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Avant-Propos 



"Les théories passent. La grenouille reste" 

Jean Rostand 
"Carnet d'un biologiste " 



Chez les néréidiens, la gamétogenèse est un processus long et 

unique dans la vie de l'animal. Elle dure un ou deux ans selon les espèces. 

A l'issue de cette période, après libération des produits génitaux arrivés à 

maturité, les animaux meurent. L'acquisition de la maturité sexuelle 

s'accompagne de profonds remaniements éthologiques, voire anatomiques 

et morphologiques (épitoquie) chez certaines espèces. Ces remaniements 

pubertaires sont placés sous le contrôle de facteurs endocriniens (Durchon, 

1 956). 

La maturité ovocytaire est la résultante de deux métabolismes 

essentiels que sont chronologiquement la vitellogenèse et la 

corticogenèse. De nombreuses données "biologiques" ont indiqué que la 

coordination de ces évènements repose sur une décroissance de l'activité 

neuroendocrine. Une forte activité hormonale du cerveau durant le stade 

juvénile permet d'initier le déroulement de la vitellogenèse, alors que la 

baisse ultérieure de cette activité induit la mise en place de la 

corticogenèse, critère définissant la submaturité (Porchet, 1976). De ce fait, 

et en absence de glandes endocrines différenciées, les néréidiens 

semblent présenter des dispositions qui en font un modèle original pour 

l'étude des mécanismes neuroendocrines régulant I'ovogenèse. 

Afin d'aborder plus précisément le problème du contrôle endocrine 

de I'ovogenèse, des études "biochimiques", visant à caractériser les 

mécanismes biologiques menant a l'accumulation des protéines 

ovocytaires essentielles, ont été entreprises chez Perinereis cultrifera. Les 

résultats de ces travaux ont montré que la synthèse de la vitellogénine, et 

de manière moins affirmative, l'incorporation ainsi que la transformation de 

la vitellogénine dans l'ovocyte, subissaient une activation progressive au 

cours de I'ovogenèse ; activation concomitante de la décroissance de la 

production cérébrale de "néréidine" ou SIF (Spermatogenesis lnhibitor 

Factor) (Baeri, 1986a). 

Par la suite, l'étude de la vitellogenèse chez Nereis diversicolor 

(Bonnier, 1987) a renforcé l'idée que la transformation intraovocytaire de la 

vitellogénine était une cible potentielle du contrôle neuroendocrine. En effet, 

les résultats ont suggéré l'existence d'une activation du processus à un 

stade déterminé de I'ovogenèse. De ce fait, en tant que cible probable du 

contrôle neuroendocrine de I'ovogenèse, ce processus a fait l'objet d'une 

étude plus approfondie dont les résultats sont rapportés dans cette thèse. 



Données Générales 



Principaux aspects structuraux 
et métaboliques 



Chez les mammifères placentaires, I'embryon issu d'un oeuf alécithe 

se développe aux dépens de la mère en profitant de son métabolisme. Au 

contraire, chez les animaux ovipares, la croissance embryonnaire est 

assurée par des réserves stockées dans I'ovocyte. Le vitellus désigne une 

partie des substances accumulées au cours de la croissance ovocytaire et 

qui participeront à la constitution de I'embryon. Les protéines du vitellus, 

stockées dans les globules vitellins, sont généralement des 

phosphoglycoprotéines qui, tout en étant une source importante d'acides 

aminés, de phosphate et de glucide, transportent également des lipides, 

des vitamines, des stéroïdes et des minéraux nécessaires au 

développement de I'embryon. 

Dans le vitellus, on trouve en grande quantité des éléments dérivés 

d'une protéine spécifique aux femelles : la vitellogénine. En plus de la 

vitellogénine, les VLDL (Very Low Density Lipoprotein) sont également 

présentes en quantité importante dans le vitellus des oiseaux. Chez les 

vertébrés, il a été également montré que le vitellus contenait des éléments 

mineurs tels que des protéines transportant des vitamines (la riboflavine et 

la thiamine), mais aussi des constituants du sérum : la sérum-albumine, 

la transferrine, les immunoglobulines, l'alpha 2-glycoprotéine et 

I'apolipoprotéine B (Nonoka, 1985 ; White et Whitehead, 1987 ; Burley et Sleigh, 

1983). Chez les insectes, en plus de la vitellogénine, une protéine 

hautement lipidée, la lipophorine, est présente en faible quantité dans le 

vitellus (Kunkel et Nordrn, 1985). Toujours chez les insectes, il faut noter aussi 

la présence d'une microvitellogénine chez Manduca sexta (Kawooya, 1986) 

et de protéines spécifiques de l'oeuf chez Bombyx mori (Zhu, 1986). 

Ainsi, de nombreuses substances s'accumulent dans le vitellus. 

Toutefois, chez tous les animaux ovipares, les éléments protéiques 

majeurs du vitellus sont issus de la vitellogénine. Ces éléments protéiques 

ou vitellines représentent 60 à 90 % des protéines totales d'un ovocyte 

mûr. Par la suite, nous nous intéresserons plus particulièrement à la 

vitellogénine et au processus appelé vitellogenese qui mène au dépôt de la 

vitellogénine dans I'ovocyte. 



La Vitellogénine 

Le terme vitellogénine a été initialement adopté pour définir les 

protéines "sériques" qui sont spécifiques aux femelles et étroitement 

reliées aux composants protéiques du vitellus (Pan, 1969). 

A. L e  site de synthèse 

La vitellogenese est un processus purement hétérosynthétique. La 

vitellogénine est toujours élaborée hors de son lieu final de stockage 

(tableau 1). Chez les vertébrés, la vitellogénine est synthétisée par le foie 

des femelles (Wallace, 1985). Chez les insectes, la synthèse a lieu dans le 

corps gras (Bownes, 1986), sauf chez certains dipteres (e.g. Drosophila) ou 

en plus du corps gras, les cellules folliculaires synthétisent de la 

vitellogénine (Brennan, 1981 ; Isaac et Bownes, 1982). Chez les crustacés 

l'origine de la vitellogénine semble également être double ; les cellules 

hépatopancréatiques et l'ovaire ont été identifiés comme site de synthèse 

de la vitellogénine (Meusy et Payen, 1988). Les gonades et l'intestin des 

adultes des deux sexes élaborent la vitellogénine chez l'oursin (Shiu, 1986). 

Chez les nématodes, l'intestin des hermaphrodites a été identifié comme 

site de synthèse (Kimble et Sharrock, 1983). Enfin, chez les néréidiens, la 

synthèse de la vitellogénine a lieu dans les coelomocytes des femelles 

(Baert et Slomianny, 1987). 11 apparaît que les cellules produisant la 

vitellogénine sont principalement d'origine endodermique. 

B. L e  gène de la vitellogénine 

L'analyse de la structure du gène de la vitellogénine n'a été abordée 

que chez un nombre restreint d'espèces : la poule Gallus gallus (Van het 

ship, 1987), la truite Salmo gairdneri (Le Guellec, 1988), I'amphibien Xenopus 

laevis (Wahl;, 1979 ; Gerber-Huber, 1987), les dipteres Drosophila 

melanogaster (Hung et Wensink, 1983 ; Yan, 1987) et D. grimshawi (Habopoulos 

et Kambysellis, 1 987), le criquet Locusta migratoria (Locke, 1 987), l'oursin 

Strongylocentrotus purpuratus (Shiu, 1987) et le nématode Caernorhabditis 

elegans (Spieth et Blumenthal, 1985 ; Spieth, 1985a). 



La vitellogénine est synthétisée à partir d'un seul gène chez l'oursin 

(Shyu, 1987) OU à partir d'une famille de plusieurs gènes chez le criquet 

(Locke, 1987), la poule (Evans, 1988), la drosophile (Yan, 1987), le xénope 

(Wahl;, 1979) et le nématode (Spieth et Blumenthal, 1985). Au sein d'une 

espèce, les gènes possèdent une grande homologie entre eux et 

représentent une famille probablement formée par duplication. Bien que 

l'expression des gènes d'une même famille ne soit pas toujours 

coordonnée (Wang and Williams, 1983 ; Hatzopoulos et Kambysellis, 1987 ; Tata, 

1987) et bien qu'il existe une certaine corrélation entre le nombre de gènes 

et la durée de la vitellogenese (Byrne, 1989), la signification biologique de la 

multiplicité du gène de la vitellogénine au sein d'une espèce reste 

inconnue. 

Le gene de la vitellogénine vgtll de la poule (Van het ship, 1987), A2 du 

xénope (Gerber Huber, 1987), vit5 du nématode (Spieth, 1985a) et les trois 

gènes yp de la drosophile (Yan, 1987) ont été séquences. L'analyse 

comparative de l'organisation structurale de ces gènes a permis de les 

classer en deux groupes (Wahl;, 1988 ; Byrne, 1989). 11 existe une très grande 

homologie de structure entre les gènes codant pour la vitellogénine du 

nématode, du xénope et de la poule. Ils pourraient tous dériver d'un gène 

ancestral codant pour un polypeptide de grande taille i.e. 160 à 220 kDa 

(Nardeli, 1987a, 1987b). La séquence du gene de la vitellogénine de ce 

premier groupe se caractérise d'autre part, par certaines homologies avec 

celle du gene de I'apolipoprotéine B-100 et du facteur de Von Willebrand 

des mammifères (Baker, 1988a, 1988b). Les gènes de la vitellogénine chez la 

drosophile ne possèdent pas d'homologie structurale avec ceux du groupe 

précédent. Ils codent pour des polypeptides de petite taille i.e. 40 à 50 kDa, 

et ont des homologies structurales avec la famille des gènes des 

triacylglycérol lipases des mammifères (Komaromy et Schotz, 1987). 



TABLEAU 1 : Origine, structure et produits des clivages de la vitellogénine 

Références : Sharroch, 1984 (1 ) ; Baert, 1984 (2)  ; Baert et Slomianny, 1987 (3)  ; Baert, 1988 (4)  ; Shyu, 1986 (5) ; Chen, 

1980 (6)  ; Bownes et Hames, 1978 (7) ; Brennan, 1982 (8) ; Wiley and Wallace, 1981 (9). 

Réf. 

(1) 

(23, 
4) 

(5) 

(6) 

(7.8) 

(9) 

Vitelline 

YP 170 (170 kDa) 

YP 115 (115 kDa) 
YP 88 (88 kDa) 

vitelline 
(16 à 98 kDa) 

Pl 5 
(15 kDa) 

195 kDa 

195 et 180 kDa 

vitelline 

(55 à 125 kDa) 

50 kDa 

lipovitelline 1 (120 kDa) 
lipovitelline 2 (30 kDa) 
phosvitine (35 kDa) 
phosvettes (1 5 à 20 kDa) 

Espèces 

Nématode 

C. elegans 

Annélide 

P. cultrifera 

Echinoderme 

S. purpuratus 

Insectes 

L. migratoria 

D. melanogaster 

Vertébré 

X. lae vis 

Site de 

synthèse 

Intestin 

Coelomocytes 

Intestin 

Gonades 

Corps gras 

Corps gras 

ovaire 

Foie 

Vitellogénine 

170 kDa 

180 kDa 

175 kDa 

195 kDa 

180 kDa 

50 kDa 

200 kDa 



C. La vitelline 

Le terme vitelline est généralement utilisé pour définir les protéines issues 

de la vitellogénine qui sont stockées dans les ovocytes. Bien que chez 

certaines espèces la vitelline soit similaire à la vitellogénine néo- 

synthétisée, la vitellogénine est souvent modifiée avant de s'accumuler 

dans les globules vitellins (tableau 1). 

7) Les vertébrés 

Chez les vertébrés ovipares, la vitellogénine est sécrétée dans le 

sang sous la forme d'une lipophosphoglycoprotéine constituée d'un seul 

polypeptide de 170-200 kDa. Après son entrée dans I'ovocyte, elle subit 

une protéolyse qui aboutit à la formation de plusieurs éléments protéiques : 

la lipovitelline 1 (120 kDa), la lipovitelline 2 (30 kDa) et, les phosvitines (30 à 

35 kDa) et les phosvettes (1 3 à 19 kDa) qui contiennent jusqu'à 10 % de 

phosphore (Wallace, 1985). Les phosvitines sont hétérogènes en masse et 

dans leur composition en acides aminés (Wang et Williams, 1980 ; Wiley et 

Wallace, 1981 ; Wang, 1983 ; Wallace et Begovac, 1985 ; Wallace et Morgan, 

1986). Cette hétérogénéité semble provenir des variations de la séquence 

codante au sein de la famille des gènes de la vitellogénine, mais aussi de 

clivages supplémentaires subis par certaines phosvitines au cours de la 

maturation ovocytaire. II faut noter que les phosvitines sont des éléments 

spécifiques aux vertébrés. On admet que ces constituants du vitellus sont 

une source de phosphore et de calcium pour la formation du squelette des 

embryons chez les vertébrés. 

2) Les insectes 

Chez les insectes, il n'existe pas de schéma général du clivage de 

la vitellogénine (Bownes, 1986). De plus, quand il y a clivage, le lieu où se 

déroule le phénomène varie selon les espèces. II se fait, soit dans le corps 

gras, soit dans I'hémolymphe ou soit dans I'ovocyte. Les mêmes clivages 

peuvent avoir lieu au niveau du site de synthèse et se poursuivre après 

l'incorporation dans I'ovocyte. II faut noter que chez les diptères 

supérieurs, la vitellogénine et la vitelline sont des protéines apparemment 

identiques composées des mêmes polypeptides d'environ 50 kDa. 



3) Les néréidiens 

Chez le néréidien Perinereis cultrifera, la vitellogénine (1 7 5  kDa) est 

clivée après incorporation dans I'ovocyte (Baert, 1985, 1986a). La protéolyse 

de la vitellogénine aboutit a l'accumulation dans I'ovocyte mûr, d'une 

protéine de 15 kDa (Baert, 1988) et d'un complexe lipoglycoprotéique de 

400 kDa composé de plusieurs polypeptides de 98, 83, 22, 2 0  et 1 6  kDa 

(Baert, 1 984). 

4) Les nématodes 

Chez le nématode C.elegans on distingue deux classes de vitellines. 

Dans la première classe majeure, la vitelline est équivalente à la 

vitellogénine (170 kDa) ; cette dernière ne subissant aucune modification 

post-traductionnelle. La vitelline de la seconde classe dérive d'une 

vitellogénine de 180 kDa issue du gène vit-6. Cette vitellogénine est 

glycosilée, phosphorilée et lipidée dans l'intestin, puis clivée dans le liquide 

coelomique en deux éléments vitellins de 115 et 88  kDa qui s'accumulent 

dans les gonades (Spieth et Blumenthal, 1985). 

II apparait très difficile d'établir une règle générale en ce qui 

concerne la relation précurseur-produit entre la vitellogénine et la vitelline. 

