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INTRODUCTION



Les résultats immunohistochimiques obtenus cette derniére décennie ont
clairement démontré que de nombreux neuropeptides d'Invertébrés étaient apparentés a
des peptides du systtme nerveux central ou du tractus digestif des Vertébrés. En
particulier, chez les Annélides Polychetes, I'utilisation d'anticorps vari€s, dirigés contre
des peptides de Vertébrés a permis de détecter de nombreuses molécules apparentées
(Dhainaut-Courtois et al. 1985a, 1986, Dhainaut-Courtois et Golding 1988, Porchet et
Dhainaut-Courtois 1988). Il en est ainsi pour un ou plusieurs peptides reconnus dans le
cerveau, le ganglion sous-oesophagien et les ganglions de la chalne nerveuse par un
anticorps anti-cholécystokinine (CCK) (Engelhardt et al. 1982, Dhainaut-Courtois et al.
1985b).

En immunohistochimie, une réaction positive obtenue apres utilisation d'une
sonde hétérologue permet de conclure a l'existence d'un peptide présentant un ou
plusieurs sites antigéniques communs avec la molécule peptidique originelle. Ainsi, la
portée des résultats immunohistochimiques reste limitée; la connaissance de la fonction
de telles molécules nécessitant en fait celle de leurs séquences. Pour y parvenir, il est
cependant possible d'utiliser des sondes hétérologues réalisées contre des peptides de
Vertébrés; celles-ci permettant de suivre par voie immunologique le(s) peptide(s)
concerné(s) lors des étapes successives de purification. Ainsi ont été isolées récemment
des molécules apparentées a la gastrine/CCK chez l'ascidie, Ciona intestinalis (Johnsen et
Rehfeld 1990), a la vasopressine chez le criquet, Locusta migratoria (Proux et al. 1987),
aux enképhalines chez la moule, Mytilus edulis (Leung et Stefano 1984), au FMRF-
amide chez I'anémone de mer, Anthopleura elegantissima (Grimmelikhuijzen et Graff

1986) et le néréidien Nereis virens (Krajniak et Price 1990).



Grice a une telle approche méthodologique, nous nous sommes attachés a
purifier une molécule de Nereis diversicolor apparentée a la gastrine/CCK de
Mammiferes. L'intérét d'une telle étude était double: (1) son intérét phylogénétique était
évident; les seules molécules d'Invertébrés apparentées a la gastrine/CCK ont été
séquencées chez les Insectes (Nachman et al. 1986a, b, Nichols et al. 1988, Veenstra
1989) et une ascidie (Johnsen et Rehfeld 1990); (2) son intérét dans le contexte des
travaux au sein du laboratoire ne I'était pas moins. Les travaux récents menés en biologie
moléculaire ont démontré l'existence d'un précurseur de la CCK de grande taille (70
kDa) (Guissi-Kadri 1989). L'isolement du peptide apparent€ a la gastrine/CCK des
Polychétes est donc une étape indispensable a la réalisation d'une sonde homologue

susceptible d'étre utilisée en biologie moléculaire.



HORMONES ET NEUROPEPTIDES
DE NEREIDIENS



Les travaux expérimentaux de Durchon avaient permis de conclure a
I'existence d'une hormone cérébrale inhibant dans les deux sexes les transformations
morphologiques et anatomiques liées a 1'épitoquie (réf. dans Durchon 1984). Ces
transformations somatiques ont lieu alors que, corrélativement, s'effectue la maturation
des gametes. C'est donc un ensemble d'éveénements (croissance somatique,
différenciation, dégénérescence, gamétogenese, voire régénération) qui se font sous la

dépendance hormonale du cerveau.

Les essais de purification avaient, par le passé, permis de conclure a
I'existence d'un peptide cérébral de faible poids moléculaire, riche en proline et en
glycine. Dénommé néréidine, son activité biologique n'a cependant jamais été démontrée.
De fait, I'isolement du facteur cérébral inhibant la seule spermatogenése (spermatogenesis
inhibiting factor : SIF) (Bulet et Porchet 1986) se poursuit actuellement. Paralleélement,
une sonde immunologique dirigée contre une fraction contenant ce facteur s'est avérée
réagir avec une molécule différente du SIF (Delaire-Hesdin 1989).

