  du groupe a n t é r i e u r  sont  

immunoréactives. Les an t i co rps  u t i  1 i ç é s  marquent également 

des t r a j e t s  dans l e  n e i ~ r o p i l e ,  t r a j e t s  se d i r i g e a n t  vers  l e  

n e r f  II. auelqcies ce l le i les  i n t e s t i n a l e s  r i -agissent aux a n t i -  

corps u t i l i s é s  mais sont  moins nambreuçes que c e l l e s  détec- 

tées au n iveau du cerveau ou de l a  chalne nerveuse vent ra le .  

L-a c o l o r a t i o n  au Clark a permi de d i s t i ngue r  deux popula- 

t i o n s  de neitroneç, une popci lat ion fuchsinophi  l e  e t  une au t re  

co lo rée au v e r t  lumi&re ( f i g  2 7 ) .  

La technique d i t e  des cocipes a l te rnées  ind ique  une co- 

l u c a l i s a t i o n  dans l e  cytoplasme de quelques neurones, de ma- 

t é r i e l  apparent& d'une p a r t  au précursectr cle l a  CCK e t  d'au- 

ki--F- p a r t  .& l a  CCF: 9 de Mammiféres. Lie5 traje1:s nerveu:.: immu- 

nuréaç-kifs ont  également é t 6 2  observés !Sig 2 8 ) .  



Figure 27. R é a c t i o n s  i m m u n o c y t o c h i m i q u e s  p o s i t i v e s  avec les 

a n t i c o r p s  ant i -proCCk:  d e  Mammif éres s u r  le c e r v e a u  ( P h o t u s  

A ,  B, C ,  D ,  E e t  F), çur l a  c h a z n e  n e r v e u s e  v e n t r a l e  ( p h o t u s  

G e t  H) et  s u r  les c e l l u l e s  i n t e s t i n a l e s  ( P h o t o  Z! d e  Nereis 

d i v e r s i c o l o r .  L e s  c h i f f r e s  a r a b e s  i n d i q u e n t  les n o y a u x  

g a n g l i a n n a i r e s .  

Ep, é p i d e r m e  ; NP n e u r o p i l e  ; V, v a i s s e a u  ; OA, o e i l  a n t é -  

r i e u r  ; GM, g r o u p e  median  ; I I ,  n e r f  I I  ; M F  m u s c u l a t u r e  ; 

D? d i s s i p i m e n t  ; FG, f i b r e s  g é a n t e s  ; L,  l u m i é r e  du t u b e  d i -  

g e s t i f  ; TD, t u b e  d i g e s t i f .  

Les p h o t o s  il, E et F r e p r é s e n t e n t  u n e  c o u p e  t r a n s v e r s a l e  d u  

c e r v e a u .  

L e s  p h o t o s  B, L e t  D r e p r é s e n t e n t  u n e  c o u p e  s a g i t t a l e  du  

c e r v e a u .  

Les p h o t o s  G e t  H r e p r é s e n t e n t  u n e  c o u p e  l o n g i t ~ i d i n a l e  d e  l a  

ç h a l n e  n e r v e u s e  v e n t r a l e .  

La p h o t a  I r e p r é s e n t e  le  t u n e  d i g e s t i f ,  les f l é c h e s  i n d i -  

q u e n t  d e s  p é r i c a r y a n s  ImmunorrrSac t i f s  au:.: ari t i ç ~ ) r p ç  a n  ti- 

praCCK d e  Ma-mmifères. 
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Figure 28. Co loca l i sa t i on  de r éac t i ons  pos i t i ves .  obtenues 

avec l e s  an t i co rps  anti-proCCK de Mamrniféreç (phatns A, C, E 

e t  G )  e t  avec l e s  an t i co rps  anti-CCK 8 de Mammiféres (photos 

B ,  D, F e t  Hl. Les c h i f f r e s  arabes ind iquen t  l e s  noyaux 

gangl ionnaires.  

Ep, épiderme ; QA, o e i l  a n t é r i e u r  ; CF, corpora pedonculata 

; Np, neurop i l e  : NO, n e r f  op t ique an té r i eu r  ; NP, neurop i l e  

; GM, gro~ tpe  median ; I I ,  n e r f  I I  ; M, m~rsci t la ture ; D, d is -  

s ip iment  ; FG, f i b r e s  géantes. 

Lesi photos A e t  B représentent  une coupe s a g i t t a l e  du 

cerveau. 

Les photos C, D, E e t  F représentent  une coupe l o n g i t ~ t d i n a l e  

de l a  chaZne ~ '~e rveuse  ven t ra le .  

Les f l éches  ind iquen t  une immunoréactian dans le même 

neurone. 

Les photos G e t  H représentent  une coupe h o r i r û n t a l z  de l a  

chaine nerveuse vent ra le .  

Les f ï&ches ind iquen t  des t r a j e t s  immnctréactifs avec l e s  an- 

t i c o r p s  anti-proCCk: e t  les an t icor-ps ai? ki-CCK8 de 

Mammif gres .  





I V  R e s u l t a t s  concernant  la banpue d ' e x ~ r e s s i o n  é l a b o r é e  d a n s  

le v e c t e u r  h q t  11 

2 )  Mesures de l a  q u a n t i t é  d'ADNc çyn thé t i s&e  

A u  cours de l ' é l a b o r a t i o n  de n o t r e  banque d'expression, 

il é t a i t  nécessaire de déterminer A p l u s i e u r s  r ep r i ses  l a  

concent ra t ion  d'ADNc double b r i ns .  La premi&re déterminat ion  

précède l ' é t a p e  de méthy la t ion  des s i t e s  Eco R 1  de 1'ADNc 

double b r ins .  La concent ra t ion  de ce de rn i e r  a é t é  a l o r s  

évaluée par çpectrophotométr ie.  L'absorbance A 260 nm permet 

de c a l c u l e r  que 4 ? 8  pg d'ADNc o n t  é t é  c o n s t r u i t s  A p a r t i r  de 

5 big d'ARNm po l y (A )+  e x t r a i t s  de prostomiums de Nere is  

d i v e r c o l o r  C e  bon r é s u l t a t  ind ique,  a poster ior i - ,  l e  dB- 

roulement s a t i s f a i s a n t  des r éac t i ons  enzymatiques nécessai- 

r e s  h l a  synthése d'ADNc. 

De mgme, aprés l a  p u r i f i c a t i o n  de 1'ACNc par  chromato- 

g raph ie  é l im inan t  l ' e x c é s  des " l i n k e r s " ,  e t  avant l a  recom- 

b ina ison Sn v i t r o  de 1'ARNc dans l e  phage g t  11, l a  con- 

c e n t r a t i o n  de 1'ARNc a é t é  déi-ermin&e une deuxieme f a i s -  

L'absorbance à 260 nm ind ique que 2,8 btg d'ADNc sont  pré- 

sents dans l ' é c h a n t i l l o n .  La d im inu t ion  de l a  q u a n t i t é  

d'ADNc par rappor t  & la premiére mesure e s t  certainement due 

A une pe r te  de m a t é r i e l  survenl-ie au cours des d i f f é r e n t e s  

manipulat ions nécessaires .A l a  r é a l i s a t i o n  de l a  banque 

d ' CiDNc . 