Toutefois, des travaux portant sur la traduction dans I'ovocyte de xénope 

de I'ARN messager codant pour la vitellogénine de X.laevis (Berridge et 

Lane, 1976) et L.migratoria (Lane, 1983), ont montré que la vitellogénine 

traduite in ovo était clivée comme dans les conditions naturelles, c'est- 

à-dire, avant l'excrétion pour Locusta et après la réincorporation dans 

I'ovocyte pour Xenopus. Ces résultats, obtenus dans un système 

hétérologue, tendent a montrer que la relation précurseur-produit entre la 

vitellogénine et la vitelline est gouvernée principalement par la séquence 

du gène. 



II. La Vitellogenèse 

Régulation de l'expression du gène de la vitellogénine 

Le gène de la vitellogénine s'exprime selon le sexe, le tissu et le 

stade de développement. L'activation de la transcription du gène 

"compétent" est contrôlée par une hormone spécifique. Les facteurs 

jusqu'à présent identifiés sont des stéroïdes, la 170-oestradiol chez les 

vertébrés et la 20-hydroxy-ecdysone chez certains insectes, mais aussi 

un terpénoïde, I'hormone juvénile chez la plupart des insectes. 

Chez les vertébrés, l'administration de 170-oestradiol induit 

l'accumulation d'ARN messagers codant pour la vitellogénine dans le foie 

des femelles ou des mâles adultes. II semble que I'hormone agisse à 

plusieurs niveaux de la biosynthèse de la vitellogénine. Elle active la 

transcription du gène par l'intermédiaire d'un récepteur capable de se fixer 

sur des séquences nucléotidiques spécifiques (élément de réponse à 

I'oestradiol) (Walker, 1984). L'hormone induit, par ailleurs, une augmentation 

du nombre de récepteurs nucléaires a l'oestradiol dans I'hépatocyte 

(Westley et Knowland, 1979 ; Hayward, 1980 ; Wright, 1983). L'oestradiol agit 

aussi au niveau post-transcriptionnel en modulant la stabilité de I'ARN 

messager codant pour la vitellogénine (Brock et Shapiro, 1983). Le retrait de 

I'hormone induit une dégradation rapide et préférentielle des ARN 

messagers codant pour la vitellogénine (Gordon, 1988). Enfin, il a été mis en 

évidence des facteurs oestradiol-dépendants se liant au gène de la 

vitellogénine et qui pourraient participer à la régulation de la transcription 

du gène (Jost, 1987 ; Bakker, 1988 ; Philipsen, 1988). 

Chez la plupart des insectes, la synthèse de la vitellogénine par le 

corps gras est sous le contrôle de I'hormone juvénile (Hagedorn et Kundel, 

1979 ; Engelmann, 1979 ; Chen et Hillen, 1983). Le contrôle de la synthèse de la 

vitellogénine par I'hormone juvénile III a été plus particulièrement étudié 

chez L. migratoria. Comme l'oestradiol, il semble que I'hormone juvénile 

agisse sur la transcription du gène par I'intermédiaire d'un récepteur 

(Roberts et Wyatt, 1983). De plus, l'analyse de la séquence nucléotidique 

située en amont des sites de transcription initiaux révèle la présence de 

plusieurs blocs qui pourraient être des cis-éléments de réponse à 

I'hormone juvénile (Locke, 1987 ; Wyatt, 1988). Pour certaines espèces 



d'insectes e.g. D.melanogaster (Postlethwait et Handler, 1979), Aedes aegypti 

(Hagedorn, 1974 ; Borovsky, 1985) et Bombyx mori (Ono, 1975), il a été montré 

qu'en plus de I'hormone juvénile, la 20-hydroxy-ecdysone était impliquée 

dans le contrôle de la synthèse de la vitellogénine. Comme précédemment, 

il a étë mis en évidence, en amont des gènes de la vitellogénine de 

Drosophila melanogaster, des séquences pouvant être des éléments de 

réponse aux ecdystéroïdes (Riddihough et Pelham, 1987 ; Yan, 1987) et qui 

présentent de grandes homologies avec les éléments de réponse aux 

stéroïdes chez les vertébrés. 

Les travaux réalisés sur la régulation de la transcription du gene de 

la vitellogénine suggèrent que les mécanismes impliqués pourraient être 

du même type que ceux décrits pour la super famille des récepteurs 

nucléaires (Evans, 1988 ; Wahl;, 1988). Des travaux sur l'activation hormonale 

de la synthese de la vitellogénine par des cultures primaires d'hépatocytes 

de vertébrés ont même suggéré l'implication de plusieurs facteurs dans la 

régulation du gene de la vitellogénine. En effet, il semble que chez les 

amphibiens, les glucocorticoïdes et I'hormone thyroïdienne coopèrent avec 

la 170-oestradiol dans la régulation de la synthese et de la sécrétion de la 

vitellogénine in vitro (Wangh, 1982a, 1982b). 

Enfin, en ce qui concerne la compétence du gène a être transcrit, 

peu de choses sont connues. Le résultat le plus probant vient d'une étude 

récente sur l'induction de l'élaboration de la vitellogénine par une culture 

primaire d'hépathocytes post-embryonnaires de coquelet, qui a montré 

que la synthèse de la vitellogénine ne pouvait être induite directement par 

l'oestradiol, mais que l'addition d'hormone de croissance ou de prolactine 

a la culture primaire permettait sa sécrétion (Bohem, 1988). 

B. Modifications post-traductionnelles et excrétion de la vitellogénine 

Les vitellogénines excrétées sont des complexes protéiques de 

grande taille (250 à 550 kDa). Leur composition chimique riche et 

complexe reflète les multiples modifications post-traductionnelles subies 

par la vitellogénine néosynthétisée avant d'être libérée. Au cours de son 

transfert vers l'extérieur de la cellule via le réticulum endoplasmique et 

l'appareil de Golgi, la molécule est généralement glycosylée, phosphorilée, 



lipidée et même sulfatée au niveau de certaines tyrosines chez Drosophila 

melanogaster (Baeuerie, 1988). Par ailleurs, selon les espèces, la chaîne 

polypeptidique peut aussi être affectée par des clivages avant d'être 

sécrétée (voir 5 1I.C). 

Les vitellogénines néosynthétisées possèdent du côté NH2-terminal 

une séquence peptidique signal d'environ 15 acides aminés. Cette 

séquence signal, qui joue un rôle fondamental lors de la translocation de la 

vitellogénine dans le réticulum endoplasmique, est beaucoup plus 

conservée que la partie codante du gène de la vitellogénine m piet th, 1985b). 

Les glycannes sont ancrés à la vitellogénine par des liaisons de type 

N-acétylglucosamine, excepté chez la drosophile où il s'agirait plutôt de 

O-glycannes (Yan, 1987). Alors que chez les vertébrés, les glycannes ont 

une structure complexe, chez les invertébrés, on trouve plutôt une structure 

de type polymannose (Baea, 1984 ; Kunkel et Nordin, 1985). 

La vitellogénine des vertébrés subit une importante phosphorylation 

(2% de phosphore) essentiellement au niveau des sérines. Chez la poule, 

cette phosphorylation est rapide et a lieu peu avant la sécrétion de la 

molécule dans le sang (Schrim, 1973 ; Wang et Williams, 1982). Au contraire, 

chez les amphibiens, 30 % des phosphates sont attachés a la vitellogénine 

présente dans le réticulum endoplasmique, alors que le reste serait 

incorporé au niveau de la fraction microsomiale (Gofflieb et Wallace, 1981). 

Chez les insectes, la phosphorylation est plus limitée (0,6 % de phosphore) 

et semble avoir lieu dans le corps gras, mais aussi après incorporation 

dans l'ovocyte (Takahash~, 1987). 

Bien que les vitellogénines transportent une quantité importante de 

lipides (jusqu'à 30 %) (voir tableau l ) ,  rien n'est encore connu sur les 

phénomènes post-traductionnels de lipidation. 

Les transformations post-traductionnelles aboutissent généralement 

à la formation d'un complexe phosphoglycolipoprotéique le plus souvent 

dimérique, chaque monomère étant composé de une ou plusieurs sous- 

unités polypeptidiques. 



C. Incorporation de la vitellogénine dans I'ovocyte 

La vitellogénine excrétée de son site de synthèse est acheminée 

jusqu'à I'ovocyte par le sang, I'hémolymphe ou le liquide coelomique. 

L'incorporation de la vitellogénine dans I'ovocyte se fait par endocytose 

sélective par l'intermédiaire d'un récepteur (Roth et Porter, 1964 ; Wallace et 

Jared, 1969 ; Roth, 1976 ; DI Mar10 et Mahowald, 1987). Le devenir de la 

vitellogénine dans I'ovocyte est différent selon qu'elle soit incorporée par 

endocytose ou directement injectée dans la cellule. En effet, après 

endocytose, la vitellogénine de X. laevi subit une hydrolyse ménagée, alors 

qu'après une injection directe dans le cytoplasme de I'ovocyte, elle est 

complètement dégradée (Dehn et Wallace, 1973). De la même manière, 

après incorporation simultanée par endocytose de la vitellogénine et de la 

sérum-albumine, cette dernière, qui est incorporée passivement (sans 

reconnaissance ligand-récepteur), est dégradée et non stockée comme 

la vitellogénine (Tyler, 1988a ; Opresko, 1979, 1980 ; Raikel et Léa, 1986). Ces 

résultats montrent l'importance de la liaison vitellogénine-récepteur pour 

orienter la molécule vers le stockage dans les globules vitellins. 

L'incorporation de la vitellogénine par I'ovocyte a été essentiellement 

étudiée chez la poule (Yusko, 1981 ; Woods et Roth, 1984), I'amphibien 

(Wallace, 1980 ; Opresko et Wlley, 1987a), le poisson (Tyler, 1988b) et les 

insectes (Ferenz, 1981 ; Konig et Lanzrein, 1985 ; Osir et Law, 1986). 11 ressort de 

ces études que I'ovocyte ne possède qu'un seul type de récepteur pour la 

vitellogénine, que ce récepteur a une faible affinité mais une grande 

spécificité pour la vitellogénine. Par ailleurs, il semble que I'ovocyte soit 

capable d'incorporer de la vitellogénine provenant d'espèces voisines, ce 

qui indique un certain degré de conservation du système d'incorporation de 

la vitellogénine. Des travaux sur le récepteur de la vitellogénine solubilisé 

suggèrent chez X.laevis et Gallus gallus que celu i -c i  est 

phylogénétiquement conservé tout comme l'est le gène de la vitellogénine 

chez ces deux espèces (Stifani, 1988, 1990). 11 apparaît d'autre part, que le 

récepteur de la vitellogénine chez la poule est structuralement relié à ceux 

des LDL et VLDL (Low and Very Low Density Lipoprotein) tout comme à 

celui du récepteur des protéines transportant le cholestérol chez les 

mammifères (George, 1987). 



II a été montré que I'incorporation de la vitellogénine pouvait être 

modulée par le taux de la vitellogénine elle-même (Hausman, 1971 ; Wallace 

et Misulovin, 1978 ; K~ndle, 1988). De plus, le taux d'incorporation est sensible 

à certains facteurs hormonaux tels que l'hormone juvénile chez certains 

insectes (Bell et Barth, 1971 ; Kindle, 1988), Ou l'insuline (Wallace, 1978 ; Maller, 

1980), et la choriogonadotropine (Wallace, 1970 ; Wiley et Dumont, 1978) chez 

X.laevis. Le mode d'action de ces facteurs sur I'incorporation de la 

vitellogénine est encore obscur. Toutefois, chez X.laevis, les hormones 

précédemment citées n'activent pas la synthèse du récepteur mais 

stimulent le taux d'endocytose par d'autres mécanismes (Opresko et Wiley, 

1987b). 

D. Transfert de la vitellogénine aux globules vitellins 

Au cours de I'ovogénèse, les globules vitellins augmentent en 

nombre et en taille. Ce fait est dû à la fusion des vésicules d'endocytose 

contenant de la vitellogénine avec les globules vitellins (Brummett et Dumont, 

1977 ; Wall et Patel, 1987). Le transfert de la surface de l'ovocyte vers les 

globules vitellins passe par des pré-globules vitellins semblables aux 

corps multi-vésiculaires observés dans différents types de cellules lors du 

transport des vésicules d'endocytose vers les lysosomes (Wall et Patel, 

1987). L'inhibition de I'incorporation de la vitellogénine dans les globules 

vitellins par des ionophores à protons (e.g. la monensine et la nigericine) 

capables d'altérer le pH intra-vésiculaire (Opresko et Wiley, 1987a ; Stynen, 

1988), suggère la participation du système lysosomial au transfert de la 

vitellogénine vers les globules vitellins. D'autre part, du fait qu'ils possèdent 

certaines des activités hydrolytiques rencontrées dans les lysosomes, (Wal 

et Meleka, 1985 ; Purcell, 1988) les globules vitellins ont été qualifiés de 

"lysosomes modifiés" (Pasteels, 1973). 11 faut cependant noter que, bien que 

l'ovocyte soit capable de soustraire et de dégrader le matériel non 

spécifique des globules vitellins (cf. § II.C.), cette cellule ne semble pas 

posséder de lysosomes typiques. 



Enfin, en ce qui concerne les mécanismes régissar~t le transfert de 

la vilellogénine aux globules vitellins, il a été montré chez X./aevis que la 

pepstatine A inhibe a la fois le clivage de la vitellogénine dans I'ovocyte et 

la fusiori des vésicules d'endocytose aux globules vitellins (Opresko et Karpf, 

1987). La fusion des vésicules endosomiales et donc le stockage de 

la vitellogénine dans les globules vitellins seraient régulés par la séparation 

de la vitellogénine de son récepteur sous l'action d'une protéase de type 

cathépsine D qui serait responsable du premier clivage subi par la 

vitellogénine après l'incorporation dans I'ovocyte. II faut noter qu'un 

mécanisme équivalent a été mis en évidence lors de l'accumulation de 

I'apoliproléine B dans I'ovocyte ( N ~ ~ n p f ,  1989). 



III. Conclusion 

L'accumulation de réserves dans I'ovocyte étant cruciale pour la 

reproduction des animaux ovipares, la vitellogenèse peut être considérée 

comme un processus capital pour la survie de ces espèces. De ce fait, il 

n'est pas surprenant qu'il semble y avoir eu une remarquable conservation 

du gene de la vitellogénine au cours de l'évolution. La structure de 

nombreux domaines du gene impliqués dans des mécanismes cléf de la 

vitellogenèse a été particulièrement maintenue le long du règne animal. On 

peut notamment citer le peptide signal indispensable à l'excrétion de la 

protéine, le domaine de reconnaissance par le récepteur de I'ovocyte et 

les éléments de réponse aux hormones situés en amont du gène. La 

remarquable conservation de certaines séquences, jouant un rôle clef 

dans le processus de vitellogenèse, va de paire avec la sauvegarde au 

cours de l'évolution, d'un même schéma général de vitellogenèse. 