La production (ou la libération ?) de la néréidine est, chez la femelle, sous
contrle d'une molécule sécrétée par les ovocytes de diametre supérieur a 180 um
(Porchet et Cardon 1972, 1976). La nature de la substance assurant ce rétro-controle
n'est cependant pas identifiée.

Enfin, comme nous l'avons signalé précédemment, de nombreux peptides
apparentés aux peptides de Vertébrés ont été détectés dans le cerveau, le ganglion sous-
oesophagien et la chaine nerveuse ventrale des Néréidiens. Le tableau I en rend compte.

L'un des peptides les plus abondants correspond & une molécule apparentée a
la cholécystokinine. Des anticorps anti-CCK-8 ou -8S révelent de nombreux péricaryons
dans de nombreux noyaux ganglionnaires (noyaux 5-7, 9, 10, 13-15, 17, 23 et 24) et
plus particulicrement des cellules du noyau 20 (Dhainaut-Courtois et al. 1985b) (fig. 1a,

b). Apres utilisation d'anticorps anti-proCCK, une immunoréaction est également décelée



Tableau | - Distribution chez les Néréidiens de substances immunologiquement apparentées a

des pepti&es de Vertébrés.
Famille Distribution
e Référence
Peptides Cerveau Ganglion Chaine
sous oesophagien  nerveuse
oo ervant
de précurseurs des
loid

Leu-enképhaline + + +
Met-enképhaline + 2
a-endorphine + 1
B-endorphine + +
a-néoendorphine + +

+

Dynorphine 1-17

B-MSH + + + 1
rm halami

Somatostatine + + + 2

Somatolibérine + + + 1-2

Corticolibérine + + +

Vasopressine + + + 3

H troi inal

oK + + + 3-4

Substance P + + + 1

Peptides intestinal vasoactif + + + 1

1- Dhainaut-Courtois et al.., 1985a
2- Dhainaut-Courtois et al., 1986

3- Engelhardt et al., 1982

4- Dhainaut-Courtois et al,, 1985b
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Figure 13 - Projection en vue parasagittale du cerveau de Nereis diversicolor

Le neuropile (NP) et quelques uns des 26 noyaux ganglionnaires sont
représentés, en particulier les noyaux 16 (intégrateur), 19 (de type
photorécepteur), 20 (gros centre neurosecréteur). La localisation de la région
infracérébrale (ICR) et celle du nerf épidermique dorsal (XVI) sont indiquées
ainsi que les principaux résultats immunocytochimiques obtenus dans la
région caudale.

C1Ia, C b, CII: types cellulaires; CP: Corpora pedunculata; EP: épiderme;
ICC : cellules infracérébrales; OC: commissure optique; Ng: névroglie; V:
vaisseau sanguin. (d'aprés Dhainaut-Courtois)
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Figure 1b - Projection en vue transversale de la partie caudale du cerveau de Nereis
diversicolor.
La moitié droite est légérement postérieure a celle de gauche. A noter la
présence dans cette région de deux organes sensoriels (I'organe nucal, NO et
le noyau 19, respectivement de type chimiorécepteur et photorécepteur)
_impliqués dans le contrdle des sécrétions cérébrales (Meme légende que la
figure 1a ; d'apreés Dhainaut-Courtois).



dans des péricaryons des noyaux 4, 5, 7, 8, 10, 13, 14, 20, 23 et 25 (Guissi-Kadri
1989). Dans certains cas au moins, il y a co-localisation de matériel présentant une
immunoréactivité anti-CCK-8 et anti-proCCK (Guissi-Kadri 1989) ce qui tendrait a
prouver que le polypeptide de masse moléculaire 70 kDa détecté par les anticorps anti-
proCCK correspond au précurseur du ou des peptide(s) apparenté(s) a la CCK.

Des peptides apparentés a des peptides d'Insectes (neuroparsine) ou de
Mollusque (hormone des cellules caudo-dorsales du cerveau de limnée) ont également été
signalés (Porchet et Dhainaut-Courtois 1988, Dhainaut-Courtois communication

personnelle).

Vraisemblablement, la plupart de ces substances agissent comme
neurotransmetteur et/ou neuromodulateur dans la régulation des sécrétions libérées au
niveau de l'organe infracérébral, lequel correspond a une aire neurohémale (Dhainaut-
Courtois 1970). Leur role exact n'est cependant pas établi, d'autant que, si I'on excepte la
molécule apparentée au FMRF-amide (Krajniak et Price 1990, Baratte, communication

personnelle), leur lien de parenté avec la molécule de référence n'est pas établi.