Lors  de l '  i n s e r t i o n  de 1 ' ADNc dans l e  pi-iage /\ g t  11, 

r?o~t!s avons u t i  1 i ç é  rie~i:.: sy!st&mes ci ' empaq~ietaqe ( v a i r  

"Ma té r ie l s  e t  Techniqueç"). L ' e f 7 i c a c i t é  de l'empaquetage, 

q u i  correcrpand à i 'évalc ia t ion di-I t i t r e  de la banque, a &té 

estintt-e. 



D e s  b a n q u e s  é l a b o r é e s  A p a r t i r  d'ADNc d e  s a u v a g e  çer- 

v e n t  d e  t é m o i n  p o u r  les d e u x  s y s t é m e s .  

o(- E m p a q u e t a q e  d a n s  le  s y s t é m e  "Giqapack."  

L ' e m p a q u e t a g e  d a n s  le  s y s t & m e  " G i g a p a c k "  a d o n n é  un 

m e i l l e u r  r é s u l t a t  q u e  c e l u i  o b t e n u  d a n s  le  s y s t é m e  Amersham. 

L'RDN d u  p h a g e  h s a u v a g e ,  p r i s  p o u r  t é m o i n ,  a d a n n é  un tréç 
9 

bon t i t re  : 10 p h a g e s / m l .  La p r o p o r t i o n  d e  p h a g e s  r e c o m b i -  

n é s  a a t t e i n t  les 100 %. 

L'ADN d e  A g t  11, q u i  a été c o n f r o n t é  A d e s  m o l é c u l e ç  

d '  ADNç h i c a t é n a i r e s  d a n s  le  b t i t  d ' o b t e n i r  un maximum d e  re- 

c o m b i n a i s o n  i n  v i t r o ,  a p e r m i  d ' a t t e i n d r e  le  t i t r e  d e  10 
6 

p h a g e ç / m l  d a n t  75 % ç a n t  (des r e c o m b i n a n t ç  (75 % d e  p l a g e s  d e  

l y s e  b l a n c h e s ) .  Ce r é s u l t a t  es t  s a t i s f a i s a n t .  

A p r é s  a m p l i f i c a t i o n  d e  ce t te  b a n q u e  o r i g i n e l l e ,  Le t i t r e  
d 

a a t t e i n t  10 p h a g e s / m l  ; le  p o u r c e n t a g e  d e  r e c o m b i n a n t s  n ' a  

p a s  v a r i e .  

(3- E m p a s u e t a s e  d a n s  le s y s t é m e  "Hmersham" 

$ Témoin neqat i f  : A l a  s u r f a c e  d u  m i l i e u  n u t r i t i f  c o n t e n u  

d a n s  I a  bo l ' t e  d e  r i  t a c i t e s  l a s  p l a g e s  d e  l y s e  s o n t  

b l e u e s .  C e s  d e r n i e r e s  r é s u l  t e n t  d e  l a  s y n t h é s e  d e  l a  (3 g a -  

l a c t o ç i d a s e  qui a h y d r o l y s é  fe ç u b s t r a %  X-qal .  t'ADN d e s  

p h a g e s  c o n c z r n é s  n ' e s t  d o n c  p a s  r e c o m b i n é  a u  n i v e a u  d u  s i t e  

ECO R I  du g & n e  d e  l n  p - g a l a c t a s i d a s e .  

Témain  p o s i t i f  : L ' R D N  p r é d i g é r é  à l ' a i d e  d e  l ' e n z y m e  E c o  

R I ,  foi-trni. a v e c  1e " k i t "  d '  "Gmersharn" a é t& recc3mf~inl4 j,!! 

v i . t r o .  --.--.- C e  tes t  a p e r m i  d 2 0 b t e n i . r  Lin t i t r e  d e  l(Ih p h a q e i / m l  ; 

1 .3  p r o p ~ r t i o r :  d e s  p h a q e s  r e c a m b i n g s  .a a t t e i n t  7Gi3 %. 



En ce q u i  concerne l a  banque élaborée A p a r t i r  des ARNm 
3 

de cerveaux, naus n'avons obtenu qcie 10 phages/ml dont 70 % 

sant  recombinés. Le t i t r e  a t t e i n t  par ce systéme é t a n t  i n f é -  

r i e u r  à c e l u i  r é a l i s é  par  l e  systéme "Gigapaçk", nous avons 

a l o r s  envisagé l e  "screening"  des p ro té i nes  de fus ion  d ' i n -  

t é r z t  & p a r t i r  de c e t t e  de rn iè re  banque. 

C )  Ca rac té r i sa t i on  de p ro té ines  de f us i on  

En u t i l i s a n t  Lin mklange d ' a n t i c o r p s  ant i -dyn 1-17 e t  

d ' an t i co rps  a n t i  O(-nko-endorphine, nous avons obtenu une d i -  

zaine de plages co lorées  en b l eu - v i a l e t .  Ce t te  c a l o r a t i o n  

ind ique  que l a  p ro té i ne  de fus ion  syn thé t i sée  par l e s  bacté- 

r i e s  avant l e u r  l y s e  a é t é  reconnue par  les an t i co rps  

u t i l i s é s .  Les phages recombinés de ces plages de l y se  o n t  

é t é  repiqués dans l e  bu t  d'une p u r i f i c a t i o n  des d i v e r s  

c lones. 



DISCUSSION ET CONCLUSION 



L e s  a p p r o c h e s  moléc~i la i res  q u e  n o u s  a v o n s  e n t r e p r i s e s  

s u r  l ' e x p r e s s i o n  d e  g & n e s ,  d a n s  n o t r e  m o d é l e  e x p é r i m e n t a l ,  

les p r o s t o m i u m s  d e  N e r e i s  d i v e r s i c o l o r ,  n o u s  o n t  p e r m i s  

d ' o b t e n i r  d e s  r é s u l t a t z i  q u e  n o u s  d i s c u t o n s  m a i n t e n a n t ,  e t  d e  

d é g a g e r  q u e l q u e s  c o n c l u s i o n s  q u e  n o u s  p r o p o s o n s  c i - d e s s o u s .  