La découverte de domaines similaires au niveau de protéines au 

rôle biologique connu a permis de suspecter certaines fonctions 

biologiques de la vitellogénine. Les analogies de structure de la 

vitellogénine avec I'apolipoprotéine 6-100 ou avec le site de 

reconnaissance des triacylglycérol lipases, et d'autre part, de son 

récepteur avec celui des LDL, des VLDL et des protéines transportant le 

cholestérol chez les mammifères, suggèrent que la vitellogénine joue un 

rôle fondamental dans l'apport de réserves lipidiques à l'ovocyte. Les 

similitudes structurales de la vitellogénine du premier groupe avec le 

fibrinogène du homard (Panulirus interruptus) (Dooliffle et Riley, 1990) et le 

facteur de Von Willebrand des mammifères connu, pour sa participation 

dans I'aggrégation des plaquettes sanguines indiquent que la vitellogénine 

possède également la capacité de participer à l'adhésion des cellules. II a 

d'ailleurs été montré que des protéines participant à l'adhésion et donc 

vraisemblablement au mouvement des cellules embryonnaires, sont des 

polypeptides issus de la vitellogénine (Komazaki, 1987 ; Cervello et Matranga, 

1989). La connaissance de nouvelles séquences du gene de la 

vitellogénine, notamment chez les invertébrés, ainsi que la recherche du 

gène ancestral chez les protozoaires ou même les bactéries, devraient 

apporter d'autres informations sur l'origine et la fonction biologique de la 

vitellogénine, voire sur les mécanismes du processus de vitellogenese. 



Résultats 



1. La Vitelline 
A. Identification de la vitelline 

La vitelline est l'élément protéique majeur de I'ovocyte mature. Elle 

se caractérise communément. par un poids moléculaire élevé et une nature 

lipoglycoprotéique. C'est sur la base de ces critères que nous avons 

cherché à identifier la vitelline dans I'ovocyte mature de Nereis 

diversicolor. 

Afin de faciliter l'identification d'un élément protéique majeur de haut 

poids moléculaire, nous avons analysé les protéines solubles de I'ovocyte 

mature (210-260 ym de diamètre) par électrophorèse dans un gradient 

5-25 % d'acrylamide (PAGGE : Poly Acrylamide Gradient Gel 

Electrophoresis). La figure 1 montre la présence d'une protéine de poids 

moléculaire élevé, environ 400 kDa, qui est l'élément protéique très 

largement prédominant de I'ovocyte mature. Nous avons pu établir que cet 

élément de 400 kDa avait une nature lipoglycoprotéique par des colorations 

spécifiques sur gel. Le noir Soudan et le réactif de Schiff ont permis de 

mettre en évidence respectivement, la présence de lipide et de glucide sur 

cette protéine. 

F I G U W  : ldentlflcatlon de IR vltelllne 
Analyse par PAGGE des proteines solubles 

des ovocytes matures ( diam8tre d'environ 
230 pm) 

Cette protéine possédant les propriétés structurales et chimiques 

généralement établies pour les vitellines, nous avons postulé qu'il 

s'agissait de la vitelline de N.diversicolor et appelé cette protéine V400 

(vitelline de 400 kDa). 



6. Purification de la vitelline 

V400 a été isolé de la fraction soluble d'ovocytes matures en deux 

étapes chromatographiques : une gel filtration suivie d 'une 

chromatographie d'échange d'anions. Dans un premier temps, la fraction 

soluble ovocytaire est déposee sur une colonne d'ultrogel AcA 34. Une 

analyse par PAGGE des fractions éluées montre que V400 est retrouvé au 

niveau du deuxième pic du chromatogramme présenté dans la figure 2A. 

Avant la deuxième étape, les fractions correspondant à ce pic sont 

rassemblées, puis concentrées et dessalées par dialyse sous vide. La 

solution concentrée est alors injectée sur une colonne mono Q équilibrée 

avec du tampon TrisIHCI pH 7,4. V400 est retenue par le gel au pH utilisé 

et s'élue à une concentration de NaCl d'environ 170 mM (figure 2B). 

FIGURE 2 : Purification de la vitelline 

Profil d'elution des proteines ovocytaires 
après la chromatographie de gel filtration 
sur colonne d'ultrogel AcA 34 

Abs. 280 

Profil d'élution de la vitelline après la 
chromatographie d'echange d'anions sur 
colonne Mono Q 

Abs. 

O 10 20 30 40 50 

temps (heures) 

temps (minutes) 



Bien que le pic de vitelline présente des épaulements, les différentes 

fractions constituant celui-ci donnent le même profil en PAGGE et 

semblent parfaitement homogènes. (figure 3). 

FIGURE 3 : Contrôle de puret6 de la vitelline 
Analyse de la vitelline purifide par PAGGE 



C. Caractérisation de la vitelline 

1)  Poids moléculaire 

La détermination du poids moléculaire a été réalisée par 

électrophorèse sur gel dans un gradient 5-25 % d'acrylamide selon la 

méthode décrite par Slater (1969) et par chromatographie de gel filtration 

sur une colonne Superose 12. Par ces deux méthodes, le poids 

moléculaire de la vitelline isolée des ovocytes matures a été estimé à 

400.000 daltons. 

2) Point isoélectrique 

La détermination du point isoélectrique de la vitelline a été réalisée 

par isoélectrofocalisation. La figure 4 montre que la vitelline purifiée se 

focalise en une très large bande entre les pl 5,9 et 6,5. Ce résultat, qui est 

à rapprocher de l'aspect du pic de vitelline obtenu après chromatographie 

d'échange d'anions (figure 2B), montre que V400, bien qu'apparemment 

homogène en masse, n'est manifestement pas homogène en charge. 

FIGURE 4 : Détermination du point isodlectrique de la vitelline 
Analyse de la vitelline purifide par IEF (pH 3-9) 



3) composition polypeptidique 

Afin de déterminer la composition polypeptidique de V400, nous 

avons analysé la vitelline purifiée par électrophorèse dans un gradient 

5-25 % d'acrylamide en présence de sodium dodécyl sulfate (SDS- 

PAGGE). Comme le montre la figure 5, cinq bandes protéiques majeures 

sont visualisées sur le profil électrophorétique après traitement de ta 

vitelline purifiée par le sodium dodécyl sulfate (SDS). Ces cinq polypeptides 

de poids moléculaire estimé à 110, 94, 22, 18 et 14 kDa ont été appelés 

respectivement YP110, YP94, YP22, YP18 et YP14. 

F l G U U  : DDetermlnatlon de la composltlon polypeptidlque de la vltelllne 
Analyse de la vitelline purifide par SDS-PAGGE 



Comme nous le verrons ultérieurement, la vitelline est issue d'un 

précurseur dimérique (§ 1I.B). Par voie de conséquence, les polypeptides 

identifiés dans V400 devraient être présents en double exemplaire au sein 

de la vitelline. Or, en tenant compte du poids moléculaire calculé pour les 

différents polypeptides, leur association conduirait à l'édification d'une 

protéine d'environ 515 kDa ; ce qui est largement supérieur au poids 

moléculaire de V400. Cette remarque nous a amené à postuler que 

certains polypeptides, identifiés lors de l'analyse de la vitelline purifiée en 

SDS-PAGGE, n'étaient pas des sous-unités a part entière de la 

molécule. Ce fait ne peut toutefois être imputé à une protéolyse 

artéfactuelle de la vitelline au cours de la purification. En effet, que ce soit 

par chromatographie, immunoaffinité ou électrophorèse préparative, la 

vitelline issue d'une même fraction soluble ovocytaire possède toujours la 

même composition polypeptidique. 



II. La Vitellogénine 

A. Identification de la vitellogénine 

Dans tous les modèles jusqu'à présent étudiés, il a été montré que 

la vitelline a une origine extra-ovocytaire (tableau 1). En particulier chez 

P. cultrifera, l'étude par électrophorèse et fluorographie des protéines 

élaborées par I'ovocyte maintenu in vitro en présence de 3[H] leucine a 

montré que cette cellule n'était pas capable de synthétiser la vitelline (Baert 

et Slomianny, 1987). Cependant, chez N. diversicolor, des études 

autoradiographiques, sur des coupes d'ovocytes maintenus en culture, ont 

montré que des protéines synthétisées par I'ovocyte s'accumulaient dans 

les globules vitellins et suggéré ainsi que la vitelline pouvait être élaborée 

par les ovocytes (Dhainaut, 1967). Afin d'établir si, oui ou non, I'ovocyte de 

N. diversicolor est capable de synthétiser la vitelline, nous avons repris la 

démarche expérimentale de Baert et Slomianny et étudié les protéines 

élaborées in vitro par I'ovocyte chez N. diversicolor. 

Le fluorogramme de l'analyse en SDS-PAGGE de la fraction 

soluble des ovocytes, après plusieurs jours d'incubation, montre que bien 

que I'ovocyte soit capable in vitro de synthétiser un nombre important de 

protéines, aucun polypeptide précédemment identifié comme composant 

de la vitelline n'est marqué (figure 6). De plus, aucun marquage n'est 

détectable sur le fluorogramme de I'immunoprécipité obtenu à l'aide d'un 

sérum polyclonal anti-V400 préparé à partir de la molécule purifiée (non 

montré). Ces résultats indiquent clairement que la vitelline n'est pas 

élaborée par I'ovocyte, que ce soit sous la forme de V400 ou sous la forme 

d'un précurseur. En conséquence, en considérant l'origine extra- 

ovocytaire de la vitelline, les résultats obtenus par Dhainaut reflètent 

vraisemblablement la synthèse par I'ovocyte d'autres protéines des 

globules vitellins. 



FIGURE 6 : Analyse électrophorétlque des proteInes synth6tIsees 
par I'ovocyte in vitro 

Analyse par SDS-PAGGE des prot6ines solubles d'ovocytes matures 
(diamdtre d'environ 230 pm) après trois jours d'incubation in vitro en 
pr6sence de 3 [ ~ ]  leucine 

A : gel color6 par le bleu de Coomassie 
B : fluorogramme 

Chez les néréidiens, I'ovocyte est une cellule libre, en ce sens 

qu'elle n'est pas intégrée à un ovaire, mais flotte librement dans le liquide 

coelomique. De ce fait, si I'ovocyte ne fabrique pas la vitelline, cette 

protéine lui est nécessairement apportée sous la forme d'un précurseur ou 

vitellogénine par le liquide coelomique. Afin d'identifier la vitellogénine, et 

du fait de la faible représentation probable de cette protéine dans le liquide 

coelomique étant donné la longueur du processus de vitellogenese, nous 

avons eu recours au marquage radioactif. Pour cela, nous avons injecté de 

la 3[H] leucine dans la cavité coelomique de femelles matures et récupéré 

le liquide coelomique quelques jours après l'injection. 



L'analyse par PAGGE et fluorographie du liquide codomique 

radioactif montre la présence d'une protéine marquée d'environ 530 kDa 

(figure 7A, ligne 1). Comme cette protéine disparaît du liquide coelomique 

suite à une incubation avec du sérum anti-V400, elle a été interprétée 

comme étant la vitellogénine (Vg) de N. diversicolor (figure 7A, ligne 2). La 

composition polypeptidique de Vg a été obtenue en analysant par SDS- 

PAGGE et fluorographie I'immunoprécipité obtenu à partir du liquide 

coelomique radioactif. La figure 78 montre que la vitellogénine est 

composée d'un polypeptide unique de 175 kDa (YP175). 

FIGURE 7 : Recherche de la v l te l log~nlne dans le liquide coelomlque 
A : fluorogramme de l'analyse par PAGGE des proteines du liquide 

coelomique aprds trois jours de marquage in vivo par la 3 [ ~ ]  leucine (ligne 1) 
et des prot6ines de la fraction du m&me liquide coelomique immunosupprim6 
aprds incubation avec le s6rum anti-V400 (ligne 2) 

B : fluorogramme de I'analyse par SDS-PAGGE de I'immunopr6cipit6 obtenu 
après incubation du liquide coelomique avec le s6rum anti-V400 



B. Site de synthèse 

Chez les néréidiens P. cultrifera (Baert et Slomianny, 1987) et N. virens 
(Fischer et Rabien, 1986), il a été montré que les coelomocytes synthétisaient 

de la vitellogénine. C'est donc vers cette catégorie cellulaire que nous 

avons orienté la recherche du site de synthèse de la vitellogénine chez 

N. diversicolor. 

Nous avons incubé des coelomocytes in vitro en présence de 3[H] 

leucine afin de marquer les protéines nouvellement synthétisées par ces 

cellules. Après plusieurs jours d'incubation, le milieu est récupéré et les 

protéines présentes sont analysées par PAGGE et fluorographie. La figure 

8A montre que les coelomocytes synthétisent et sécrètent dans le milieu 

deux protéines majeures dont l'une a un poids moléculaire égal à celui de 

Vg (530  kDa). 

De plus, cette protéine 530 kDa est immunologiquement reliée à la 

vitelline puisqu'elle disparait du milieu quand celui-ci est incubé en 

présence de sérum anti-V400 (figure 88) .  

- 
migration 

FIGURE 8 : Analyse électrophorétique des protéines synthétisées 
par les coelomocytes in vitro 

Représentation densitométrique du fluorogramme de l'analyse par PAGGE 
des protéines du milieu culture, trois jours apres l'incubation de coelomocytes 
in vitro en présence de 3 [ ~ ]  leucine (A )  et des protéines de la fraction 
immunosupprimée du même milieu de culture apres incubation avec le sérum 
anti-V400 (B) 



Par ailleurs, comme le montre l'analyse par SDS-PAGGE et 

fluorographie de I'immunoprécipité obtenu, elle est composée d'un seul 

polypeptide de poids moléculaire égal à celui de YP175 (figure 9). Cette 

protéine de 530 kDa possédant les caractéristiques de la vitellogénine 

identifiée dans le liquide coelomique, nous pouvons conclure que les 

coelomocytes de N. diversicolor sont, comme chez les autres néréidiens, 

capables d'élaborer et de sécréter de la vitellogénine. 

FIGURE 9 : Composition polypeptidique de la vitelline synthétisée 
par les coelomocytes 

Représentation densitornétrique du fluorogramme de l'analyse par SDS- 
PAGGE de I'irnrnunopr6cipité obtenu après incubation du milieu de culture avec 
le sérum anti-V400 

II faut également remarquer sur la figure 8A la présence d'une 

protéine d'environ 270 kDa dans les milieux d'incubation des coelomocytes 

qui, comme la vitellogénine, est immunologiquement reliée à la vitelline 

(figure 88) et composée d'un seul et même polypeptide de 175 kDa 

(figure 9). De ce fait; comme le poids moléculaire de cette protéine est 

égal à environ la moitié de celui de Vg, il est vraisemblable que la 

vitellogénine est une protéine dimérique et que cet élément correspond a la 

forme monomérique de Vg. II est probable que la composition du milieu 

d'incubation des cellules ne soit pas parfaitement adaptée au maintien de 

la structure dimérique de la protéine et facilite la dissociation des deux 

monomères. 



Pour garantir le rôle joué par les coelomocytes dans le processus 

de vitellogenese, nous avons analysé la répartition du marquage radioactif 

au niveau des protéines ovocytaires après incubation in vitro d'un mélange 

d'ovocytes et de coelomocytes en présence de 3[H] leucine. A cette fin, 

après quelques jours d'incubation, la fraction soluble des ovocytes est 

analysée par SDS-PAGGE et fluorographie. La figure 10A montre, dans 

ce cas, un marquage au niveau d'un polypeptide de 175 kDa, alors que 

lorsque les ovocytes sont incubés en absence de coelomocytes, aucun 

marquage n'est détectable à ce niveau (figure 10B). Ce résultat assure que 

les ovocytes sont capables d'incorporer la vitellogénine synthétisée et 

sécrétée par les coelomocytes. 