LA CCK DES MAMMIFERES



De par son origine, la CCK est libérée soit dans la circulation sanguine, soit
dans l'espace synaptique. La CCK est qualifiée de plasmatique, lorsque synthétisée au
niveau de la muqueuse intestinale, elle est déversée dans le sang; de neuronale,

lorsqu'elle est libérée apres stockage dans les terminaisons nerveuses.

Le Qrécurseur, sa_maturation

Les molécules actives dérivent d'un précurseur, la préproCCK comportant
114 acides aminés chez le porc (Giibler et al., 1984), 115 chez I'homme (Takahishi et al.
1985) et le rat (Deschenes et al. 1984). La maturation du précurseur conduit 2 la
formation de plusieurs molécules de longueur variable (CCK-58, -39, -33, -22, -8), les
sites de coupure étant situés au niveau de singlets ou de doublets de résidus basiques (fig.
2).

L'octapeptide C-terminal comporte la méme séquence d'acides aminés chez
tous les Mammiféres sauf chez le cobaye (Zhou et al. 1985) et le chinchilla (Fan et al.
1987, ) ou une valine remplace la méthionine. Par contre, la région N-terminale et la
région médiane sont sujettes & variation (Takahishi et al. 1985). La phényl alanine C-
terminale de l'octapeptide est obligatoirement amidée alors qu'au niveau du précurseur
elle est suivie de la séquence (Gly-Arg-Arg) et d'une extension de plusieurs acides
aminés. La réaction d'amidation ne peut se faire que sur des formes intermédiaires a
glycine C-terminale (CCK-gly), formes dont la présence a été démontrée dans le cerveau
(Rehfeld et Hansen 1986), I'hypophyse (Rehfeld 1986), la muqueuse duodénale (Sugano
et al. 1985) et le plasma sanguin (Del Valle et al. 1989).

Si 1'ablation de la phényl élanine réduit considérablement la capacité
biologique du peptide, et méme, le transforme en antagoniste (Sparnakel et al. 1983),
l'emplacement du résidu aspartyl en antépénultiéme position, quoique importante, n'est

guere essentielle (Gaudreau et al. 1987).



'CCﬁ-ss
(1) MNSGVCLCVLMAVLAAGALTQPVP PADPAGSGLQRAEEAPRRQLRVSQR TDGESRAHL

(2) -KC--=---V-emmuen A---V-VEAVDPMEE----------- AVL-P-S-P--R-
(3) --G-L------------ T-A-----=- S--VPGAQE--AH-----AV-KV---=----
CCK#39 C%K 33 CCK-12
'
GALLARYIQQARKAPSGRMSIVKNLQNLDPSHRISDW@YM@MMQQGRRSAEEYEYPS(1/
------------------- R IREEEE )
------------------ V-MI-===S-mmecmcmccmc e ===~ (3)

Figure 2 - Séquence et métabolisme post-traductionnel de la préproCCK de 'homme
(1), du rat (2) et du porc (3).
Les aminoacides en position identique sont représentés par des tirets. La
séquence entre crochets représente I'octapeptide C-t (CCK-8) utilisé comme
hapténe dans la production des immunsérums 15/8 (Ab 15/8) et 86 (Ab 86).
.La séquence commune avec la gastrine est soulignée et les différents
fragments (CCK-58, CCK-39, CCK-33, CCK-12) issus de métabolisme
post-i:raductionnel indiqués.



En dehors des organes qui sont les principaux sites de synthese de la CCK,
les génes de la CCK et de la gastrine sont également exprimés dans les cellules de la
médullo-surrénale, du moins chez des individus atteints de phéochromocytomes
(Bardram et al. 1989). Cependant les processus post-traductionnels différent nettement de
ceux observés dans l'intestin ou le cerveau. Les précurseurs y sont plus abondants que
les molécules biologiquement actives et de nombreuses molécules ne présentent ni
sulfatation de la tyrosine, ni amidation de la phényl alanine.