La  c o m p a r a i s o n  e n t r e  les p r o d u i t s  t r a d u i t s  h p a r t i r  d e s  

ARNm i s o l é s  d e  p r o s t o m i u m s  o u  d e  c e r v e a u x  n ' i n d i q u e  a u c u n e  

d i f f é r e n c e  q u a n t i t a t i v e  a u  q u a l i t a t i v e  & v i d e n t e  e n t r e  ces 

p r o d u i t s .  Nous  c o n s i d é r o n s  d o n c  q u e  les ARNm i m p l i q u é s  d a n s  

n o s  e x p é r i e n c e s  o n t  p o u r  l a  p l u p a r t ,  s i n o n  p a u r  t o u s ,  le 

c e r v e a u  p o u r  o r i g i n e  ; la  p a r t  d e s  ARNm e x t r a i t s  d e s  t i s s u s  

a n n e x e s  au  p r o s t o m i u m  est n é g l i g e a b l e .  

C e r t a i n s  d e  n o s  r é s c i l t a t s  t s n d e n t  Ci m o n t r e r  qcie l o r s  dei 

v i e i l l i s s e m e n t  d e i  a n i m a u x  s u r v i e n t  u n e  d i m i n u t i o n  d e  la  

q u a n t i t é  g l o b a l e  d e s  p o l y p e p t i d e s  s y n t h é t i s é s  i n  v i t r o .  C e t -  

te d o n n é e  s u g g é r e  d o n c  u n e  r é d u c t i o n  p r o g r e s s i v e  d e  la  s y n -  

t h é s e  g l o b a l e  d e s  AHNm d a n s  le c e r v e a u .  C e t t e  r é d u c t i o n  p e u t  

être u n e  d e s  m a n i f e s t a t i o n s  d u  r a l e n t i s s e m e n t  d e  ï ' a c t i v i t é  

e n d o c r i n e  c é r é b r a l e  c h e z  Nereis d i v e r s i c o l o r .  Ce  r é s u l t a t  

est  Ci r a p p r o c h e r  d e  c e l u i  d e  B u l e t  ( C a m .  p e r s o n n e l l e )  q u i  

o b s e r v e  u n e  d i m i n u t i o n  d e  la  s é c r é t i o n  d u  f a c t e u r  i n h i b i t e u r  

d e  La s p e r m a t o g e n & s e  e n  c u l t u r e  o r g a n o t y p i q u e ,  e n  f o n c t i o n  

d e  l '&.kt d e  m a t u r i t é  se:.:ciel le  d e s  a n i m a ~ i ) : .  En u t i l i s a n t  cine 

t e c h n i q u e  d e  d o s a g e  b i o l o g i q u e ,  F o r c h e t  (1374) a pu é t a b l i r -  

un c y c l e  d e  l ' a c t i v i t é  e n d o c r i n e  c é r é b r a l e .  La  p r o d u c t i o n  

h o r m o n a l e  d é c r o i t  r & g u l i é r e m e n t  a u  c o u r s  d e  l a  p & r i o d e  s r&-  

t e n d a n t  d e  l a  s e x ~ t a i i s a t i o n  h La r e p r o d ~ t c  t i a n  d e s  animaci:.:. 

D e s  A R N m  p u l y  f A ) +  i so lés  d e  p r n ç t o m i u m s  d e  Ner:.z.is diiv'er- 

s i c o l o i  o n t  Pt& t r a d u i t s  & , v i t r a  i n  l y ç a t  d e  r é t i c u l o c y t e  

d e  l a p i n  ; le5 p a l y p e p t i d e s  ~b te l? l - ! s?  Etnalij~1é5 Fi3r & f  ectra-  

p h a r é s e  e n  m i l  i e ~ t  d&nat~cra i l . " ; ,  r ~ n  t i ine masse r n n l é c ~ i l a i r e  

c o m p r i s e  e n t r e  15 e t  120 kDa. D e s  ARNm p n l y ( A ; + ,  de m e m e  



o r i g i n e  q u e  les p r é c é d e n t s ,  o n t  a u s s i  été t r a d u i t s  d a n s  un 

d e u x i e m e  s y s t é m e  a c e l l u l a i r e ,  l ' e x t r a i t  d e  g e r m e s  d e  b l é .  

L e s  p o l y p e p t i d e s  o b t e n u s ,  a n a l y s é s  s e l o n  la  mi3me t e c h n i q u e  

q u e  ce l le  u t i l i s é e  p o u r  l ' é t u d e  d e s  p r o d u i t s  t r a d u i t s  e n  l y -  

sa t  d e  r é t i c u l o c y t e s  d e  l a p i n ,  o n t  u n e  masse m o l & c u l a i r e  

c o m p r i s e  e n t r e  12 e t  140 kDa. L ' e x t r a i t  d e  g e r m e s  d e  b l é  a 

été  e n v i s a g é  c o m m e  a u t r e  s y s t é m e  d e  t r a d u c t i o n  e n  m i l i e u  

acel l u l a i r e ,  car  ce s y s t é m e  s e m b l e  r e n d r e  p o s s i b l ~ z  o ~ t  m'%me 

ç i m p l e m e n t  f a c i l i t e r  l a  t r a d ~ l c t i o n  d e  c e r t a i n s  HFi'Nm ( B o r e l l i  

e t  Wu, 1Y85). En p a r t i c u l i e r .  ce m i l i e u  s e m b l e  c a n s t i t u e r  un  

s y s t è m e  f a v o r a b l e  p o u r  l a  t r a d u c t i o n  d e s  p e p t i d e s .  H p r o p o s  

d e  n o t r e  mat&riel,  l ' e x t r a i t  d e  g e r m e s  d e  blé n e  %s'est p a s  

r é v é l é  m e i l l e u r  q u e  l e  l y s a t  d e  r é t i c u l o c y t e s  d e  l a p i n  p o u r  

la  s y n t h é s e  i n  v i t r o  d e  p e p t i d e s  d e  masse m o l é c u l a i r - e  i n f é -  

r i e u r e  à 2.C) k D a .  

a a l  la t r a d u c t i o n  d e s  ARNm po?yfFI:+ d a n s  Lin 

s y s t a m e  c e l l u l a i r e ,  r e p r é s e n t é  p a r  l ' o v o c y t e  d e  l ' w m p h i b i e n  

. e n o ~ c i s  l a e v i s ,  a é té  é g a l e m e n t  testée, Notre o b j e c t i f  é t a i t  

d ' & p r o u v e r  la  c a p a c i t é  d e  l ' o v o c y t e  t r a d u i r e  d e s  p r é c b r -  

s e u r s  d e  n e u r o p e p t i d e s  e t  A f a i r e  s u b i r  u n e  m a t u r a t i o n  A ces 

macromolécu lec i .  N o t r e  p r o j e t  é t a i t  a u s s i  d e  mettre e n  &.di- 

d e n c e  u n e  é v e n t u e l l e  e x p a r t a t i a n  d e s  p r o d u i t s  m a t u r é s  v e r s  

l e  m i l i e u  d ' i n c u b a t i c n  d e s  c e l l u l e s  a y a n t  r e ç u  d e  I'URNm. 