- 
migration 

FIGURE 10 : Mise en évidence de l'incorporation de la vitellogénine par les 
ovocytes incubésln vitro en présence de coelomocytes 

Représentation densitométrique du fluorogramme de l'analyse par SDS-PAGGE des 
protéines d'ovocytes incubés trois jours in vitro en présence de 3 1 ~ ]  leucine 

A: ovocytes incubés isolément 
B: ovocytes incubés avec des coelomocytes 



Les coelomocytes représentent une population cellulaire hétérogène. 

En effet, on y distingue les éléocytes et les granulocytes de type 1, II et III 

(Dhainaut, 1984). Nous avons cherché à connaître plus précisément quel 

était, au sein de cette population cellulaire, le site de synthèse de la 

vitellogénine. Etant donné la difficulté de séparer rigoureusement chaque 

catégorie cellulaire, nous avons entrepris une étude immunocytologique. 

Cette étude a été réalisée à l'aide d'un anticorps monoclonal (An.Mo. 45- 

14) dirigé contre la vitellogénine (figure 11). Le marquage par 

immunofluorescence n'a été détecté que sur les ovocytes (figure 12A) et 

les éléocytes (figure 12B). Etant donné qu'au sein des coelomocytes, seuls 

les éléocytes sont marqués (figure 12B), ces cellules représentent 

probablement le site de synthèse de la vitellogénine. 

FIGURE 11 : Mise en dvidence de la reconnaissance de la vitellogenine 
par l'anticorps monoclonal An.Mo. 45-14 

lmmunorhvhlation de la vitelloghnine par An.Mo. 45-14 apres transfert sur 
lmmobilon des prothines d'ovocytes jeunes (diamhtre d'environ 11 0 pm) 
prhalablement analyshes par SDS-PAGGE 



FIGURE 12 Identification immunocytologique du site de synthèse de la vitellogenine 
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III. Transformation intraovocytaire de 
la vitellogénine 

A. Mise en évidence du phénomène 

Les chapitres précédents ont montré que la vitellogénine et la 

vitelline issue d'ovocytes matures avaient une structure différente, 

notamment une composition sous-unitaire et un poids moléculaire 

différents : 

TABLEAU 2 : Comparaison du poids moléculaire et de la composition 
polypeptidique de la vitellogénine et de la vitelline 

vg 

V400 

transformations 
présumées 

dans l'ovocyte 

Ces observations supposent une transformation structurale 

importante de la vitellogénine au cours de son transit intraovocytaire vers 

les globules vitellins. 

poids moléculaire 

530 kDa 

400 kDa 

perte de poids 
moléculaire 

composition 
polypeptidique 

YP 175 

YP22 
YP110 

YP18 
YP94 

YP14 

protéolyse de 
YP175 



Afin de démontrer que la vitellogénine subit effectivement une perte 

de poids moléculaire à la suite de son incorporation dans les ovocytes 

matures, après marquage in vivo, nous avons suivi par PAGGE et 

fluorographie, l'évolution, au cours du temps, de la radioactivité portée par 

les protéines ovocytaires de haut poids moléculaire (figure 13). 

FIGURE 13 : Mise en Bvidence des pertes de poids molbculaire de la vitellogbnine 
aprbs incorporation dans l'ovocyte mature 

Fluorogramme de l'analyse par PAGGE des proteines solubles d'ovocytes pr6lev6s 1 (l), 2 (2), 
6 (3) et 18 jours (4) aprds l'injection intracoelomique de 3 [ ~ ]  leucine 

De même, pour démontrer que la vitellogénine subit effectivement 

une protéolyse après son incorporation dans les ovocytes matures, 

I%volution de la composition polypeptidique de la vitellogénine marquée a 

été suivie par analyse en SDS-PAGGE et fluorographie, après avoir extrait 

Vg des ovocytes par immunoprécipitation à l'aide du sérum anti-V400 

(figure 14). 



FIGURE 14 : Mise en Bvidence de la protBolyse 
de YP175 aprbs incorporation 
dans I'ovocyte mature 

Fluorogramme de l'analyse par SDS-PAGGE de la 
vitelline isol6e par immunoaffinit6 de la fraction soluble 
d'ovocytes pr6lev6s 1 (1 ), 2 (2), 6 (3) et 18 jours 
(4) aprhs I'injection intracoelomique de 3 [ ~ ]  leucine 

Au temps 1 jour, la figure 13, ligne 1, montre qu'au niveau des hauts 

poids moléculaires toute la radioactivité est portée par Vg. Après un même 

temps de marquage, la figure 14, ligne 1, montre que dans 

I'immunoprécipité, la radioactivité se situe essentiellement sur YP175. 

Comme la vitellogénine nouvellement incorporée dans I'ovocyte a la même 

structure que celle identifiée dans le liquide coelomique, il apparaît que Vg 

ne subit aucune transformation structurale significative entre la sécrétion 

par les coelomocytes et l'incorporation dans I'ovocyte. Pour des temps 

plus longs, la radioactivité se déplace vers des éléments de plus bas poids 

moléculaires aussi bien en PAGGE (figure 13, lignes 2 et 3) qu'en SDS- 

PAGGE (figure 14, lignes 2 et 3). Ce mouvement de la radioactivité vers de 

plus bas poids moléculaires en PAGGE montre que, quelques jours après 

son incorporatoin, Vg est soumis à des pertes de poids moléculaires 

successives. Au niveau de la composition polypeptidique, le déplacement 

de la radioactivité, là aussi vers de plus bas poids moléculaires, traduit 

quant à lui une protéolyse de YP175. Enfin, à partir de 18 jours après 

I'injection, la radioactivité s'accumule sur V400, assurant que V400 est 

l'ultime produit de transformation de Vg (figure 13, ligne 4). Par contre, si 

on se réfère à la composition polypeptidique de la vitelline purifiée (voir 

figure 4), le profil fluorographique correspondant au temps 18 jours (figure 

14, ligne 4) semble refléter une protéolyse ininterrompue des polypeptides 

constituant V400. 



B. Etude du phénomène au cours du développement ovocytaire 

L'analyse comparative par PAGGE des protéines ovocytaires, au 

cours de la vitellogenèse (figure 15), montre que la vitellogénine 

s'accumule dans les ovocytes d'animaux jeunes (diamètre ovocytaire 

d'environ 110 pm, ligne a) sans subir les pertes de poids moléculaire 

observées lors de l'incorporation dans les ovocytes matures. V400 

commence à apparaître dans I'ovocyte à partir d'une taille d'environ 

130 pm de diamètre (ligne b). Au fur et a mesure que I'ovocyte grossit, Vg 

disparaît des profils, alors que parallèlement V400 devient l'élément majeur 

de I'ovocyte (lignes c et d). Enfin, dans I'ovocyte mature, comme nous 

l'avons vu précédemment, V400 est le seul élément majeur de haut poids 

moléculaire ; Vg ayant totalement disparu du profil (ligne e). 

FIGURE 15 : Etude comparative des protéines ovocytaires au cours 
de la vitellogenbse 

Analyse par PAGGE de la fraction soluble d'ovocytes ayant un diamhtre 
d'environ 11 0 pm (a), 130 pm (b), 150 pm (c), 180 pm (d) et 230 pm (e) 



Parallèlement, l'analyse par SDS-PAGGE des protéines d'ovocytes 

d'environ 110 pm de diamètre montre que YP175 est le polypeptide majeur 

dans les ovocytes à ce stade du développement (figure 16A, ligne l ) ,  alors 

que conformément au marquage métabolique, il n'est plus détectable dans 

l'ovocyte mature (figure 16A, ligne 2). De plus, après analyse par SDS- 

PAGGE et transfert sur Immobilon-P des protéines d'ovocytes de 110 pm 

de diamètre, YP175 est le seul polypeptide révélé par les anticorps anti- 

V400 montrant ainsi que la vitelline n'est affectée par aucune protéolyse 

après incorporation dans les ovocytes d'animaux jeunes. (figure 16B). 

FIGURE 16 : Mise en Bvidence de l'absence de protdolyse de YP175 
dans les ovocytes jeunes 

A : Analyse par SDS-PAGGE de la fraction soluble d'ovocytes ayant un 
diarndtre d'environ 11 0 pm (1 ) et 230 prn (2) 

B : lrnrnunor6v6lation de YP175 par le s6rurn anti-V400 aprds transfert sur 
lrnrnobilon des prot6ines d'ovocytes jeunes (diarndtre d'environ 11 0 prn) 
prealablement analys6es par SDS-PAGGE 



Cette étude comparative des protéines ovocytaires au cours du 

développement de la cellule permet de mettre en évidence le fait que la 

transformation de Vg en V400 ne s'enclenche qu'à un moment précis de 

l'ovogenèse. La vitellogénine qui entre dans I'ovocyte, et celle déjà 

incorporée, ne vont subir de profonds remaniements structuraux qu'à partir 

d'un stade déterminé qui correspond aux ovocytes dont le diamètre est 

supérieur à environ 110 ym. Etant donné que la vitellogénine commence à 

être incorporée dans l'ovocyte quand celui-ci atteint une taille d'environ 

50 ym (Dhainaut, 1970 ; Fischer, communication personnelle), nos résultats 

suggèrent que pendant une longue période correspondant au début de la 

vitellogénese, Vg s'accumule dans I'ovocyte sans subir aucune 

transformation structurale. 



IV. Les polypeptides issus du 
clivage de la vitellogénine 

A. Etude des clivages de la vitellogenine 

L'étude des clivages de la vitelline a été réalisée par l'analyse de la 

composition polypeptidique de la vitelline isolée d'ovocytes à différents 

stades de développement. Dans ce but, la vitelline a été extraite des 

ovocytes par immunoaffinité à l'aide du sérum anti-V400, puis 

I'immunoprécipité obtenu a été analysé par SDS-PAGGE. 

A B C  

FIGURE 17 : Etude comparative de la composition polypeptidlque de la vitelline 
au cours de la viteilogenbse 

Analyse par SDS-PAGGE de la vitelline isol6e par imrnunoaffinit6 à partir de la fraction 
soluble d'ovocytes ayant un diamdtre d'environ 150 prn (A), 180 pm (B) et 230 prn (C) 



Comme nous l'avons vu dans l'ovocyte jeune (environ 110 pm de 

diamètre), la vitellogénine ne subit aucun clivage et n'est composée que 

d'un polypeptide unique de 175 kDa. 

Dans l'ovocyte un peu plus développé, (environ 150 Pm de 

diamètre), la vitelline est composée de cinq éléments : YP175, YP110, et 

trois polypeptides dont le poids moléculaire est estimé à 128, 73 et 51 kDa 

et de ce fait appelés YP128, YP73 et YP51 (figure 17A). Ces quatre 

nouveaux polypeptides apparaissent nécessairement deux par deux suite 

au clivage de YP175. D'après leur poids moléculaire, la logique voudrait 

que YP175 donne d'une part, YP128 + YP51, et d'autre part, YPl lO + 

YP73. YP110 serait une sous partie de YP128 et de même YP51 une sous 

partie de YP73. Le complément de YP51 dans YP73 serait le même que 

celui de YP110 dans YP128. 

La vitelline issue d'ovocytes submatures (environ 180 pm) n'est 

composée que de trois polypeptides majeurs : YP110, YP22 et YP14 

(figure 17B). II faut noter que la somme des poids moléculaires de ces trois 

éléments (146 kDa) est très inférieure à celle de YP175 dont ils sont issus. 

II est donc probable que YP73 se clive pour donner YP22, YP14 et un ou 

plusieurs éléments qui pourrait (ent) se détacher de la vitelline entraînant 

une perte de poids moléculaire d'environ 37 kDa. 

Dans les ovocytes matures, apparaissent YP94 et YP18 (figure 17C). 

Comme la somme du poids moléculaire de ces deux éléments (112) est 

très proche de la valeur du poids moléculaire de YP110, et en tenant 

compte du fait qu'au fil de l'accroissement ovocytaire, YPl lO disparaît 

progressivement des profils électrophorétiques, alors que parallèlement 

YP94 et YP18 deviennent de plus en plus présents, il est permis de 

suggérer que YP94 et YP18 sont issus du clivage de YP110. 

Nos résultats, provenant de l'analyse des profils électrophorétiques 

de la vitelline purifiée à différents stades ovocytaires, ne nous permettent 

cependant pas d'établir, de manière définitive, la carte des clivages qui 

affectent YP175. Le raisonnement est en grande partie basé sur des 

calculs de poids moléculaires dont les valeurs, bien que significatives, ne 

sont pas rigoureusement exactes. En guise de complément, après 

isolement des polypeptides, l'établissement de leurs cartes peptidiques et 

le séquençage de l'extrémité N et C terminal devraient apporter des 

éléments de réponse déterminant à certaines questions en suspens. 

Néanmoins, nos résultats ont permis de mettre en évidence la forte 

probabilité d'un détachement polypeptidique au cours du clivage de YP175. 



B. Etude des polypeptides se détachant lors du clivage de la 
vitellogenine 

1) Identification 

L'analyse par électrophorèse bidimensionnelle PAGGEISDS- 

PAGGE d'une fraction soluble d'ovocytes matures révèle la présence de 

plusieurs polypeptides majeurs ne rentrant pas dans la composition de 

V400 (figure 18), et absents dans les jeunes ovocytes. 

PAGGE 

SDS 
PAGGE 

FIGURE 18 : Identification des polypeptides majeurs de I'ovocyte mature 
ne rentrant pas dans la composition de la vitelline 

Analyse électrophoretique bidimensionnelle PAGGEISDS-PAGGE de la fraction 
soluble d'ovocytes matures (diamètre d'environ 230 pm) 

Comme ces éléments protéiques n'apparaissent dans I'ovocyte qu'à 

un stade où la protéolyse de YP175 est très avancée, il est possible, 

comme nous l'avons soupçonné, qu'il s'agisse d'éléments se détachant de 

Vg au cours des clivages. Cepe~dant, à ce stade du développement 

ovocytaire, la corticogenèse qui est, avec la vitellogenèse, un métabolisme 

essentiel à la maturation ovocytaire, a déjà commence. II est donc 

envisageable que certaines des protéines identifiées ne soient pas des 

éléments du vitellus, mais des alvéoles ou granules corticaux. 



De ce fait, dans le cadre de l'identification d'éventuel polypeptides 

libérés lors de la conversion de Vg en V400, nous avons cherché à isoler 

les globules vitellins par fractionnement cellulaire dans un gradient 

discontinu de saccharose. L'analyse par PAGGE des différentes fractions 

cellulaires obtenues montre la présence de V400 au niveau des organites 

contenus dans le coussin 0,9 M (figure 19). 

FIGURE 19 : Analyse ~lectrophoretlque des proteines des 
globules vitellins purifies 

Analyse par PAGGE des proteines de la fraction soluble des 
globules vitellins purifies 



Par la microscopie électronique, nous avons pu confirmer la 

présence des globules vitellins au niveau de cette fraction et juger 

satisfaisant le degré de pureté de cette préparation (figure 20). 