Dans I'hypophyse antérieure humaine les fragments proCCK (essentiellement
la CCK
-58) dépourvus d'extrémité C-terminale amidée sont dix fois plus abondants que les
peptides amidés (Rehfeld et al. 1987) alors que dans le cortex cérébral 95% des produits
issus de la proCCK sont amidés (Rehfeld et Hansen 1986). Ainsi donc le géne, bien que
transcrit, n'est exprimé que trés faiblement en tant que peptide mature et actif en dehors
des régions principales de production. Toutefois, dans les cellules des tumeurs
corticotrophes hypophysaires, il y a production de formes amidées de petite (CCK-8) et
de grande taille (CCK-58). Le processus d'amidation pourrait donc s'effectuer
correctement dans des cellules indifférenciées ou peu différenciées (cf. cellules tumorales)
et difficilement dans les cellules différenciées (cf. cellules adénohypophysaires normales);

le contrdle de I'activité génique s'exergant au niveau post-traductionnel (Rehfeld, 1987).

Les récepteurs

La CCK se fixe a des récepteurs du systéme nerveux central et du tractus
digestif. Selon leur emplacement et leur affinité, deux classes de récepteurs ont été

définies.



1- Les récepteurs périphériques ou récepteurs A. Démontrés par I'utilisation de divers

antagonistes qui inhibent de fagon spécifique mais réversible la liaison de la CCK (Jensen
et al. 1980, Saito et al. 1980a, b, Chang et al. 1986), ils sont présents dans la vésicule
biliaire (Steigerwalt et al. 1984), le pancréas (Jensen et al. 1980, Sankaran et al. 1980).
Ils montrent une affinité maximale pour la CCK-8 sulfatée et peu d'affinité pour la CCK-
8 non sulfatée et la CCK-4. Leur affinité pour la gastrine est trés faible (de 500 a 1000
fois moins que pour la CCK-8S) (Steigerwalt et al. 1984, Moran et al. 1986, Rattan et
Goyal 1986, Von Schrenck et al. 1988). La présence de plusieurs populations de
récepteurs périphériques, les uns au niveau pancréatique, les autres au niveau de la
vésicule biliaire, bien que présentée par le passé (Jensen et al. 1986) ne peut étre

généralisée (Von Schrenck et al. 1988).

2- Les récepteurs centraux ou récepteurs B. Ils présentent davantage d'affinité pour la
CCK non sulfatée et la CCK-4 que ne le font les récepteurs A (Innis et Snyders 1980,
Saito et al. 1980a, b).

Cette dualité centrale/périphérique est actuellement remise en cause dans la
mesure ol la présence de récepteurs se comportant comme des récepteurs de type A a été
démontrée dans certaines régions du cerveau (Moran et al. 1986, Hill et al. 1987 a, b) et
de la moélle épiniere (Hill et al. 1989).

A ces deux classes, s'en ajoute une troisiéme dont les récepteurs présentent
autant d'affinité pour la gastrine que pour la CCK. Ces récepteurs, dénommés 2 1'origine
récepteurs gastrine de par leur localisation au niveau des cellules pariétales intestinales
(Soll et al. 1984), existent également au niveau des glandes gastriques (Chang et al.
1986) et des muscles lisses du tractus digestif (Bitar et Makhlouf 1982). Ainsi, il semble
que le modele binaire (récepteurs A/ récepteurs B) ne prenne pas en compte toutes les
données d'autant que les travaux récents démontrent au niveau d'un méme organe, le

pancréas, la co-existence de trois classes de récepteurs: certains ont une trés forte affinité



pour la CCK, d'autres une affinité beaucoup plus faible et d'autres enfin présentent autant
d'affinité pour la gastrine que pour la CCK (Fourmy et al. 1987, Yu et al. 1987, 1990).
Notons toutefois que chez les Amphibiens les récepteurs centraux et périphériques
présentent les mémes caractéristiques (Vigna et al. f1984); ils représenteraient une
condition ancestrale a partir de laquelle les différentes classes de récepteurs des

Mammiferes auraient évolué (Vigna et al. 1986).

Les récepteurs sont de nature glycoprotéinique, qu'il s'agisse de récepteurs
pancréatiques (Rosenzweig et al. 1984, Svoboda et al. 1982) ou rétiniens (Bone et
Rosenzweig 1988). Toutefois, récepteurs pancréatiques et rétiniens différent par leur

structure et leurs propriétés pharmacologiques.