D e s  é l e c t r o p h o r é s e ç  e n  g e l  d e  p o l y a c r y l a m i d e  - u r é e  d e s  p r o -  

d u i t s  t r a d u i t s  A p a r t i r  d e s  RKNm p o l y i H i +  d e  p r a s t o m i u m s  d e  

Nerei.5 d i . v e r s i . c û l o r  r & v & l e n t  l a  p r é s e n c e  d e  maléc~i les  noit- 

ve1 l e m e n t  çyli t17étisées, !1?arqc;éi3ç A l a  m & t h i o n i n e - 5 3 5 .  Ces 

p r o d i l t i t s ,  qci:i p o s s & d e n  t Ltne masse m o l é c i t l a i r e  c o m p r i s e  e n t r e  

4 ?  5 e t  9 5  k U a , ,  s a n t  d & . i e c t a b l e c i  a u s s i  b i e n  A i ' i n " r _ é r i r c i r  d e s  

o v o c y t e s  q u e  d a n s  le m i l i e u  d ' i n c u b a t i o n .  L a  p r é s e n c e  d a n s  

1.e m i l i e u  c i '  i n c u b a t i o n  d e  c e r t a i n s  p r o d u i t s  d e  f a i b L e  masse 

mo%écttlaite évaq~ic r  u n e  m a t ~ t r a t i o n  p o s t - t r a d t i c t i o n e l  ïe de 

certai i is  p o l y p e p t i d e s  t radt t i t s  ;ir1 DVQ. 



L'ensemble des r é s u l t a t s  précédents concernant l e s  poly-  

pept ides t r a d u i t s  dans d i v e r s  systémes c e l l u l a i r e  ou ace l l u -  

? a i r e  i nd ique  une bonne conservat ion des ARNm i s o l é s  des 

prostomiums. Une e x t r a c t i o n  soigneuse des ARNm, p ra t i quée  en 

é v i t a n t  l a  technique u s u e l l e  au phénol, mais en met tant  en 

oeuvre l ' a c t i o n  de l ' i s o t h i o c y a n a t e  de guanidium, nous a  

semblé une cond i t i on  nécessai re pour l ' i s o l e m e n t  d'ARNm de 

q u a l i t é  A p a r t i r  d'organes éventuel lement r i c h e s  en r ibonu- 

c léases CActis e t  a l . ,  1983 ; F r a z i e r  e t  a l . ,  1983). 

Bien que l e s  e x t r a i t s  d'ARNm a i e n t  é t é  t r a i t e s  par  l e  

L i C l  q u i  r é d u i t  de façon e f f i c a c e  l a  contaminat ion i n é v i t a -  

b l e  par  des ac ides nuclé iques b i ca téna i res  ISaiga e t  

Edstriim, 1985), des t races  de molécules contaminantes peu- 

vent  p e r s i s t e r  dans l e s  e x t r a i t s .  Les molécules contaminan- 

t es  sont  par  exemple des t r aces  d'ARN dont l a  s t r u c t u r e  p r i -  

maire conf & r e  une s t r u c t u r e  secondaire p a r t i e l  lemen t 

b ica téna i re ,  q u i  peuvent exercer  une i n h i b i t i o n  su r  l a  t r a -  

duc t ion  i n  v i t r o  des ARNm en l y s a t  de r é t i c u l a c y t e s  de l a p i n  

( B o r r e l i  e t  Wu, 19851. Un passage des ARN, préalablement 

t r a i t é s  au LiCL, au t r a v e r s  d 'une calonne d ' a f f i n i t é  

d 'o l iga-dT c e l l u l a s e  permet d ' o b t e n i r  des ARNm dont  l e  degré 

de pure té  e s t  s a t i s f a i s a n t  pour mener 21 b ien n o t r e  

expér imentat ion. 

L ' o b t e n t i o n  des AKNm q u i  se t rouvent  dans un ban é t a t  de 

canplervation , e t  i a  qua1 i t é  constante rfe nopl p répara t ions  

nous on t  condu i t ,  en tou te  log ique,  à envisager l a  caracté- 

r i s a t i o n  d  ' un au de p l u s i e u r s  poL ypept ides siyn t h e t i s b s  h 

p a r t i r  de ces ARNm i ç a l é s  de cerveaux de Nere is  

d i v e r s i c o l o r .  Lzs rechercheç en t rep r i ses  sur ?es sys t h e s  

nectroendocriries des iVér&idiens montrent q?.!e Leç p r i nc i pes  

b ia loq iqueç a c t i f s  sant  de na tu re  pept id ique ( B u l e t  e t  

Porchet, 1 9 S b  ; S m i r i  e t  Andries, com. pe rsanne l le ) .  I I  a 

A?.& démontré, chez d  ' atctrepl organir---mes -?nvert i-brés e t  Ver- 



tebrés l  q u ' i l  s ' a g i t  de molécules A ca rac té re  neurohormonal, 

q u i  dé r i ven t  généralement d 'une molécule prbcurseur apr&s 

une maturat ion p o s t - t r a d ~ i c t i o n e l l e .  En conséqcience, n o t r e  

a t t e n t i o n  a  é t é  na ture l lement  a t t i r é e  ve rs  l a  mise en év i -  

dence e t  l a  c a r a c t é r i s a t i o n  des précurseurs de ces substan- 

ces pept id iques dont 19 moyen d '4 tude l e  p l u s  év iden t  e s t  

c e l u i  de l ' exp ress ion  des génes correspon- dants. La carac- 

t é r i s a t i o n  de c e r t a i n s  p rodu i t s  t r a d u i t s  a  é t &  essen t i e l  l e -  

ment r é a l i s é e  en u t i l i s a n t  des an t i co rps  é laborés con t re  des 

espéces molécu la i res  p rodu i tes  par  des c e l l u l e s  de 

Mammiféres. Les an t i co rps  t es tés  sont  d'une p a r t  ceux d i r i -  

gés con t re  ce r t a i nes  séquences de l a  préproCLK de 

Mammiféres, e t  d ' a u t r e  p a r t  ceux d i r i g é s  con t r e  l a  dyn 1-17 

e t  l 'd-néo-endorphine de Mammiféres. A propos de l a  . f am i l l e  

de l a  CCK, Be in fe l d  (1985) a  démontré qu'aucun an t i co rps  d i -  

r i g é  con t re  l a  CCK 8 ou con t re  l a  CCK 35 n ' e s t  capable de 

dé tec te r  l e s  molécules de CCK supér ieures A l a  CCK 58. Ces 

an t i co rps  ne reconnaissent donc pas l a  molécule précurseur 

(préproCCK). Ces données exp l iquent  n o t r e  choix  d ' u t i l i s e r  

des an t i co rps  d i r i g é s  con t re  des séquences de pr&proCCK de 

Mammiféres. En revanche, l e s  arguments précédents ne sont  

pas recevables pour l a  mise en évidence du t e s t  imp l iquant  

1  ' i i t i l i s a t i o n  des an t i co rps  ant i -dyn 1-1'7 e t  a n t i  A-néo- 

endorphine q u i  peuvent reconnar t re l a  molécules de l e u r  pré- 

curseur ( préprûdyn ) (Schroder e t  a l .  , lSRE?) . Nous, avons aus- 

s i  t e s t é  un an t i ca rps  monoclonal spéc i f i que  de molécules de 

NESrC-Sidiens, gracieusement f ourr?i.s. par- Delaire-t lesdin de na- 

,trr^ l abo ra to i r e ,  v i s  A v i s  de prodc.iits t r ad i~ i . k ç  j.n o\io. L'un 

de ces dern ie rs ,  de masse molecu la i re  28 kDa, e t  1  'un des 

polypept ides i s a l & s  du cerveau, de m'@'me masse mulécu la i re  

on t  é t é  recannus par- l ' a n t i c u r p s  d i r i q é  c o n t r e  l a  f r a c t i o n  

a c t i v e  contenant Le fac teu r  i n h i b i t e u r  de la spermataqenèse 

chez M r e i s  vi.rens (Bu le t  e t  Delaire-Hesdin, cam. 