FIGURE 20 : Contrôle de pureté des globules vltelllns lsol6s 
par fractionnement cellulaire 

Analyse en microscopie Blectronique des globules vitellins purifies 
x4500 

L'observation a et6 réalisBe par le Pr. A. Dhainaut 



Après suppression de V400 de la fraction soluble des globules 

vitellins par immunoaffinité à l'aide du sérum anti-V400, l'analyse par 

électrophorèse en présence de SDS dans un gel d'acrylamide à 15 % 

(SDS-PAGE : SDS-Poly Acrylamide Gel Electrophoresis) de la fraction 

immunosupprimée (fraction GVIS) révèle ta présence de quatre 

polypeptides majeurs ayant des poids moléculaires de 37, 28, 24 et 15 kDa 

et appelés respectivement YP37, YP28, YP24 et YP15 (figure 21). 

FIGURF 2 1  : Identification des polypeptides majeurs des globules vitellins 
ne rentrant pas dans la composition de la vitelline 

Analyse par SDS-PAGE dans un gel de polyacrylamide 15% des prot6ines de la 
fraction des globules vitellins d6pourvus de V400 par immunoaffinite (fraction GVIS) 

Si ces polypeptides sont issus de la vitellogénine, ils sont 

nécessairement immunologiquement reliés à Vg. Nous avons donc tester 

I'immunoréactivité de ces polypeptides avec un sérum polyclonal anti-Vg 

obtenu à partir de la vitellogénine isolée d'ovocytes jeunes en utilisant le 

même protocole chromatographique que celui ayant permis la purification 

de V400. A cette fin, après analyse par SDS-PAGE dans un gel 

d'acrylamide 15 % et transfert sur Immobilon-P des protéines de la 

fraction GVIS, nous avons cherché à identifier par le sérum anti-Vg les 

protéines immunologiquement reliées à la vitellogénine. 



La figure 22 montre que YP37, YP28, YP24 et YP15 réagissent tous 

avec le sérum anti-Vg. Ainsi, en fonction de ce résultat, et étant donné 

que leur apparition dans les globules vitellins est concomitante de la 

protéolyse de Vg, il est vraisemblable qu'ils soient issus du clivage de 

cette protéine. Cependant, la somme des poids moléculaires de ces quatre 

polypeptides (104 kDa) est largement supérieure à la perte polypeptidique 

dont nous avions précédemment soupçonné l'existence (37 kDa). Ces 

éléments ne peuvent donc représenter des sous-parties indépendantes 

de YP175 ; d'où l'existence probable d'une relation précurseur-produit 

entre ces polypeptides. 

FIGURF 22 : Identification des polypeptides 
indépendants de V400 et issus du 
clivage de  YP175 

R e p r B s e n t a t i o n  d e n s i t o m é t r i q u e  d e  
I'immunorévélation des polypeptides issus de YP175 par 
le sérum anti-Vg aprbs transfert des prot6ines de la 
fraction GVlS préalablement analysées par SDS-PAGE 
dans un gel de polyacrylamide à 15% 

\ 

migration 

2) Etude métabolique in vivo 

A un temps donné après l'injection intra-coelomique de 3[H] 

leucine chez les femelles submatures, la vitelline est extraite des fractions 

solubles ovocytaires par immunoaffinité à l'aide du sérum anti-V400. Les 

polypeptides de la fraction immunosupprimée immunologiquement reliés à 

Vg sont à leur tour extraits par immunoaffinité à I'aide du sérum anti-Vg. 

L'immunoprécipité obtenu est ensuite analysé par SDS-PAGE dans un 

gel d'acrylamide à 15 % et la radioactivité incorporée dans les 

polypeptides est détectée par fluorographie. 



Comme le montre la figure 23A, aucune protéine radioactive n'est 

détectable pour des temps de marquage courts (3 jours). Ce résultat 

prouve que YP37, YP28, YP24 et YP15 ne sont pas des protéines 

nouvellement synthétisées, mais des éléments vraisemblablement issus de 

la transformation secondaire d'un précurseur qui, étant donné les résultats 

précédents, est certainement la vitellogénine. Douze jours après l'injection, 

on observe un marquage important au niveau de YP37, mais aussi deux 

bandes radioactives plus discrètes au niveau de YP28 et YP15 (figure 

23B). Après dix huit jours de marquage (figure 23C), alors que YP24 et 

YP15 sont les éléments portant l'essentiel de la radioactivité, la 

radioactivité portée par YP37 a totalement disparu et celle portée par YP28 

a sensiblement diminué. 

3 Jours 

12 Jours 

18 Jours 
- 

migration 

FIGURE 23 : Suivi, après marquage in vivo, de I'evolu?ion au cours du temps 
des polypeptides indépendants de V400 et issus du 
clivage de YP175 

Représentation densitométrique des fluorogrammes de l'analyse par SDS-PAGE dans un 
gel de polyacrylamide à 15% des polypeptides radiomarqués extraits à l'aide du sérum 
anti-Vg à partir des fractions solubles d'ovocytes dépourvus de V400 par immunoaffinité. 
Les ovocytes sont isolés de femelles matures 3, 12 et 18 jours après I'injection 
intracoelomique de 3 [ ~ ]  leucine 



L'évolution au cours du temps du marquage porté par YP37 montre 

que ce polypeptide issu de la protéolyse de Vg ne s'accumule pas dans 

les globules vitellins, mais qu'il disparaît quelque temps après s'être 

détaché de la vitellogénine. YP37 est donc probablement le précurseur de 

l'un, sinon des deux polypeptides nettement radiomarqués après le temps 

de marquage le plus long, c'est-à-dire YP24 et YP15. 

Les conclusions de cette étude métabolique sont soutenues par le 

résultat illustré dans la figure 23 qui montre que parmi les quatre 

polypeptides présents dans les ovocytes ayant un diamètre d'environ 210 

pm (figure 24A), seuls YP24 et YP15 s'accumulent dans les ovocytes plus 

mûrs, YP37 ayant tendance à disparaître. (figure 246). 

FIC;URE : Suivi, dans l'ovocyte mature, de I'6volution des polypeptides 
indépendants de V400et issus du clivage de YP175 

Analyse par SDS-PAGGE des protéines de la fraction solubie d'ovocytes ayant un 
diamdtre d'environ 210 pm (A) et 230 pm (B) et pr6alablement d6pourvus de V400 par 
immunoaffinit6 



Les résultats obtenus ne permettent toutefois pas de situer YP28 

avec certitude dans la relation précurseur-produit qui unit les quatre 

éléments. Toutefois, la figure 24 et l'étude métabolique suggèrent fortement 

que ce polypeptide ne s'accumule pas dans les ovocytes matures, en 

faisant un précurseur potentiel de YP24 eWou de YP15. Les résultats ne 

donnent cependant aucune indication sur son origine immédiate. Est-il un 

produit de transformation de YP37 ou directement issu du clivage de 

YP175 ? Des données supplémentaires s'avéraient donc nécessaires pour 

lever certaines incertitudes. 

3) Relations immunologiques 

Pour poursuivre l'étude des relations précurseur-produit reliant 

YP37, YP28, YP24 et YP15, nous avons cherché à établir les relations 

immunologiques existant entre ces différents polypeptides. Cette étude a 

été réalisée à l'aide d'un sérum polyclonal anti-YP15 et de l'anticorps 

monoclonal An.Mo. 45-1 4. 

a) Les anticorps 

Lors de la sélection de I'anticorps monoclonal (An.Mo.45-14) dirigé 

contre la vitellogénine et utilisé dans la recherche du site de synthèse de la 

vitellogénine (voir 5 II.B.), nous avons pu mettre en évidence que I'épitope 

reconnu par cet anticorps était porté par YP28. Nous avons donc utilisé 

An.Mo.45-14 dans notre approche immunologique. 

Un sérum polyclonal anti-YP15 a été préparé à partir de la protéine 

purifiée par chromatographie. YP15 a été isolé à partir de la fraction 

soluble d'ovocytes matures (f igure 25A) en t ro is étapes 

chromatographiques : une chromatographie de gel filtration sur Ultrogel 

AcA 34, une chromatographie d'échange de cations et une 

chromatographie de gel filtration sur Superose 12. La première étape 

chromatographique est la même que celle réalisée lors de la purification 



de la vitelline (§ I.B.). Comme le montre la figure 25B, l'analyse par SDS- 

PAGGE des fractions éluées révèle la présence de YP15 dans le troisième 

pic du chromatogramme présenté dans la figure 26A. Les fractions 

correspondant à ce pic sont rassemblées, puis concentrées et dessalées 

par dialyse sous vide. En vue de la deuxième étape, la solution concentrée 

est alors injectée sur une colonne mono S équilibrée avec du tampon 

phosphate pH 7,4. YP15 est retenu sur le gel et s'élue à une concentration 

de NaCl d'environ 35 mM (figure 268). Les fractions contenant YP15 sont 

rassemblées, concentrées sous vide et la solution concentrée est injectée 

sur une colonne Superose 12 où YP15 s'élue sous la forme d'un pic 

homogène (figure 26C). L'analyse par SDS-PAGGE des fractions 

correspondant à ce pic montre que YP15 est le seul polypeptide présent 

dans la préparation (figure 25D). 

FIGURE 25 : Purification de YP15 : suivi électrophor6tique 
Analyse par SDS-PAGGE de la fraction soluble d'ovocytes matures 

( A )  et des fractions contenant YP15 et éluées aprds les 
chromatographies : 

B : de gel filtration sur colonne d'ultrogel AcA 34 
C : d'échange de cations sur colonne Mono S 
D : de gel filtration sur colonne Superose 12 
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FIGURE 26 : Purlflcation de YP15 : proflls deOlutlon 

Temps (heures) 

Profil d'élution des protdines 
ovocytaires après la chromatographie 
de gel filtration sur colonne d'ultrogel 
AcA 34 

Profil d'élution de YP1 
chromatographie d'échange 
sur colonne Mono S 

5 aprds la 
de cations 

Temps (minutes) 

Profil d'élution de YP15 après la 
chromatographie de gel filtration sur 
colonne Superose 12 

O 10 20 
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b) Relations immunologiques 

Les protéines d'une fraction GVlS sont analysées en SDS-PAGGE 

et transférées sur Immobilon-P. La figure 27 montre la révélation de la 

feuille de transfert par les sérums polyclonaux anti-Vg (A) et anti-YP15 

(B) et par An.Mo.45-14 (C). II apparait que YP37 est reconnu aussi bien 

par le sérum anti-YP15 que par An.Mo.45-15 et de ce fait serait le 

précurseur de YP28 et YP15. Sachant que le poids moléculaire de YP37 

est le même que celui de la partie polypeptidique (37 kDa) dont nous avons 

soupçonné le détachement de YP175, il apparaît maintenant très probable 

que YP37 est le seul élément qui se détache initialement de la vitelline, 

suite aux clivages de YP175 et qu'après s'être séparé de la vitelline, il 

subirait à son tour un clivage et donnerait YP28 et YP15. 

- 
migration 

FIGURE 27 : Relations immunologiques entre YP37, YP28, YP24 et YP15 
Représentation densitom6trique de I'immunorévélation des polypeptides de la 

fraction GVlS par le serum anti-Vg (A), le serum anti-YP15 (B) et l'anticorps An. Mo. 
45-14 (C) après transfert sur lmmobilon des protéines préalabiement analysées par 
SDSPAGGE 



YP24 n'est reconnu ni par le sérum anti-YP15, ni par I'anticorps 

monoclonal An. Mo 45-14 (figure 27). Dans le cadre de l'hypothèse où 

seul YP37 se détache de la vitelline, étant donné, (i) son poids moléculaire, 

(ii), l'absence de relation immunologique avec YP15, (iii) le fait que YP28 

ne s'accumule pas dans les globules vitellins avec YP15, YP24 est 

vraisemblablement issu de la transformation de YP28. L'absence de 

reconnaissance de YP24 par I'anticorps monoclonal An.Mo.45-14 pourrait 

alors s'expliquer par le fait que le passage de YP28 à YP24 entraînerait 

une perte ou une transformation de I'épitope reconnu par I'anticorps. 

Cependant, nous avons pu mettre en évidence l'existence d'une relation 

immunologique entre YP28 et YP24. En effet, après l'analyse par IEF d'une 

fraction GVlS et transfert des protéines sur Immobilon-P, on note, après 

révélation par An.Mo.45-14, au moins sept protéines reconnues par 

I'anticorps monoclonal (figure 28A). 

IEF 
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FIGURE 28 : Mise en évidence de la reconnaissance de YP24 par l'anticorps 
An.Mo. 45-14 dans des condltlons non dénaturantes 

A : Immunorév6lation des polypeptides de la fraction GVlS par I'anticorps An. Mo. 45- 
14 apr8s transfert sur lmmobilon des proteines pr6alablement analys6es par IEF 

B : lmmunor6v6lation des polypeptides de la fraction GVlS par le s6rum anti-Vg apr8s 
transfert sur lmmobilon des protéines préalablement analysées par électrophorèse 
bidimensionnelle IEFJSDS-PAGGE 



Le nombre de protéines reconnues s'explique au moins par 

l'importante hétérogénéité en charge de YP37 et surtout YP28, comme le 

montre la révélation par le sérum anti-Vg de ces protéines transférées sur 

Immobilon-P après une analyse par électrophorèse bidimensionnelle 

IEFISDS-PAGGE (figure 28B). Le nombre important de protéines 

reconnues s'explique également par le fait que I'anticorps monoclonal est 

capable de reconnaître YP24 après analyse par IEF. En effet, on peut noter 

sur la première dimension que la protéine la plus acide, qui est reconnue 

par I'anticorps monoclonal, correspond dans la deuxième dimension à une 

des formes de YP24 (figure 28 B). 

Ce résultat montre que An.Mo.45-14 est capable de reconnaître 

YP24 quand celui-ci est analysé par électrophorèse dans des conditions 

non dénaturantes. En fait, il est vraisemblable que I'épitope reconnu par 

An.Mo.45-14 est encore présent sur YP24 mais que, suite à un traitement 

par le SDS, et contrairement à YP28, un retour à des conditions non 

dénaturantes après transfert ne permet pas à la protéine de retrouver une 

structure telle que I'épitope puisse à nouveau être reconnu par I'anticorps. 

4) Origine de YP37 

Lors de l'étude des clivages de la vitellogénine (§ IV.A.), nous avons 

émis l'hypothèse que YP175 devait être coupé, dans un premier temps, au 

niveau de deux sites et générer deux couples de polypeptides (YP128, 

YP51) et (YP110, YP73). La poursuite de la protéolyse conduisant à la 

formation d'une vitelline composée de YP110, YP22 et YP14, nous avons 

postulé que YP73 devait donner secondairement YP22 et YP14 et émis 

l'hypothèse qu'une partie de YP73, estimée à 37 kDa, devait se détacher 

de la vitelline au cours de la protéolyse. Un polypeptide de 37 kDa (YP37) 

issu de YP175 et non associé à V400 ayant été mis en évidence, nous 

avons cherché à confirmer l'hypothèse selon laquelle celui-ci est 

initialement inclus dans YP73. 