La CCK plasmatique

Origine

La CCK plasmatique provient des sécrétions de cellules du tractus digestif.
Dans le tube digestif, la CCK est synthétisée par les cellules I du duodénum et de la partie
antérieure de l'intestin gréle (Buffa et al. 1976, Buchan et al. 1978), la gastrine I'étant par
les cellules de type G. 11 est vraisemblable qu'en dehors des cellules I, d'autres types
cellulaires soient impliqués. En particulier, un second type cellulaire du duodénum
humain détecté par un anticorps anti-CCK-33 (Tsumuraya et al. 1986) présente des
caractéristiques proches de celles des cellules K intestinales ou A pancréatiques. Par
contre, l'existence de cellules IG sécrétrices de gastrine et de CCK (Tsumuraya et al.
1986) semble devoir étre remise en question, 'hybridation in situ ne permettant pas de

détecter la présence de cellules mixtes (Yabu et al. 1989).



Concentration - formes présentes

Les concentrations sont de 1 2 2 pmol/l de plasma; elles atteignent 6 a 8
pmol/l & la suite de la prise de nourriture (Jansen et Lamers 1983a, Liddle et al. 1984,
1985, Cantor 1986).

S'il est treés vraisemblable que différentes molécules de CCK sont présentes
dans le plasma, leur nature et leurs proportions relatives restent controversées. Les
travaux des années 80 tendaient a prouver que l'octapeptide C-terminal €tait la forme
prédominante (Calam et al. 1982, Walsh et al. 1982). Rapidement cependant, on
s'apercut que la CCK-33 et la CCK-39 étaient présentes en quantités importantes (Liddle
et al. 1985, Cantor et Rehfeld 1987, Kanamaya et al. 1987, Eberlein et al. 1987).
Actuellement, apres que la présence de CCK-58 ait €té tout d'abord confirmée (Jansen et
Lamers 1983b, 1987, Eberlein et al. 1987) on admet que la CCK-58 représente la forme
majeure (Eberlein et al. 1987, Eysselein et al. 1987, Turkelson et al. 1988). Bien que
l'utilisation d'anticorps différents, dirigés contre la partie N ou C-terminale, puisse
expliquer certaines des différences observées, il est vraisemblable, comme le démontre un
travail récent (Eberlein et al. 1988), que la diversité des régimes alimentaires puisse étre

une des causes de la variabilité des résultats.

Déterminisme de la sécrétion

D'importantes différences interspécifiques existent, quant a la nature des
nutriments qui provoquent la libération de la CCK dans la circulation sanguine. Ainsi,
chez I'homme, les triglycérides a longue chaine sont des stimulants puissants (Hopman et
al. 1984, Isaacs et al. 1987) alors qu'ils n'ont pas d'action chez le rat (Liddle et al.
1986a). Par contre, les protéines induisent la libération de CCK chez 'homme (Liddle et
al. 1985, Miazza et al. 1985) et le rat (Liddle et al. 1986a).

Autre facteur maintes fois évoqué et dont le role reste controversé: les acides

aminés. Ce seraient, pour certains (Dale et al. 1989), des stimulants aussi puissants que
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les oléates alors que, pour d'autres (Go et al. 1970, Konturek et al. 1986, Liddle et al.

1986), leur action serait bien moins importante.

Effets physiologiques

Ces derni¢res années, de nombreux roles ont été attribués a la CCK. Si la
plupart des résultats sont parfaitement établis, d'autres, cependant, le sont moins et

certains effets ne sont pour I'instant que probables voire concevables.

1- Stimulation de la contraction de la vésicule biliaire

Clest en 1928 que la cholécystokinine fut découverte en tant que substance
intestinale libérée dans le sang et agissant sur la contraction de la vésicule biliaire (Ivy et
Oldberg 1928), ce que rappelle I'éthymologie de son nom. Des doses infimes de CCK-8
plasmatiques exogenes (7-8 pmol/l) provoquent une réduction du volume de la vésicule
biliaire de pres de 80% (Cantor et al. 1986). Les formes de grande taille (CCK-58, -39, -
33) apparaissent aussi efficaces que les petites molécules (Lamers et al. 1983, Solomon et
al. 1984). Toutes se fixent a des récepteurs membranaires des fibres musculaires de la

paroi de la vésicule biliaire (Steigerwalt et al. 1984, Von Schrenck et al. 1988).