personnel le1 a Par a i l  l e ~ i r s ,  i ' ~ t t . . i l i s & t i o n  d'il-\ntic33rps &labo- 

l l f 3  



r s  contre la dyn 1-17 et contre l'd-néo-endorphine de 

Mammiféres, vis à vis de produits traduits in vitro ou 

OJO, indique la présence d'un ensemble de prodttitç bien 

définis, de masse moléct-ilaire comprise entre 66 et '7Ct kDa, 

réagissant avec chacun de ces deux anticorps. Un résultat 

identique a été obtenu en utilisant les protéines extraites 

du cerveau. De plus, un peptide de masse moléculaire égale h 

1,8 kDa, isolé du cerveau, a été reconnu par les anticorps 

dirigés contre la dyn 1-17 de Mammiféres. Ce produit dont La 

masse moléculaire est trés voisine de celle de la dyn 1-17 

de Mammiféres peut gtre apparenté a son homolaque chez les 
Vertébrés. 

L'utilisation d'anticorps dirigés contre certaines sé- 

quences de la préproCCK de Mammiféres, nous a permis de ca- 

ractériser certains produits traduits in ovo ou in vitro A 

partir des AWNm extraits de cerveaux de Nereis diversicolor. 

Deux de ces produits de masse tnolécctlaire 64 et '70 kDa ont 

également été retrouvés parmi ?es protéines extraites du 

cerveau. Ces deux protéines peuvent servir de réference et 

leur reconnaissance conforte les résulta.ks des traductions 

obtenues partir des AHNm isolés, au moins pour ces grands 

palypeptldes de 64 et 70 kDa. 

Ces mgmes anticorps, dirigés contre le précurseur de la 

CCK de Mammiféres, ont été aussi testés en immuno- 

histachimie dans le but d'une localisation precise au niveau 

ce1 luLairep de 1 ' origine des AHNm spécifiant les pt-odui ts 

traduits reconnus. Les résultats obtenus au cours de cette 

étude morphofanctionelle réa?isée sur le système nerveux d e  

i;:Jercis cliversicolor rovtllen t des ce1 lules irnm~tnaréacéives 

qi..t-i iar?s.ti.tuent probablement le si te de .jyn,kh&se d e s  ARNm 

corr~çpondani A ri2 pr-&curseur. Les cellules de différents 

noyaux ganglionaires du cerveau et de La chalne nerveuse tg- 

mt2icjnen.t d'une large ùistriDc;.tion de ce.tte mr~lclci-tle dans 



l ' e n s e m b l e  d u  s y s t é m e  n e r v e u x  d e  N é r é i d i e n s .  C e t t e  l a r g e  

d i s t r i b u t i o n  a été é g a l e m e n t  o b s e r v e e  a v e c  le p r é c u r s e u r  d e  

l a  CCK a u  n i v e a u  d u  s y ç t é m e  n e r v e u x  d e s  Mammifères  ( L a r s s o n  

e t  R e h f e l d ,  19.77). N o s  r é s u l t a t s  s o n t  a u s s i  à r a p p r o c h e r  d e  

c e u x  o b t e n u s  p a r  E n g e l h a r d t  e t  a l .  (1982) e t  D h a i n a u t -  

C o u r t o i s  e t  a l .  ( 1 9 8 5 b ,  1986). En e f f e t ,  ces a u t e u r s  o n t  m i s  

e n  é v i . d e n c e  u n e  l a r g e  d i s t r i b u t i o n  d e  m o l é c u l e s  a p p a r e n t é e s  

A l a  CCK 8 d a n ç  t o u t  le  s y s t é m e  nerveci:.: d e  N e r e i s  

d i v e r s i c o l o r .  La  m é t h o d e  d i t e  d e s  c o u p e s  a l t e r n é e s  n o u s  a 

' c o n d u i t  & r e c o n n a z t r e  que l a  r é p a r t i t i o n  d e s  c e l l u l e s  immu- 

n o r é a c t i v e s  h l ' a n t i c a r p s  anti-CCK 8 r e c o u v r e  p a r t i e l l e m e n t  

ce l le  d e s  c e l l u l e s  r é a g i s s a n t  à 1 ' a n t . i c o r p s  an t i -p roCCK d e  

Mammiféres .  L ' a f f i n i t é  t i n c t o r i a l e  a u  c o l o r a n t  d e  C l a r k  i n -  

d i q u e  la  p r é s e n c e  d ' a u  m o i n s  d e u x  p o p u l a t i o n s  d e  n e u r o n e s  

s é c r é t e u r s  ( c e l l u l e s  f c i c h s i n o p h i l e s  e t   ell lit les calctrées p a r  

le v e r t  l u m i è r e ) ,  q u i  p o s s è d e n t  a u s s i  un p r é c u r s e u r  d e  l a  

CCK a p p a r e n t é  A c e l u i  d e s  Mammifé res .  La  p r é s e n c e  d e  t r a j e t s  

n e r v e u x  m a r q u é s  p a r  l ' a n t i c o r p s  an%i-praCCK d a n s  le  n e u r o p i -  

le  est  d i f f i c i l e  à i n t e r p r é t e r .  S ' a g i t - i l  d ' u n  t r a n s p o r t  d e  

m a l é c u l e s  d o n t  la  m a t u r a t i o n  à p a r t i r  d u  p r é c u r s e u r  e s t  i n a -  

c h e v é e  '? P a r  a i l l e u r s ,  l ' a b s e n c e  d e  c e l l u l e s  e t  d e  f i b r e s  

i m r n u n o r é a c t i v e ç  d a n s  l a  r é g i o n  i n f r a c é r & b r a l e  m o n t r e  q u e  les  

m o l é c c i l e s  i n t e r m é d i a i r e s  p r é c é d e n t e s  n e  s o n t  p a s  l i h é r é e s  A 

ce n i v e a u  d a n s  le  coelome. C e t t e  a h s e n c e  d e  m a r q u a g e  a é g a -  

lemen t été o b s e r v é e  a p r é s  ~ t t i ?  i s a t i o n  d e s  a n t i c o r p s  a n  ti-GCK 