A cette fin, après analyse par SDS-PAGGE et transfert sur 

Immobilon-P de la vitelline issue d'ovocytes d'un diamètre d'environ 

150 Fm, (figure 29A, ligne l ) ,  nous avons révélé la feuille de transfert par 

les anticorps spécifiques de YP37 : I'anticorps An. Mo. 45-14 et le sérum 

anti-YP15. La figure 29A, ligne 2, montre que I'anticorps An. Mo. 45-14 

reconnait YP175 mais aussi de manière plus discrète YP73 et YP51. 

D'autre part, on peut noter qu'il n'y a aucun marquage au niveau de YP128 

et YP110. Si on analyse une quantité plus importante de protéines (figure 

29B), on met cette fois en évidence un marquage significatif de YP73 et 

YP51, mais aussi deux bandes négatives qui sont repoussées par la 

masse de YP175 et qui correspondent vraisemblablement à YP128 et 

YP110. 

FIGURE 29 : Recherche de l'origine de YP37 
AprBs l'analyse par SDS-PAGGE de la vitelline 

isol6e d'ovocytesde 150 pm de diamAtre, les poly- 
peptides sont transf6r6s sur rrnrnobilon-P (A, 
I ignel), puis r6v616s par I'anticorps An. Mo. 
45-14 ou par le s6rurn anti-lYP15 (A, llgne 2 et 
B) 15 (A, ligne 2 et B)  



Nous pouvons donc maintenant affirmer que YP37 fait effectivement 

partie de la structure de YP73 et même de celle de YP51. II se détacherait 

de la vitelline à la suite des clivages de ces deux éléments. En 

conséquence, YP73 peut être effectivement considéré comme le 

précurseur de YP37, YP22 et YP14, alors que YP51 générerait YP37 ainsi 

que, compte tenu des valeurs de poids moléculaire, YP14. Dans ce cas, 

YP128, complément de YP51 au sein de YP175, pourrait être considéré 

comme le précurseur de YP22 et YP110. 

En tenant compte de l'ensemble de nos résultats, les clivages subis 

par YP175 peuvent se résumer de la manière suivante : 

- - 

YPllO YP73 



V. Activités protéolytiques associées 
aux globules vitellins 

Les résultats précédents mettent en évidence l'existence, dans les 

ovocytes âgés, d'une activité protéolytique qui agit sur la vitellogénine. 

Cette activité ne s'exprime qu'à un moment donné du développement de 

I'ovocyte (diamètre ovocytaire > 100 ,um). De ce fait, l'expression de cette 

activité traduit probablement un changement du métabolisme ovocytaire et 

pourrait être une cible de l'activité neuroendocrine qui régule la mise en 

place des différents processus biologiques liés au développement de 

l'ovocyte (Porcher, 1976). 

En tant que cible potentielle du contrôle endocrine de l'ovogenèse, 

nous avons entrepris l'identification et la caractérisation de la (ou des) 

protéase (s) associée (s) aux globules vitellins dans I'ovocyte mature. 

A. Mise en évidence d'activités protéolytiques dans les globules 
vitellins 

Nous avons d'abord cherché à mettre en évidence la présence 

d'activités protéolytiques dans la fraction soluble des globules vitellins, en 

utilisant l'hémoglobine substrat. Les incubations ont été réalisées 

arbitrairement à 37°C et à un pH variant de 2 a 9. 

100 - 
% maximum 
d'act ivi té 

50 - 

A 

FIGURE 30 : Mise en évidence d'activités protéolytiques 
dans les globules vitellins en fonction du 
PH 

Profil de l'hydrolyse de l'hémoglobine en fonction du pH, après 
incubation du substrat avec la fraction soluble des globules 
vitellins pendant 1 heure a 37°C 

L'activité protéolytique est exprimée en pourcentage du 
maximum d'activité mesurée 



La figure 30 montre la présence, dans la fraction soluble des 

globules vitellins, d'une activité protéolytique majeure capable d'hydrolyser 

l'hémoglobine avec un pH optimum de 3,5. 

Pour savoir si cette activité protéolytique était capable d'agir sur la 

vitelline, nous avons incubé à 37°C des fractions solubles de globules 

vitellins à différents pH entre 2 et 9. A la suite de l'incubation, les fractions 

ont été analysées par SDS-PAGGE, afin de mettre en évidence 

l'éventuelle protéolyse des polypeptides constituant la vitelline. Après 24 

heures d'incubation, l'analyse électrophorétique révèle une hydrolyse 

presque complète des polypeptides vitellins pour les pH 3 et 4 (figure 31). 

FIGURE 3 1 :  Mise en évidence d'une activité prot6olPtique acide associée 
aux globules vitellins et capable d'hydrolyser la vitelline 

Analyse par SDS-PAGGE des fractions solubles de globules vitellins incub6es à 
différents pH (2 à 9), pendant 24 heures, à 37°C 



Ce résultat, qui confirme d'une part la présence d'une activité 

protéolytique acide dans la fraction soluble des globules vitellins, montre 

d'autre part que cette activité est capable d'hydrolyser la vitelline. 

Si on réalise une cinétique de l'hydrolyse sur des temps plus courts 

(O à 1 heure) (figure 32), on s'aperçoit que la protéolyse de la vitelline a 

pH 3 génère des polypeptides qui comigrent avec des éléments déjà 

présents dans les globules vitellins non incubés, mais en plus faible 

quantité. 

FIGURE 32 : Clndtique d'hydrolyse de la vitelline 
par I'activitb protdoiytique acide 

Analyse par SDS-PAGGE des fractions solubles de 
globules vitellins incubées à pH 3,à 37"c, pendant 15 
minutes (1),30 minutes (2) et 60 minutes (3) 

T : fraction non incubée 

II semble donc que l'activité protéolytique acide soit non seulement 

capable d'agir sur la vitelline, ma'is aussi de donner des éléments 

naturellement issus du clivage de la vitelline. 



B. Caractérisation de l'activité protéolytique acide 

Comme nous l'avons vu dans les données générales sur la 

vitellogenèse (§ Il. D.), il est très probable que les clivages de la 

vitellogénine, au cours de son transit vers les globules vitellins dans les 

ovocytes de vertébrés, soient l'oeuvre de protéases lysosomiales. D'autre 

part, de nombreux travaux concernant la dégradation des vitellines au 

cours de l'embryogenèse ont montré que les protéases lysosomiales 

étaient impliquées dans ce processus (Perona, 1985, 1988 ; Yokota et Kato, 

1988 ; Medina, 1988 ; Medina et Vallejo, 1989). Etant donné que l'activité 

protéolytique, qui semble participer à la protéolyse de la vitelline dans les 

globules vitellins de N. diversicolor, a un pH optimum acide (entre 3 et 4), 

nous avons suspecté la présence de cathépsines dans la fraction soluble 

des globules vitellins. 

Si on se base sur le résidu essentiel du site actif (Webb, 1984), les 

protéases lysosomiales peuvent être classées selon deux types : les 

cystéine-protéases (EC 3. 4. 22) et les aspartique-protéases (EC 3. 4. 

23) (Bond et Butler, 1987). Si la fraction soluble des globules vitellins est 

incubée à 37°C et à pH 3 en présence d'inhibiteurs spécifiques des 

aspartique-protéases et des cystéine-protéases lysosomiales, c'est- 

à-dire respectivement la pepstatine A et la leupeptine, seule la leupeptine 

inhibe l'hydrolyse de la vitelline (figure 33, ligne 2), la pepstatine A n'ayant 

aucun effet sur l'activité protéolytique (figure 33, ligne 1). 

FIGURE 33 : Test d'inhibition de I'activite protéolytique acide 
associée aux globules vitellins 

Analyse par SDS-PAGGE des fractions solubles de globules vitellins 
incubées à pH 3, à 37"c, pendant 1 heure et en pr6sence de : 

1 : 10pM de pepstatine 
2 : 1 OpM de leupeptine 
3 : 1 mM de HgC12 

T- : fraction non incubée 
T+ : fraction incubée sans inhibiteur 



Ce résultat, confirmé par l'action inhibitrice de HgC12 (bloquant des 

fonctions thiol) (figure 33, ligne 3), suggère que l'activité protéolytique acide 

mise en évidence dans les globules vitellins est du type cystéine-protéase 

acide. 

Les principales cystéine-protéases rencontrées dans les 

lysosomes étant les cathépsines B (EC 3. 4. 22.1), H (EC 3. 4. 22.16) et L 

(EC 3. 4. 22.15) (pour revue : Barrett et Kirschke, 1981), nous avons 

recherché la présence de ces trois types de protéases dans les globules 

vitellins. 

1) la cathépsine B 

Afin de mettre en évidence la présence de cathépsine B dans les 

globules vitellins, nous avons utilisé un substrat spécifique de cette 

enzyme : 

Z-Arg-Arg-NH-Mec 

(benzyloxycarbonyl-L-arginine-L-arginine-7-(4-methyl) coumarylamide) 

(Barreif, 1980) 

Comme le montre la figure 34a, en présence de la fraction soluble 

de globules vitellins, Z-Arg-Arg-NH-Mec, quelque soit le pH, n'est pas 

hydrolisé. Ce résultat suggère que les globules vitellins ne contiennent pas 

d'activité protéolytique de type cathépsine B. 

2) la cathépsine L 

La recherche de cathépsine L dans les globules vitellins a été 

réalisée en utilisant : 

Z-Phe-Arg-NH-Mec 

(benzyloxycarbonyl-L-phénylalanine-L-arginine-7-(4-methyl)coumarylamide) 

(Kirschke, 1982) 

Bien que beaucoup plus sensible à la cathépsine L, ce substrat est 

susceptible d'être clivé par la cathépsine B (Barrett, 1980). Toutefois, 

comme nous venons de mettre en évidence l'absence de cathépsine B 

dans les globules vitellins, ce substrat pourra ici, être considéré comme 

spécifique de la cathépsine L. La figure 34b montre que Z-Phe-Arg- 

NH-Mec est hydrolysé avec un pH optimum de 4,5 en présence de la 

fraction soluble de globules vitellins. 



FIGURE 34 : Recherche d'activités protbolytiques de type cathépsine B,H et L 
dans les globules vitellins 

Profil de I'hydrolyse de Z-Phe-Arg-NH-Mec (a), 2-Arg-Arg-NH-Mec (b) et Arg-NH-Mec (c) en fonction 
du pH, après incubation du substrat avec la fraction soluble de globule vitellin pendant 1 heure à 37°C. 

L'influence de divers réactifs sur I'hydrolyse de Z-Phe-Arg-NH- 

Mec à pH 4,5 (tableau 3) a pu confirmer que cette activité était du type 

cathépsine L. En effet, I'E64 et la leupeptine qui sont des inhibiteurs des 

cystéine-cathépsine annulent complètement I'hydrolyse de Z-Phe-Arg- 

NH-Mec. D'autre part, l'effet activateur de la cystéine et du dithiothréitol et 

l'effet inhibiteur de HgC12 montrent l'importance jouée par un résidu 

cystéine libre dans l'activité de l'enzyme et de ce fait confirment qu'il s'agit 

d'une cystéine-protéase acide. Comme nous avons pu observer 

I'hydrolyse à un pH acide de la caséine en présence d'urée 3M par une 

fraction de globules vitellins (résultat non montré), il semblerait que les 

globules vitellins contiennent une activité protéolytique dont la spécificité de 

substrat est analogue à celle qui a été mise en évidence pour la 

cathépsine L du foie de rat.(Barrett et Kirschke, 1981). 



Contrôle 

Leupeptine (1 0pM) 

TLCK (1 mM) 

Cystéine (1 0mM) 

Dithiothréitol 
(1 OmM) 

lodoacétamide (5mM) 

EDTA (5mM) 

HgC12 (1 0mM) 

Puromycine (1 mM) 

Ortho- 
Phénenthroline 

(5mM) 

25 

120 

O 

Non déterminé 

Non déterminé 

TABLEAU 3 : Influence de divers réactifs sur l'hydrolyse par la fraction de globules vitellins de 
Z-Phe-Arg-NH-Mec à pH 4,5 et de Arg-NH-Mec à pH 7 . 
Les incubations sont réalisées à 37OC pendant 1 h. 
Abréviations : - E64 : L-trans-époxysuccinyIleucylamido-(4-guanidino)-butane. 

- TLCK : L-l-chloro-3-(4-tosylamido)-7-amino-2-heptanone. 

3) la cathépsine H 

La cathépsine H peut agir soit comme une endopeptidase soit 

comme une aminopeptldase. Elle peut être sélectivement mise en 

évidence en utilisant un substrat possédant l'extrémité N-terminal libre tel 

que Arg-NH-Mec (L-arginine-7-(4methyl)coumarylamide) (Barret t ,  

1980). La figure 34c montre que Arg-NH-Mec est hydrolysé avec un pH 

optimum de 7 en présence de la fraction soluble de globules vitellins. Bien 



que le pH optimum d'activité soit semblable à celui observé pour la 

cathépsine H (Barrett, 1980) I'absence d'effet inhibiteur de E64 et de la 

leupeptine et I'absence d'activation par la cystéine et le dithiothréitol 

(tableau 3) suggèrent que l'activité mise en évidence n'est pas du type 

cathépsine H. L'effet fortement inhibiteur de la puromycine à laquelle la 

cathépsine H est insensible (Kirschke, 1977) montre que l'activité 

aminopeptidase mise en évidence n'est certainement pas associée à une 

cathépsine H. 

En fait, l'effet inhibiteur de chélateurs tels que I'EDTA et I'ortho- 

phénenthroline (tableau 3) suggère que l'activité arylpeptidasique est le fait 

d'une métallo-protéase dont on peut penser que le site actif contient un 

résidu cystéine important pour l'expression de l'activité enzymatique, étant 

donné l'effet inhibiteur de la cystéine, du dithiothréitol et de I'iodoacétamide 

(tableau 3). 

C. conclusion 

La recherche d'activités protéolytiques dans les globules vitellins des 

ovocytes matures a permis de mettre en évidence deux activités majeures. 

L'influence des différents réactifs testés permet d'affirmer que ces deux 

activités ne sont pas associées à un même site actif. Les globules vitellins 

des ovocytes matures renferment une activité de type cathépsine L et une 

activité de type aminopeptidase portée par une métallo-enzyme. 

L'identification d'une cathépsine L dans les globules vitellins rejoint 

les conclusions de nombreux travaux qui ont montré l'intervention de 

cathépsines dans la dégradation du vitellus protéique. Par contre, la mise 

en évidence d'une activité aminopeptidasique dans les globules vitellins 

peut paraître plus surprenante. II faut toutefois noter qu'une aminopeptidase 

a été isolée du vitellus de l'oeuf de poule (Ichishima, 1989), mais que la 

fonction de cette protéase n'est pas encore définie. 

L'isolement de ces deux activités protéolytiques parait maintenant 

nécessaire pour étudier plus précisement leur rôle dans la protéolyse de 

YP175. Cette purification est envisageable puisque les deux activités sont 

suffisamment caractérisées pour tester de manière sensible et spécifique 

la présence de celles-ci dans un milieu. 