2- Stimulation de la sécrétion de I'amylase pancréatique

Les études expérimentales anciennes (Harper et Raper 1943) avaient
conclu & l'existence d'un facteur hormonal dénommé pancréozymine qui, libéré de
l'intestin du porc, était susceptible d'agir sur la sécrétion d'enzymes pancréatiques.
Comme le triacontatriapeptide isolé de l'intestin gréle du porc par Mutt et Jorpes (1971)
provoquait la contraction de la vésicule biliaire et stimulait la sécrétion pancréatique, il fut
dénommé CCK-PZ puis finalement CCK dans la mesure ou il s'agissait d'une seule et

méme molécule.
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Le mécanisme d'action de la CCK au niveau de la cellule pancréatique est
en partie connu (Jensen et al. 1989). La fixation de la CCK a un récepteur membranaire
provoque 1'hydrolyse d'un phosphatidyl inositol 4,5 biphosphate en inositol 1, 4, 5
triphosphate et en diacylglycerol. L'inositol 1, 4, 5 triphosphate mobilise le Ca2+ des
cavités du réticulum endoplasmique. Le Ca2+ active la protéine kinase calmoduline-Ca2*
dépendante et, conjointement avec le diaglycérol, assure l'activation de la protéine kinase
C. Enfin, ces kinases sont responsables de la phosphorylation de protéines cytosoliques
(non identifi€es). Le processus sécrétoire nécessite, par ailleurs, la déphosphorylation de
certaines protéines, en particulier d'une protéine de 21 kDa (Burhnam et Williams 1986).

Chez le rat, la trypsine intraluminale exerce un rétrocontrdle négatif sur la
sécrétion enzymatique pancréatique (Green et Lyman 1972, Thse et al. 1979, Miyasaka et
Green 1984), mécanisme vraisemblablement médiaté par la CCK (Louie et al. 1986,
Folsch et al. 1987) sans que I'on puisse, pour l'instant, déterminer comment la trypsine
interagit avec la CCK. L'existence d'un tel mécanisme chez 'homme reste controversée.

A noter que d'autres facteurs sont également impliqués dans le contrble de
la sécrétion pancréatique ainsi que le prouvent des études utilisant des antagonistes de la
CCK (Pendleton et al. 1987, Thor et al. 1988). L'acétylcholine libérée au niveau des

terminaisons vagales pourrait &tre I'un de ces médiateurs.

3- Stimulation de la motilité intestinale
Elle s'exerce directement sur les cellules musculaires de I'antre (Fargeas et
al. 1989) ou indirectement, 2 la suite d'une activation cholinergique sur le jéjunum et le
colon (Stewart et Burks 1977, Hellstrom 1985, Kuwahara et al. 1986), la CCK et les
peptides apparentés provoquant la libération d'acétylcholine du plexus myentérique (Vizi
et al. 1973). La sérotonine et la substance P participeraient également a l'action
stimulatrice de la CCK au niveau du colon (Wiley et Owyang 1987, Hutchinson et

Dockray 1981).
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4- Induction de la satiété

A la suite de la prise de nourriture, il y a augmentation des concentrations
de la CCK plasmatique (Liddle et al. 1984, 1985, Cantor 1986) et libération de CCK
hypothalamique (Schick et al. 1987). Par ailleurs, 1'administration systémique de CCK
exogéne provoque une inhibition de l'ingestion d'aliments chez de nombreux
Mammiféeres (réf. dans Gibbs et Smith 1988); en particulier, chez 'homme, elle induit la
sensation subjective de satiété (Stacher et al. 1982). Au contraire, l'injection
intrapéritonéale d'un antagoniste de la CCK stimule la prise de nourriture (Reidelberger et
O'Rourke 1989). Il semblerait que le mécanisme d'action de la CCK périphérique
s'exerce par une modification de la tension des muscles lisses gastriques, laquelle
entraine la transmission d'une information au systéme nerveux central via les voies
afférentes du vague (Gibbs et Smith 1986).