8 ( E n g e l h a r e t  e t  a l . ,  1982). E n f i n ,  q u e l q u e s  c e l l u l e s  i n k e s -  

t i n a l e s  nnk é g a l e m e n t  &té  r e c o n n u e s  p a r  les a n t i c o r p s  a n t i -  

proCCK d e  Mammif&res .  D e s  m o % é c u l e ç  a p p a r e n t é e s  .A l a  proCCk 

s e r a i e n t  d o n c  a ~ i z s i  p r & s e n t e s  a u  n i v e a u  d e  l ' i n t e s t i n .  C e t t e  

d é d a c t i a r !  e s t  crtm-Fart@e p a r  :i ' u t i l  i s a t l a n  des a n t i c r ~ r p 5  
an . k i - ~ : - - ~  L,... i3 clcii rnarqctent d e s  r e l l a l e s  i n t e r ; ' t i n a l e s  c h e z  ::?! 

r ~ i s  d - ~ v ~ ~ r ~ ~ c ~ ~ a r  ( D h a i n a u t - C a u r t o i s  e t  a l . ,  ,'iy8sa) et chez 

3 2 s  Marnmif&res C K e h f e l d ,  1 9 7 8 ) .  



La présence simultanée des précurseurs de la CCK au niveau 

du systéme nerveux et au niveau de l'intestin, nous permet 

de postuler que les peptides qui dérivent du pr&curseur peu- 

vent exercer des fonctions multiples : neuratransmetteurs 

et/ou neuromodulaCeurs au sein du systéme nerveux et hormone 

au niveau de l'intestin. 

L'ensemble de ces résultats d' immcinodÇ-tection, mettant 

en oeuvre des anticorps variés qui reconnaissent des poly- 

peptides @:.:traits du cerveau, des polypeptides traduits in 
vitra ou in avo A partir des AWNm extraits du mgme organe, 

des produits de sécrétion in situ au niveau de certaines 

cellules du cerveau ; si nous ajoutons que les résultats ont 

&té abtenus par des protucules différents, électrupheréses 

en diverses conditions, immunaprécipitation, immunotransfert 

g l'ensemble de ces-résultats, donc, nous a naturellement 

incité & élahorkr une banque d'expression et à prévoir l'u- 

tilisation d'une panoplie d'anticorps à notre disposition 

pour cribler les éventuels clones recambin&s, par le biais 

de la reconnaissance de leur protéine de fusion. 

Effectivement, l 'utilisation d'anticorps anti-dyn 1-17 et 

anti 4 -n&o-endorphine a d & j A  permis de détecter des c loneç 

de phages intéressants et d'amplifier ces colonies. 

Les travaux immunohistachimiques réalisés d'une part 

avec les anticorps élaborés contre la dyn 1-17 et contre 1' 

4-néo-endorphine de Mammiféres IDhainaut-Courtois et al., 

1986 ; Dhainaut-Courtois et Golding, 1 Y 8 5 )  et d'autre paré 

avec les anticorps anti-CCK/gaçtrine de Mamrni7&res (Engel- 

hardt et aï,, 1982) mnntrent la présence dans .LE cerveau de 

8erei.ç diversi~olar~ de mblécules apparentées à ces trois 

peptides de Namcniféres , Wécemnent une techniqi-ie citromatuqra- 

phiqcie I!-iFrL..Cf a permis 1 '  isolement 21 partir dct cerveau de 

Nxeis diversicalar de peptides apparsntés h la CCKigastrine 

( Ç m j . r i  et Gndriés, corn. personnel le 1 .  



Ces r & s u l t a t ç  i n té ressan ts ,  acquis  par des approches cy- 

to log iques ou biochimiques, con fo r t en t  l a  n o t i o n  de l ' e x i s -  

tence de molécu?es précurseurs correspondant aux pept ides 

mentionés dans l e  cerveau des Néréidiens. Nous proposons 

donc que l e  po lypept ide  de masse mo lécu la i re  égale 41 70 kDa, 

ca rac té r i sé  par l e s  an t i co rps  anti-prclCCIC: e t  par l e s  a n t i -  

corps ant i -dyn 1-17 e t  a n t i  O(-néo-endorphine de Mammiféres, 

s o i t  le precurseur  d e  ces substances p e p t i d i q u e s .  Cet te  hy- 

pothése s 'appuie e s s e n t i e l  lement sur l e s  immunadétections 

r éa l i sées  à p a r t i r  des p rodu i t s  t r a d u i t s  i n  v i t r o ,  ca r  l e  

l y s a t  de r é t i c u l o c y t e  de l a p i n  e t  l ' e x t r a i t  de germes de b l &  

c o n s t i t u e n t  des systémes a c e l l ~ i l a i r e s  de t r aduc t i on  dans 

lesquels ,  f au te  d'enzymes, aucune matura%ion post- 

t radc ic t i one l l e  n ' e s t  possiblci.  Le po lypept ide  de masse molé- 

c u l a i r e  égale A 70 kDa représente donc vraisemblablement l a  

forme p r ima i re  saus l a q u e l l e  ce préccrrsecir e s t  syn thét isé .  

11 nous semble impor tan t  de rappe ler  qcie l a  technique de 

l '%mmuno~kransfert,  comme c e l l e  de l ' immnunohistochimie a t -  

t e s t e n t  l a  présence de c e t t e  forme mo lécu la i re  au n iveau de 

c e l l u l e s  cérébra les.  

Kakidani  e t  a l .  (1382) on t  montré que chez l e s  

Mammif E.res!, l a  dyn 1-17 e t  1  'd -n&o-endorphine sont  deux pep- 

t i d e s  opioïdes q ~ i i  dé r i ven t ,  par  une matcirat ion post- 

. t radcict ionel  l.e, d ' un mgme préci-irsecir nommé prcldyn act proen- 

képhal ine B. La reconnaissance du po lypept ide  de masçe molé- 

c u l a i r e  égale à 7Ct kDa par chacun des an t i co rps  d i i - i qés  con- 
.L cre ce5 deux pept ides  op ic ides ,  const i . t i !e iin argunren t 

majeur, en favei-ir de l 'hypothr+se de l 'e:.:istencst dans le ter- 

veat-i de5 Nérl- idiens, d ' iin précctirscur de sassri mo:Ltlicitlai.re 

Blevee, à p a r t i r  duquel d i f f é r e n t s  pept ides peuvent de r i ve r .  

Nnus postulons auss i  que c h e z  des Inve r téb rés  i n f & r i e u r ç ,  

l e s  Nérd id iensp romme dans les organismes supér ieurs,  les 

Mammiféres, l e s  pept ides apiaïdes dé r i ven t  par maturat ion,  

d  ' ttn préci.~rc;eur cornmi-in . 