Discussion 



L'ensemble des résultats rapportés dans cette thèse permettent 

d'établir un schéma général de la vitellogénese chez N. diversicolor qui 

diffère très peu de celui précédemment établi chez P. cultrifera par Baert 

(1986). Nos résultats confirment les travaux précédents chez P. cultrifera 

(Baert et Slomianny, 1987) et N. virens (Fischer et Rabien, 1986) qui affirmaient 

que la vitellogénine était élaborée hors de I'ovocyte. De plus, nous avons 

pu, par immunocytochimie, identifier Vg dans les éléocytes et ainsi 

préciser quel était au sein des coelomocytes, le site de synthèse de la 

vitellogénine. Notre travail a également montré, comme chez P. cultrifera 

(Baert, 1985, 1986b), que la vitellogénine subissait de profonds remaniements 

de structure après son incorporation dans I'ovocyte. Le processus aboutit 

à la formation d'un complexe lipoglycoprotéique d'environ 400 kDa et de 

deux polypeptides de 24 et 15 kDa, tous deux issus du clivage d'un 

élément de 37 kDa qui se détache de la vitelline au cours de la protéolyse. 

La protéolyse de Vg s'enclenche dans I'ovocyte à partir d'un stade 

qui correspond à des ovocytes d'environ 100 pm de diamètre. A ce stade, 

la protéolyse reste limitée à quelques coupures de YP175. Dans I'ovocyte 

submature (environ 180 pm), au moment ou se met en place la 

corticogenèse, on note une hydrolyse plus importante de la partie 

glycoprotéique de la vitelline et l'apparition des polypeptides de faibles 

poids moléculaires. Cette protéolyse se poursuit dans I'ovocyte mature, au 

point que V400 subit continuellement des clivages intramoléculaires. 

Comme parallèlement I'ovocyte continue d'incorporer de la vitellogénine, 

V400 est constitué par un mélange de formes plus ou moins avancées 

dans la protéolyse. Ces remaniements de structure et le détachement de 

YP37 qui, comme le montre l'analyse par électrophorèse bidimensionnelle 

IEFISDS-PAGGE, est très hétérogène en charge, entraînent 

inévitablement une hétérogénéité de charge de V400 et expliquent 

l'étalement assez important du pic de la vitelline à l'issue de la 

chromatographie d'échange d'anions (figure 2) et l'aspect diffus en IEF de 

la bande de vitelline purifiée (figure 4). 

Nos résultats ont montré qu'une partie de YP175, estimée à 37 kDa, 

se détachait au cours de la protéolyse. Etant donné que la vitellogénine est 

une protéine dimérique, le détachement de YP37 entraîne une perte de 



poids moléculaire d'environ 75 kDa. Or, la différence de poids moléculaire 

entre Vg et V400 est d'environ 150 kDa. Le détachement de YP37 ne peut 

donc expliquer à lui seul cette différence. Comme nous l'avons vu 

précédemment, la vitelline a été identifiée, par coloration sur gel après 

électrophorèse, comme étant une protéine portant des glucides et des 

lipides. De ce fait, le reste du poids moléculaire perdu par Vg, après 

l'incorporation dans l'ovocyte, peut être impliqué à une perte de lipide oulet 

de glucide. Une analyse quantitative de la composition glucidique et 

lipidique des deux molécules purifiées permettrait de vérifier cette 

hypothèse. 

La signification biologique de la transformation intraovocytaire de 

vitellogénine est mal connue. Chez les vertébrés ovipares, le clivage de la 

vitellogénine semble étroitement lié à l'orientation de la molécule vers son 

lieu de stockage au cours du transit intraovocytaire (Opresko et Karpf, 1987). 

L'hypothèse émise pour expliquer le clivage de la vitellogénine dans 

I'ovocyte de vertébré ne semble pas s'appliquer au phénomène observé 

chez N. diversicolor pour deux raisons : (i) La vitellogénine ne subit pas 

une protéolyse limitée comme chez les vertébrés, mais de nombreux 

clivages qui modifient sans cesse la composition polypeptidique de la 

vitelline. (ii) La protéine s'accumule dans les ovocytes jeunes sans subir 

de clivage. Toutefois, en ce qui concerne l'absence de clivage chez les 

animaux jeunes, il n'a jamais été démontré que la vitellogénine s'accumule 

à ce stade dans des globules vitellins. Au contraire, nous nous sommes 

aperçu, lors d'essais d'isolement de globules vitellins à partir d'ovocytes 

jeunes, que la fraction contenant Vg était constituée d'un nombre important 

de vésicules endosomiales et de globules de plus grandes tailles 

présentant une structure non homogène et granulaire. II n'est donc pas 

exclu qu'à ce stade, les vésicules contenant la vitellogénine n'aient pas 

encore véritablement fusionné pour former des globules vitellins tels que 

ceux rencontrés dans les ovocytes matures. Ainsi, même si chez N. 

diversicolor la protéolyse de la vitellogénine n'est pas limitée à quelques 

clivages comme chez les vertébrés, il est possible que les premières 

coupures de la vitellogénine soient impliquées dans le processus de fusion 

des vésicules endosomiales. Par contre, la poursuite des clivages au sein 

de V400 suggère que le phénomène observé pourrait correspondre à 

l'engagement d'une dégradation prématurée du vitellus au cours de 

l'ovogenèse. La protéolyse intramoléculaire de V400 aboutit à la formation 



d'un complexe ayant une structure analogue à celle observée dans les 

globules vitellins lors des premiers stades de l'embryogenèse chez l'oursin 

(Kari et Roîtmann, 1985, Yokota and Kato, 1988) et chez Bombyx mori (Indrasith, 

1 987). 

La mise en évidence dans les globules vitellins d'activités 

protéolytiques de type cystéine-protéase lysosomiale, capables d'agir sur 

la composition polypeptidique de V400 en générant des polypeptides 

apparemment issus du clivage naturel de la vitelline, renforce l'idée que le 

processus de transformation de la vitellogénine pourrait correspondre a 

une dégradation prématurée du vitellus. En effet, ce type d'activité a été 

identifié comme l'agent responsable de la dégradation du vitellus dans 

l'embryon d'oursin (Yokota and Kato, 1988) et de drosophile (Medina, 1988). 

Dans le cadre de cette hypothèse, il reste maintenant à comprendre 

pourquoi les protéases responsables de la dégradation du vitellus 

s'exprimeraient au cours de l'ovogenèse chez N. diversicolor, alors que 

chez les autres espèces ovipares leur action ne s'enclenche qu'après la 

fécondation. 



Conclusion 



L'étude de la conversion intraovocytaire de la vitellogénine en 

vitellines chez N. diversicolor a permis de mettre en évidence que la 

transformation de la vitellogénine n'a pas lieu systématiquement après 

l'incorporation de la protéine dans I'ovocyte. Dans les ovocytes de jeunes 

femelles, la vitellogénine s'accumule sans être affectée par des 

modifications significatives. L'enclenchement du processus et plus 

particulièrement, la protéolyse de YP175, peut être considéré comme le 

reflet d'un stade particulier du développement de I'ovocyte. II est manifeste 

que des activités protéolytiques vont s'exprimer dans les globules vitellins 

a partir d'un stade de I'ovogénèse que l'on peut caractériser par un 

diamètre ovocytaire d'environ 110 Pm. Les raisons pour lesquelles 

I'ovocyte est incapable, à un stade défini, de transformer la vitellogénine 

qu'il incorpore sont à déterminer. II est probable que l'acquisition de cette 

capacité découle d'une différentiation de la cellule. Elle résulte 

vraisemblablement d'un changement du métabolisme de I'ovocyte à la 

suite de l'action d'un ou de plusieurs facteurs hormonaux. II faut en effet 

rappeler que le développement ovocytaire est intimement relié à l'activité 

endocrine du cerveau définie par la production d'une hormone appelée 

"néréidine" ou SIF. Toutefois, la lenteur du processus de vitellogenèse 

chez les néréidiens ne facilite pas l'appréhension des mécanismes 

hormonaux qui pourraient être impliqués dans l'activation de la 

transformation intraovocytaire de la vitellogénine. 

La mise en évidence d'activités protéolytiques dans les globules 

vitellins des ovocytes matures, ouvre une nouvelle voie d'étude de la 

transformation intraovocytaire de la vitellogénine en vitellines. L'intervention 

de ces activités sur l'hydrolyse de YP175 reste à déterminer. En particulier, 

rien n'indique que ce type d'activité soit impliqué dans les premières 

coupures qui affectent la vitellogénine. Cependant, en possession de la 

carte des clivages de YP175, il devrait être possible d'identifier l'activité 

protéolytique impliquée dans les premiers clivages après avoir purifié les 

protéases présentent dans les globules vitellins des ovocytes matures et 

testé leur action sur la vitellogénine purifiée. 



L'obtention de sondes immunologiques et nucléotidiques spécifiques 

des protéases devrait permettre de définir si la mise en place du 

processus coincide avec la synthèse des activités protéolytiques ou si 

celles-ci sont déjà présentes dans les globules vitellins, et que leur 

expression résulte d'une activation ou de la levée d'une inhibition. Dans 

tous les cas, il est raisonnable de penser qu'il sera possible d'obtenir un 

test biologique suffisamment sensible pour appréhender les mécanismes 

hormonaux impliqués dans l'activation de la conversion de la vitellogénine 

en vitellines chez les néréidiens. 



Matériels et Méthodes 



1. Matériel biologique 

Les Nereis diversicolor ont été récoltées dans l'estuaire de I'Aa, à 

Petit Fort Philippe ou à Grand Fort Philippe. Au laboratoire, les femelles 

sont séparées des mâles et triées en fonction du diametre ovocytaire 

moyen (Durchon, 1952). Les animaux sont conservés à 15°C dans I'eau de 

mer. 

11. Isolement des cellules 

Les coelomocytes, les ovocytes et le liquide coelomique sont 

prélevés de l'animal par ponction du contenu de la cavité coelomique. Le 

liquide coelomique est séparé des cellules par centrifugation à 2000 g 

pendant 5 minutes et conservé à -20°C. Les ovocytes et les 

coelomocytes contenus dans le culot sont remis en suspension dans du 

tampon phosphate 25 mM, pH 7,4 contenant du NaCl 565 mM (PBS-565). 

Les ovocytes sont séparés des coelomocytes par filtration sur un tamis de 

nylon ayant des mailles de 48 Fm de diametre. Les ovocytes étant des 

cellules de grande taille (100 à 230 ym de diametre) sont retenus sur le 

tamis alors que les coelomocytes plus petits (jusqu'à 20 Am de diamètre) 

passent à travers les mailles. Après séparation, les celiules sont lavées 

plusieurs fois par le PBS-565. 

111. Maintien des cellules in vitro 

Une semaine avant la mise en culture des cellules, les animaux sont 

isolés en chambre stérile dans de I'eau de mer stérile contenant des 

antibiotiques. Les ovocytes et les coelomocytes sont isolés des animaux 

comme précédemment, puis lavés successivement par le PBS-565 stérile 

et le milieu d'incubation. Les cellules sont incubées à une température 

constante de 15°C dans 1,s ml de milieu 199 contenant des sels de Hanks 

(Eurobio) dont les concentrations finales en NaCI, KCI, CaC12, MgCl2 et 

Na2S04 sont ajustées respectivement à 450 mM, 10 mM, Il mM, 53 mM 

et 28 mM. Le milieu modifié est complété de L glutamine (0.63 mM final), 

de glucose (5 g/l), de pénicilline (2000 UI/I) et d'HEPES pH 8,O (20 mM 

final) pour amener le pH du milieu à 7,6. Le milieu est renouvelé tous les 

trois jours. 



IV. Marquage radioactif des protéines 

1) Marquage in vitro 

Le marquage radioactif des protéines in vitro se fait par addition de 

L-[3,4,5-3H] leucine (1850 MBqImmole, C.E.A.) au milieu d'incubation 

des cellules, à la dose de 1,48 MBqIml. Le taux de sécrétion protéique 

dans les milieux est déterminé par comptage de la radioactivité portée par 

la fraction macromoléculaire. Pour cela, les macromolécules sont extraites 

par précipitation à l'acide trichloroacetique à 20 % (ph) après addition de 

leucine froide et de sérum-albumine bovine comme entraîneur. Après 30 

minutes de précipitation à 4OC, le milieu est filtré sur fibre de verre. Apres 

séchage des filtres, la radioactivité est mesurée dans un compteur à 

scintillation. 

2) Marquage in vivo 

Le marquage radioactif des protéines in vivo se fait par injection 

intracoelomique de 3[H] leucine (1850 MBqImmole), à la dose de 1,85 MBq 

par gramme de poids frais. Pour l'analyse, le liquide coelomique et les 

ovocytes sont extraits de l'animal comme il a été décrit précédemment. 

V. Isolement des globules vitellins 

Les ovocytes lavés dans le PBS-565 sont fragilisés par incubation à 

4°C dans du PBS-565 contenant de I'EDTA 4 mM. Les lysats d'ovocytes 

sont ensuite filtrés sur un tamis de nylon ayant des mailles de 48 um afin 

de séparer les débris membranaires et les ovocytes intacts de la fraction 

contenant les organites cellulaires qui passent à travers les mailles du 

tamis. Cette dernière fraction ajustée à une concentration de 0,25 M en 

saccharose est déposée au sommet d'un tube de rotor SW40 contenant 

des coussins successifs de saccharose de 1,5 ; 1,25 ; 0,9 et 0,5 M, puis 

recouverte d'un coussin de PBS-565. Le tube est centrifugé à 100.000 g 

pendant 90 minutes. Le coussin 0,9 M contenant les globules vitellins est 

prélevé, puis dilué avec du PBS-565 et centrifugé à 2000 g pendant 5 

minutes afin de séparer les membranes endoplasmiques des globules 

vitellins. Apres plusieurs centrifugations, le culot de globules vitellins est 

séché et stocké à -20°C. 



La pureté des préparations est vérifiée en microscopie électronique. 

A cette fin, le culot de globules vitellins est fixé à 4°C pendant 4 heures 

dans une solution de glutaraldéhyde 2,5 % (vlv) dans du tampon phosphate 

100mM, pH 7,2, salé (PBS), puis post-fixé à température ambiante 

pendant une heure dans le tétroxyde d'osmium à 1 % dans du PBS. 

L'inclusion est effectuée dans I'epon. Les coupes ultra-fines contrastées 

par le citrate de plomb ont été observées au microscope électronique Jeol 

120 CX par le Pr. Dhainaut. 

VI. Préparation des fractions solubles d'ovocytes et de globules 
vitellins 

Les ovocytes, fragilisés par congélation-décongélation, sont repris 

par du tampon TrislHCI 20 mM, pH 7,4 contenant du NaCl 100 mM (TBS- 

100) et du saccharose 0,25 M et homogénéisés dans un appareil de 

Dounce. Avant d'être centrifugé à 100.000 g pendant une heure à 4"C, 

I'homogénat est recouvert d'un coussin de TBS-100 sans saccharose afin 

d'éliminer les lipides de la fraction 0,25 M saccharose. A l'issue de la 

centrifugation, la fraction 0,25 saccharose, qui constitue la fraction soluble 

ovocytaire, est récupérée et filtrée (Milex de 0,45 Fm Millipore). 