La CCK endogene neuronale jouerait également un réle dans 1'effet de
satiété provoqué par la prise de nourriture. Suggestion que les expériences effectuées
chez le mouton, perfusions intra-cérébro-ventriculaires de trés faibles doses de CCK
(Della-Fera et Baile 1979, 1980) ou d'antagonistes de la CCK (Della-Fera et al. 1981)
rendent crédibles, sans que 1'on sache pour autant relier la fonction de la CCK centrale 2
celle de la CCK périphérique dans le contrle du processus de satiété (Gibbs et Smith

1983).

5- Potentialisation de l'action de la sécrétine
La sécrétion de bicarbonates pancréatiques destinée & neutraliser I'acidité
gastrique est sous contrdle d'une hormone intestinale, la sécrétine. Cette action est

renforcée par des doses physiologiques de CCK (You et al. 1983, Olsen et al. 1986).
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6- Inhibition de la vidange gastrique
La CCK ralentit la vidange gastrique (Debas et al. 1975, Liddle et al.

1986b).

En dehors de ces faits bien établis, diverses autres fonctions ont été attribuées a la CCK:

- une stimulation de la libération des enzymes intestinales (Mutt 1980), de la sécrétion
hépatique de bile,

- un effet trophique sur le pancréas exocrine (Folsch et al. 1978, Balas et al. 1985),

- une stimulation de la sécrétion de lipase (Fink et al. 1985) et de pepsinogéne (Hersey
et al. 1982, Kasbekar et al. 1983, Raufman et al. 1986) par les glandes fundiques
gastriques,

- une stimulation de la libération d'insuline, de glucagon (Hermansen 1984, Ruskakoff
et al. 1987), de polypeptide pancréatique (Schwartz 1983),

- une inhibition de la sécrétion d'acide gastrique (Brooks et al. 1970, Bengtsson et
Nilsson 1989) médiée par la libération de somatostatine a partir des cellules endocrines

de la muqueuse gastrique (Bengtsson et al. 1989).

La CCK neuronale

Dans le systéme nerveux central des Mammiferes, la CCK est présente en
quantités importantes, en particulier au niveau du cortex cérébral; sa concentration est au
moins équivalente a celle des catécholamines. Synthétisée dans les neurones, elle est
stockée dans les vésicules synaptiques (Pinget et al. 1978, Studler et al. 1984) qui,

convenablement stimulées, en réalisent la libération (Goltermann et al. 1981).
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Dans le systéme nerveux, la forme prédominante et biologiquement active est
la forme sulfatée de l'octapeptide C-terminal (Rehfeld et al. 1985). Des récepteurs sont
cependant susceptibles de fixer la CCK-8 non sulfatée (Innis et Snyder 1980). Quant au
tétrapeptide C-terminal (CCK-4), provenant de la dégradation de la CCK-8, également
présent, ses effets seraient opposés a ceux de la CCK-8 (Agnati et al. 1983). En dehors
de l'octapeptide et du tétrapeptide C-terminal, des formes de plus grande taille: CCK-58
(Eysselein et al. 1984, Tatemoto et al. 1984), CCK-39 (Han et al. 1987), CCK-33 (Eng
et al. 1983, Han et al. 1987) sont également présentes.

La CCK, un neurotransmetteur

Libérée au niveau des terminaisons nerveuses a la suite d'une dépolarisation
membranaire Ca2*-dépendante (Emson et al. 1980, Dodd et al. 1980), susceptible de se
lier a des récepteurs spécifiques, capable de modifier I'activité électrique des neurones
(Dodd et Kelly 1981, Brooks et Kelly 1985, Willets et al. 1985), la CCK semble
posséder les qualités d'un neurotransmetteur dont la libération pourrait étre modulée par
la dopamine (Meyer et Krauss 1983).

De facon surprenante, les seules données concernant son mode d'action ont
été obtenues chez un invertébré, Helix aspersa (Hammond et al. 1987). Selon ces
auteurs, la modulation du courant Ca2+ résultant de I'action de la CCK serait médiatée

par la protéine kinase C.

La CCK, un neuromodulateur; co-existence avec un

neurotransmetteur

Depuis la démonstration par Hokfelt et al. en 1980 de la co-existence de CCK
et de dopamine dans des neurones méso-limbiques, nombre d'études ont reporté. la
présence conjointe de CCK et de dopamine. Ainsi, chez le rat, la quasi-totalité des

neurones dopaminergiques de la pars compacta et de 1a pars lateralis de la substance noire
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renferment de la CCK (Hokfelt et al. 1985). Par contre, aucun des neurones

dopaminergiques de la pars reticula ne présente d'immunoréactivité anti-CCK (Hokfelt et

al. 1985) et bien des neurones & CCK ne présentent pas d'activité tyrosine hydroxylase.