P l  es t  c e p e n d a n t  d i f f i c i l e  d ' e x c l u r e  t o t a l e m e n t  l ' e x i s -  

t e n c e  d e  d e u x  p r & c u r s e u r s  d e  mSme masse moléculaire  i70 

kDa), l ' u n  à l ' o r i g i n e  d e  l a  CCK e t  l ' a u t r e  à l ' o r i g i n e  d e  

l a  dyn 1-17 e t  d e d - n é a - e n d o r p h i n e .  

P a r m i  les p r o d u i t s  t r a d u i t s  i n  o v o ,  d e s  p o l y p e p t i d e s  d e  

masse m o l é c u l a i r e  i n f é r i e u r e  à 70 kDa o n t  a u s s i  é té  r e c o n n u s  

p a r  les d i f f ë r e n t s  a n t i c o r p s  u t i l i s é s .  S i  n o u s  g a r d o n s  en 

m é m o i r e  q u e  ces  p o l y p e p t i d e s  n e  s o n t  jamais d é t e c t g s  a p r é s  

d e s  t r a d u c t i o n s  d a n s  les d e u x  s y s t 8 m e s  a c e l l u l a i r e s  

e m p l o y é s ,  i l  n o u s  s e m b l e  p o s s i b l e  d e  p r o p o s e r  q u e  ces p r o -  

d u i t s  o n t  p r o b a b l e m e n t  p o u r  o r i g i n e  l a  m o l é c u l e  d e  70 kDa. 

En f a v e u r  d e  ce t te  h y p o t h é s e ,  n o u s  c o n s i d é r o n s  q u e  les p o l y -  

p e p t i d e s  i s o l é s  d u  c e r v e a u ,  e t  d a n t  l a  masse m o l é c u l a i r e  es t  

i n f é r i e u r e  A 7t:) k D a  s o i e n t  le r é s c i l t a t  d ' u n e  m a t u r a t i o n  na -  

t u r e l l e  q ~ t i  se p r o d u i t  d a n s  les cellttles c é r é b r a l e s .  La  m a -  

t u r a t i o n  d u  p r é c u r s e u r  d e  masse m o l é c u l a i r e  é g a l e  à 70 kDa 

se f e r a i t  a l o r s  e n  p l u s i e u r s  é t a p e s .  Chaque  é t a p e  d e  cet te 

m a t u r a t i o n  d o n n e r a i t  n a i s s a n c e  & u n  o u  A p l u s i e u r s  p e p t i d e s  

a c t i f s  e t  à u n e  f o r m e  i n t e r m é d i a i r e  d u  p r é c u r s e u r .  C e t t e  m a -  

t u r a t i o n  e n  p l u s i e u r s  é t a p e s ,  i m p i  i q u a n  t p r o b a b l e m e n  t d e s  

s y s t é m e s  e n z y m a t i q u e s  d i s t i n c t s ,  a &té d e c r i t e  p o u r  l e  p r é -  

c u r s e u r  commun des h o r m o n e s  n e u r o h y p o p h y s a i r e s  e t  des n e u r o -  

p h y s i n e ç  chez les Mammifères  ( C h a u v e t ,  1988). 

Nous a v a n s  a u s s i  m i s  e n  é v i d e n c e  d ' a u t r e s  f a m i l l e s  d e  

p r o d u i t s  t r a d u i t s  i n  o v a ,  p r o d u i t s  m a l  d e f i n i s  a p r é ç  élec- 

t r o p h a r A s e  d e s  i m m u n o p r é ç i p i t é s .  Ces p r a d u i t s ,  a b s e n t s  d e s  

e x t r a i t s  d u  c e r v e a u ,  p e u v e n t  Z t r e  c u n s i d é r é s  c o m m e  d e s  pra- 

d u i t s  r é s u l t a n t s  d ' u n e  d é g r a d a t i o n  p a r  d e s  e n z y m e s  o v o c y t a i -  

res dcc p r & c ~ t r s e c i r  d e  masse m o l & c u l a i r e  '70: k D a .  Eii e f  ? e t ?  50- 

r e q  e t  M i s k i n  ( 1481 ) r a p p a r t e n  t q u e  des p r c t é a s e s ,  p r A s e n  tes 

d a n s  les a v o c y t e s  d e  X .  l a e v i c ; ,  p e u v e n t  r e c a n n a L t r e  d e s  si- 

tes p r u t é a l y t i q u e s  au  n i v e a u  d e  c e r t a i n s  p r o d u i t s  t r a d u i t s  

a q r é s  1 ' i n j e c t i o n  d '  GRNm e t  p a r  ç o n s é q ~ t e n t  i n d c t i ~ s e n t  d e s  

d é g t - a d a t i u n s ,  C e t t e  i n t e r u r b t a t i a n  es t  c :anfa r t ée  p a r  1  ' a b -  

s e n c e  cie ces  ? a r n i . l  les cie p r o d u i t s ,  p a r m i  les p r o t é i n e s  i so -  

l & e o  dci ~ I E P V E - ~ U .  

'j2:x 



Les p ro té ines  sécrétées dans l e  m i l i e u  de c u l t u r e  par  

].es ovocytes ayant reqti en i n j e c t i o n  des ARNm de cerveau ne 

sont pas reconnues par l e s  d i f f é r e n t s  an%icorps tes tés .  Le t -  

t e  absence de r éac t i on  immunologique suqgére que l e s  pro- 

d u i t s  reconnus par  ces mgmes an t i co rps  dans l e s  ovocytes de- 

meurent & l ' i n t é r i e u r  des c e l l u l e s .  Il e s t  donc vraiçembla- 

b l e  que l e s  ovocytes de X .  l a e v i s  ne possédent pas l ' kqu i pe -  

ment enzymatique complet nécessai re à une matura t ion  post-  

traduc t i o n e l  l e  normale du po lypept ide  de 70 kDa des 

Néréidiens. En conséquence, des pept ides biologiquement ac- 

t i f s  ne sont  pas l i bé rés ,  au moins en quantités immunologi- 

quement détectables, par l ' o vocy te .  

Les d i v e r s  réac t ions  immunalogiques du précurseur des 

Néré id iens avec l e s  d i f f é r e n t s  an t i co rps  utilisas naus i n c i -  

te13 t h pos tu l e r  que ce précurseur passéde c e r t a i n e s  strctc tu -  

r e s  maléctr la i reç homologcies & c e l l e  de l a  proCCb::, mais auss i  

& c e l l e s  de pept ides opioïdes de Mammiféres. Cependant, l e  

pos tu l a t  d o i t  8 t r e  présenté avec réserve, ca r  on ne peut es- 

c l u r e  l ' e x i s t e n c e  de deux précurseurs de 70 k D a .  