Les fractions solubles de globules vitellins sont préparées de la 

même manière, si ce n'est que la délipidation n'est pas nécessaire. II faut 

noter que dans le cadre de l'étude des activités protéolytiques associées 

aux globules vitellins, les organites sont homogénéisés dans du TBS-100 

contenant 0,1 % (ph) de Triton X100) 

La teneur en protéine est déterminée avec le réactif de Biorad selon 

la méthode de Bradford (1976) en utilisant la gamma globuline (Sigma) 

comme standard. 

VII. Méthodes chromatographiques 

Les protéines sont détectées en sortie de colonne par leur 

absorbance à 280 nm et identifiées par analyse électrophorétique. 

Entre les étapes chromatographiques, les fractions protéiques sont 

dialysées et concentrées sur un appareil Micro-proDiCon (Bioblock) 



1) Chromatographie de gel fittration 

a) sur Ultrogel AcA34 

La fraction soluble ovocytaire est déposée au sommet d'une 

colonne (1,1 x90 cm) d'ultrogel AcA34 (IBF). L'élution est réalisée à un 

débit de 4 ml par heure dans le TBS-100, à 4°C. 

b) sur Superose 12 

La préparation est injectée sur une colonne Superose 12 

(Pharmacia) raccordée à une FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography, 

Pharmacia). L'élution est réalisée à un débit de 0,7 mllminute dans le 

TBS-100. 

2) Chromatographie d'échange d'ions 

La préparation est injectée sur une colonne mono Q (Pharmacia) 

pour l'échange d'anions ou mono S (Pharmacia) pour I'échange de 

cations, les colonnes étant raccordées à une FPLC. L'élution est réalisée à 

un débit de 1 mllminute. 

VIII. Méthodes électrophorétiques 

1) Electrophorese native 

L'électrophorèse des protéines natives est réalisée dans un gel en 

gradient 5-25 % d'acrylamide (PAGGE), selon la méthode de Slater 

(1969). La migration se fait dans le système tampon de Davis (1964) à un 

courant constant de 80 V dans le gel de concentration, puis de 130 V dans 

le gel de séparation. Les gels sont calibrés avec un mélange de protéines 

standards : la thyroglobuline (669 kDa), la ferritine (440 kDa), la catalase 

(232 kDa), l'albumine dimère (134 kDa), l'albumine (67 kDa) et l'ovalbumine 

(45 kDa) . 

Les protéines sont détectées par le bleu de Coomassie R 250 à 

0,1 % dans une solution isopropanol 25 % (v/v) /acide acétique 10 O/O (vlv) 

/eau 65 % (vlv). Les gels sont décolorés par l'acide acétique 10 % (vlv). 



Les lipoprotéines sont détectées par le noir Soudan à 0.5 % dans 

une solution acétone 20 % (vlv) lacide acétique 15 % (v/v) /eau 65 O/O (vtv) 

(Pal?, 1969). Les gels sont décolorés par l'acide acétique 10 % (vlv). 

Les glycoprotéines sont détectées par le réactif de Schiff selon la 

méthode de Zacharius (1 969). 

Les protéines marquées par la 3[H] leucine sont détectées par 

fluorographie. Apres coloration, le gel est incubé 30 minutes dans I'Amplify 

(Amersham) sous agitation, puis séché et mis en contact à -70°C avec du 

papier royal-X-Omat (Kodak) préalablement traité par un éclair de 

lumière orange diffus selon la méthode de Laskey et Mills (1975). 

2) Electrophorese en présence de sodium dodecyl sulfate 

L'électrophorèse dénaturante des protéines est réalisée selon la 

méthode de Laemmli (1970), dans un gel en gradient d'acrylamide 

5-25 % (SDS-PAGGE) ou un gel homogène à 15 % d'acrylamide (SDS- 

PAGE) contenant 0,1 % de SDS. Les gels sont calibrés avec un mélange 

de protéines standards de poids moléculaire connu allant de 200 kDa à 

14,4 kDa (Biorad). 

La migration se fait à un ampérage constant de 0,8 mA/cmJ de gel 

dans le gel de concentration et de 0,2 mA/cmJ de gel dans le gel de 

séparation. Les protéines sont détectées par le bleu de Coomassie R 250 

et le marquage radioactif par fluorographie comme précédemment. 

3) Electrofocalisation 

L'électrofocalisation (IEF) des protéines natives est réalisée dans un 

gel d'acrylamide à 5 % de 1 mm d'épaisseur, contenant 3 % d'ampholines 

de pH 3,5 à 9,5 (Ultro PAG, Pharmacia). Apres 120 minutes de migration à 

4,7 V x 0,13 rnNcm2, les protéines sont fixées dans une solution aqueuse 

d'acide trichloroacétique 11,5 % (ph) et d'acide perchlorique 3,45 % (plv), 

puis colorées par le bleu de Coomassie à 0,1 % dans une solution 25 % 

éthanol (vlv) 18 % acide acétique (vlv) 167 % eau (vlv) contenant 0,1 % de 

Cu2S04. Les gels sont décolorés par la solution 25 % éthanol (vlv) 18 % 

acide acétique (vlv) 167 % eau (vlv). 



4) Electrophorèse bidimensionnelle 

Après la première dimension, la piste excisée du gel est équilibrée 

sous agitation deux fois 10 minutes dans un tampon TrisIHCI 62,5 mM, pH 

6,8 contenant 2,3 '/O de SDS, 2 % de D mercaptoéthanol (vlv) et 10 % de 

glycérol (plv) et préalablement chauffé à 70°C. La bande est ensuite 

déposée au sommet d'un gel de polyacylamide-SDS et maintenue par de 

I'agarose à 1 % dans le tampon d'équilibration. La migration dans la 

deuxième dimension et la détection des protéines se font comme 

précédemment (§ V111.2.). 

5) Electrophorese préparative 

A 9 volumes de la fraction soluble ovocytaire est additionné 1 volume 

de noir Soudan à 0,1 % dans l'éthylène glycol. Le mélange est ensuite 

analysé par PAGGE dans un gel de 1,5 mm d'épaisseur et à l'issue de la 

migration, la vitelline, apparaissant sous forme d'une bande grisâtre, est 

excisée du gel et reprise par du TBS-100. Le gel est alors broyé et le 

broyat centrifugé à 5000 tr/mn. Le surnageant coloré contenant les 

protéines éluées est prélevé et conservé à -20°C. 

6) Transfert électrophorétique des protéines 

Après l'électrophorèse en gel de polyacrylamide dans des 

conditions natives, le gel est équilibré dans le tampon de transfert Tris 

25 mM, glycine 192 mM, pH 8,3. Les protéines sont transférées sur une 

feuille d'lmmobilon-P (millipore) dans une cuve de transfert (Biorad) 

contenant le même tampon que celui utilisé lors de l'équilibration, à un 

courant constant de 250 mA pendant 4 heures. Les protéines transférées 

sont détectées par I'amido black à 0,1 % dans une solution méthanol 45 % 

(v/v) /acide acétique 10 % (vlv) /eau 45 % (vlv). La feuille d'lmmobilon-P 

est décolorée par l'eau. 



Apres l'électrophorèse en gel de polyacrylamide-SDS, le transfert 

des protéines sur une feuille d'lmmobilon s'opère de la même manière 

dans le tampon de transfert contenant 15 % (vlv) de méthanol et 0,01 % de 

SDS. 

Après électrofocalisation, les protéines sont transférées sur une 

feuille dlmmobilon par simple diffusion dans le tampon de transfert. 

lx. Méthodes immunologiques 

1) Production des anticorps 

Les sérums polyclonaux ont été obtenus en utilisant la méthode de 

Vaitukaitis (1971). Trois semaines après l'injection de la protéine purifiée 

chez le lapin, des prélèvements de sang sont effectués régulièrement. La 

présence d'anticorps est contrôlée par la méthode d'immunodiffusion 

d'ouchterlony (1 949). 

Les anticorps monoclonaux ont été produits par le Dr. Porchet- 

Henneré, après injection de coelomocytes de N. diversicolor chez une 

souris BALBlc (Porchet-Henneré, 1987). Une première sélection des 

hybridomes est réalisée par ELISA, en testant la réactivité des surnageants 

de culture sur des protéines d'une fraction soluble d'ovocytes jeunes 

préalablement adsorbées sur une plaque de microtitration (Falcon). Les 

hybrides positifs sont clonés par dilution limite et à nouveau sélectionnés 

en testant les surnageants de culture sur les protéines d'ovocytes jeunes 

transférées sur Immobilon-P après SDS-PAGGE. Les hybrides 

reconnaissant la vitellogénine sont sélectionnés et sous-clonés par 

dilution limite. 

2) Immunoa ffinité 

a) préparation du  el d'affinité 

Les anticorps du sérum anti-V400 ou anti-Vg sont fixés sur un gel 

protéine A-Sépharose 4B (Pharmacia) préalablement gonflé dans le 

TBS-100, par incubation a température ambiante pendant 2 heures sous 

agitation. Apres centrifugation, le surnageant est éliminé et le gel est lavé 

plusieurs fois par le TBS-100 contenant 0,1 % (ph) de Triton X100. Le 



gel est ensuite incubé sous agitation pendant une nuit à 4°C avec une 

solution aqueuse de glutaraldéhyde à 1,5 % (vfv) afin de fixer de manière 

covalente les anticorps à la protéine A. Les groupements aldéhydes libres 

sont ensuite neutralisés par lysine sous agitation pendant 2 heures à 

température ambiante. Après centrifugation, le surnageant est éliminé et le 

gel d'affinité est lavé plusieurs fois par le TBS-100 contenant 0,1 % (plv) 

de Triton X100. 

b) Extraction des protéines par immunoaffinité 

La fraction à traiter est amenée à une concentration de Imglml avec 

le TBS-100, puis mise en contact avec le gel d'affinité dans un rapport 

40 ul de la fraction diluée pour 5 mg de gel d'affinité. Après deux heures de 

contact sous agitation à température ambiante, la suspension est 

centrifugée 2 minutes à 1000g. Le surnageant correspondant à la fraction 

immunosupprimée est prélevé et le culot est lavé à plusieurs reprises par 

le TBS-100 contenant 0,1 % (plv) de Triton X100. Les protéines 

adsorbées sur le gel sont éluées par traitement du culot avec 50 FI de 

tampon de Laemmli à 100 OC pendant 3 minutes. Après centrifugation, le 

surnageant contenant les protéines immunoprécipitées est analysé par 

SDS-PAGGE. 

3) Immunorévélation des protéines après transfert sur Immobilon-P 

Après transfert des protéines, les sites de fixation libres sont bloqués 

par incubation des feuilles d'lmmobilon-P pendant une heure à 

température ambiante dans du tampon TrislHCI 20 mM pH 7,4, contenant 

du NaCl 500 mM (TBS-500) et du lait en poudre à 5 % (Gloria). 

L'incubation avec les anticorps se fait à 4°C pendant une nuit dans du 

TBS-500 contenant 1 % de lait en poudre et 0,05 % (plv) de Tween 20. 

Les anticorps n'ayant pas réagi sont éliminés par plusieurs lavages 

successifs dans le même tampon et les anticorps ayant réagi sont 

détectés par des anticorps anti-lgG marqués à la peroxydase. L'activité 

peroxydase est révélée en incubant la feuille de transfert dans un mélange 

de 50 ml de TBS-100, 3 ml de 4-chloro-1-naphtol à 0'3 % dans le 

méthanol et 10 yI de H202. 



4) lmmunocytochimie 

Ce travail a été réalisé par le Dr. Porchet-Henneré. 

Les cellules étalées sont fixées pendant 15 minutes a température 

ambiante dans du tampon phosphate 100 mM, pH 7,2, contenant du NaCl 

250 mM (PBS-250) et 3 % (vlv) de paraformaldéhyde, 0,1 % (vlv) de 

glutaraldéhyde et 0,1 % (vlv) d'acide picrique, puis lavées plusieurs fois 

dans du PBS-250. Les lames sont ensuite incubées en présence de 

I'anticorps monoclonal An. Mo. 45-14 (surnageant de culture) pendant une 

nuit a 4°C puis lavées dans du PBS-250. Le marquage par I'anticorps 

secondaire est réalisé en incubant les lames pendant une heure à 

température ambiante avec des anticorps anti-igG conjugués au FlTC 

(Biosys) dilués au 11200 dans du PBS-250 contenant 0,01 % de Bleu 

Evans (contre colorant de fluorescence), puis lavés dans le PBS-250. Les 

lames immunomarquées sont montées dans le glycérol à 50 % (vlv), dans 

le PBS-250 et observées au microscope Olympus BH2 équipé pour 

I'épifluorescence. 

Dosages des activités protéolytiques 

Les tampons utilisés sont le tampon formiate (pH 2 à 4), le tampon 

acétate (pH 4 à 6), le tampon phosphate (pH 6 à 8) et le tampon 

bicarbonate (pH 8 à 10) 

1) Dosage avec l'hémoglobine 

100 pl d'une fraction soluble des globules vitellins (environ 1 mg de 

protéine) sont ajoutés a 100 AI d'une solution d'hémoglobine bovine 

(Sigma) a 2 % dans du tampon 100 mM. Le mélange est incubé à 37°C 

pendant une heure. La réaction est arrêtée par l'addition de 200 pl d'une 

solution d'acide trichloroacétique (TCA) à 6 % (plv). Après 30 minutes à 

température ambiante, les protéines non hydrolysées sont séparées de la 

fraction TCA-soluble par centrifugation à 30009 pendant 30 minutes. 

L'activité protéolytique est mesurée en dosant, par la ninhidrine, les 

peptides de la fraction TCA-soluble. 



2) Dosage avec des substrats synthétiques 

Ce travail a été réalisé avec l'aide du Dr. J. Albani. 

Le dosage des activités protéolytiques à l'aide de substrats 

fluorophores a été choisi en raison de la sensibilité et de la facilité 

d'utilisation de ces composés. 

100 pl d'une fraction soluble des globules vitellins (environ 1 mg de 

protéines) sont ajoutés à 100 pl d'une solution Z-Phe-Arg-NH-Mec, 

Z-Arg-Arg-NH-Mec et ~rg-NH-Mec (Tébu) 10 JJM dans du tampon 

100 mM. Le mélange est ensuite incubé à 37°C pendant 30 minutes. La 

réaction est arrêtée par l'addition de 200 y1 d'une solution de 

monochloroacétate de sodium 200 mM. L'activité protéolytique est 

mesurée par la fluorescence de la méthylcoumarine libérée (excitation 

370 nm. émission 460 nm). Le dosage a été réalisé dans un appareil de 

fluorescence Perkin Elmer thermostaté à 20°C. 

1 unité d'activité correspond à l'hydrolyse d'une pmole de substrat 

par minute et par mg de protéines. 



L'ensemble du travail scientifique a été réalisé en collaboration avec 

J.L. BAERT. 

II a participé pour une grande part à l'élaboration des expériences et 

à la discussion des résultats. 

Qu'il soit assuré de ma reconnaissance pour son enthousiasme et 

sa disponibilité. 
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