Nous dési rons a t t i r e r  l ' a t t e n t i o n  sur l e  f a i t  que parmi 

l e s  d l f  f é r e n t s  an t i co rps  u t i l i s é s ,  l 'un d '  en t r e  eux nommé 

3.700/3 par  "ehfefd, présente un int i - r i3t  majeur. En e f f e t ,  

c e t  an t i co rps  a é t é  é laboré con t r e  l e  s i t e  d 'amidat iun  ( ï r p -  

Met.-Hsp-Phe-CONH2-Giy-Arg-Arg 1 ( r é s i d ~ i s  1(1)(1:-106 de l a  proC:Ct(': 

humaine) (Takahashi g t  a i . ,  1985 ; Rehfeld, I Y 8 7 ) .  Ce s i t e  

d 'amidat ian  est une c i b l e  spéc i f i que  de matura t ion  de la 

proCCK (Rehfe ld e t  Hansen, 1386). Cet te in fc i rmat ian donne de 

l ' impar tance  l a  reconnaissance du palypepti.de de masse mo- 

: t&cu l . a i r r  70 kDa. Il y a u r a i t  donc ilnn c e r t a i n e  homologie 

e n t r e  l e  s i t e  d'amidat ian dct prbc~ir-çeur de l a  CCb:: humaine e t  

un 5 dti pr&curseiir- que nuus avons d é c ~ ; t ! v ~ - ' i ~ t  ciis;: l e 9  

N&rékdienç. 



Cependant, il nous f a u t  mentioner que l a  molécule du 

précurseur des Néré id iens,  pour l a q u e l l e  nous pensons a v o i r  

t rouvé quelques ressemblances avec l a  proCCK e t  l a  prodyn de 

Mammiféres, se ca rac té r i se  par  une masse molécu la i re  t r é s  

d i f f é r e n t e  de ses homalagues des Vertébrés supér ieurs.  En 

e f f e t ,  l a  proCCK humaine (Rehfeld,  19871, de même que l a  

proCCK de r a t  (Eceinfeld, 1985) poss&dent Line masse molécu- 

l a i r e  d 'env i ron  1s kDa, e t  l a  prodyn de 30 kDa (Lewis e t  

Er-ickson, 1986). Lewis e t  Er içkson i 1 Y 8 6 )  on t  montré que l a  

prodyn appa r t i en t  A une c lasse de précurseurs neuropept id i -  

ques q u i  se c a r a c t é r i s e  par l a  présence de copies m u l t i p l e s  

d 'un  même pept ide  au s e i n  de l e u r  s t r u c t u r e .  Nous invoquons, 

avec prudence, cine o rgan isa t ion  semblable p o ~ t r  exp l i que r  l e  

gigant isme du précureie~tr de Néré id iens par  r appo r t  A ses ho- 

mo logue~  des Mammiféres. Le précurseur de 70 kDa, syn thé t i sé  

A p a r t i r  des ARNm de Nere is  d i v e r s i c o l a r ,  camprendrait au 

i7iveau de son o rgan isa t ion  molécu la i re  de m u l t i p l e  copies de 

séquences homalogi-ies d ' cine p a r t  au): pept ides  opioïdes, e t  

d ' a u t r e  p a r t  aux malécules de l a  CCK ; on ne peut exc lu re  l a  

présence au se i n  de ce "mégaprécurseur" de séquences pep t i -  

d iques encore insoupsonnées. Nous suggérons meme une r é p é t i -  

t i o n  p l us  importante de copies du mgme pept ide  que c e l l e  q u i  

se p r o d u i t  au se i n  de l a  molécule de prodyn. La redondance 

molécu la i re  q u i  v i e n t  d ' s t r e  invoquée s e r a i t  respnnsable, au 

moins en p a r t i e ,  de l a  masse malécu la i re  élevée du précur-  

seur des Néréidiens. Ce t te  r & p é t i t i o n  de sdquences a &t& d é -  

terminée dans l e  précurseur du FMRF-amiue d é c r i t  chez un au- 

t r e  I nve r t éb r@?  1 ' Ap lys ie .  En e f . fe t ,  -ra~is:s.lLg e t  a1 t X488 j 

!3nt rnontr' que 28 cop ies   cl^: pentapep!tide F'i'?e-Met-Arg-F'he-Gïy 

%- . 3 . i r? t  .- i r?cluses dans l a  maléciif e pr'cursectr d r  71 k2a. 

Le prérursettr- que nous avons ca rac té r i sé  chez: le-; iqér&i- 

!:fiens p e u t  également appar ten i r  A cine deu:.:i&rne ï:Ialjzie de 

précurseurs. Cet te  de rn i& re  regrûupe des pr&curseurs A par- 

- k i r  desquels dé r i ven t  de m u l t i p l e s  pept ides  exprimant d i f f é  
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rentes activités bialogiques. Dans cette classe, il est 

poçsibïe d'inclure le précurseur de la CDCH dgcrit chez la 

Lymnée. De cette préproharmone de .3O kDa, 12 peptides 

différents, possédant des fonctions bioïogiques différentes, 

sont libérés par des phénoménes de maturation (Vreugdenhil 

et al., 1988b3. Dans l'état actuel de nos connaissances, 

nous sommes dans l'incapacité de classer dans l'une des deux 

catégoriesF le précurseur que nous avons raractgrisé chez 

les Néréidiens. Nous ne pouvons que proposer l'existence 

d'un précurseur de masse moléccilaire 'levée 7 kDaf qui 

peut %tre commun A différents peptides actifs, incluant la 

CCK et la famille des opioïdeç. De plus, nous pouvons avan- 

cer que dans le cerveau des Néréidiens, il existe certaine- 

ment d'autres pr&curçeurs que celui qui a &té dgtecté par 

les anticorps &laborés contre la proCCK et contre la dyn i- 

17 et l'A-néo-endorphine de Mammifgreç. Cette, proposition 

est çoutendue par l'utilisation des anticorpç spécifiques 

&labares contre des molécules isolées de Néréidiens. Ainsi, 

le produit de masse mol&culaire égale A 28 kUa, reconnu par 

L'anticorps monoclonal dirigé contre la fraction contenant 

le facteur inhibiteur de la spermatogenèse, représente cer- 

tainement un autre type de précurseur, différent de celui de 

70 kDa, et A partir dciq~iel d'atttres ne~tropeptides actifs 

sont maturés. 

Enfin, nous postulons que chez les NérPidiens, Inverté- 

bres inférieurs, il existe un petit nombre de précurseurs 

neurmpeptidiques, mais d e  masse molécufaire élevée. Ces pré- 

curseurs cnmprendraien t p lusieurs f ami l les pept.idiques mé-  

diant différentes activités biulogiques. L'$vniutiun des es- 

p&ces se serai t accompagnée d ' une mul tipl ication des pr&cur- 

seurs des neuropeptides ; chaque famille peptidiyue, carac- 

térisée par une fonctian bioloqiqi,!e, d&riverait 13'' itn préi:ur-- 

çecir qui lui .  est propre. 
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