A ces différences régionales s'ajoutent des différences spécifiques importantes: ainsi, si la

coexistence a été prouvée dans le systtme nerveux de rat et de chat, elle n'a pu étre

démontrée chez d'autres especes (singe, cobaye, homme) (Hokfelt et al. 1986, Palacios

et al. 1989).

De nombreuses données convergent pour attribuer un rdle de

neuromodulateur a la CCK. Parmi celles-ci:

ey

)

3
)

(5)

La CCK exogene a des effets dose-dépendants sur le niveau de base de la dopamine
et de la noradrénaline dans diverses régions du cerveau de rat (Telegdy et al. 1980),
I'administration d'un anticorps anti-gastrine/CCK modifie la concentration de
dopamine,inhibant les effets de la CCK (Fekete et al. 1981),

la CCK-8S exogeéne module l'utilisation de dopamine endogéne (Penke et al. 1985),
la CCK-8S module la libération K+ dépendante de dopamine au site présynaptique
(Wang et al. 1985). Dans la substance noire du rat, la CCK exogene, administrée
microiontophoriquement augmente la décharge de la cellule dopaminergique,
provoquant comme le font les neuroleptiques, une hypersensibilité des
autorécepteurs dopaminergiques (Skirboll et Hommer 1985),

la CCK-8 augmente la liaison des agonistes de la dopamine et réduit la liaison des
antagonistes aux récepteurs membranaires du striatum (Agnati et al. 1985).
Inversement, I'haloperidol, antagoniste de la dopamine, augmente la liaison de la

CCK aux récepteurs du cortex cérébral (Chang et al. 1983, Fukamauci et al. 1987),
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(6) la CCK-8S potentialise les effets de la dopamine dans la région postérieure du noyau
accumbens ou il y a présence de neurones mixtes dopamine-CCK. Elle les réduit, au
contraire, dans la partie antérieure ou les fibres dopaminergiques et 8 CCK sont
distinctes (Studler et al. 1985).

La présence de plusieurs peptides au sein d'un méme neurone a été trés

souvent et treés clairement démontrée chez les Vertébrés. Plus particulierement la CCK a

pu étre co-localisée avec la substance P (Skirboll et al. 1982, Dalsgaard et al. 1982,

Hokfelt et al. 1985, Tuscherer et Seybold 1985, Tuscherer et al. 1987), le neuropeptide

Y (Ciofi 1987, Hirfstrand et al. 1987), la somatolibérine (Ciofi 1987), 1'ocytocine

(Vanderhaeghen et al. 1981, Martin et al. 1983, Kiss et al. 1984), la corticolibérine et la

vasopressine (Mezey et al. 1985), la met-enképhaline (Martin et al. 1983, Gall et al.

1987), le polypeptide intestinal vaso-actif (Ogawa et al. 1989).

La signification de la co-localisation de plusieurs peptides dans un méme

neurone reste obscure.

Fonctions de la CCK neuronale
Les propriétés physiologiques et neuropharmacologiques de la CCK
neuronale sont multiples. Ainsi:

(1) elle contréle la prise de nourriture (Della-Fera et Baile 1979, 1980, Baile et Della-
Fera 1985) et les attitudes comportementales médiées par la dopamine (Crawley
1985, Crawley et al. 1985),

(2) elle régule les rythmes respiratoire (Denavit-Saubi€ et al. 1985) et cardiovasculaire
(Harfstrand et al. 1987),

(3) elle présente des effets antipsychotiques lors de schizophrénies neuroleptiques-
résistantes (Moroji et al. 1982, Nair et al. 1983) et une action analgésique (Jurna et
Zetler 1981) liée vraisemblablement 2 la libération d'opioides agissant au niveau de

récepteurs A (Hong et Takemori 1989),



17

(4) elle module les sécrétions antéhypophysaires in vitro et in vivo, jouant un rdle de
libérine (Vanderhaeghen et al. 1985) provoquant la libération d ACTH (Mezey et al.
1985), de prolactine (Malarkey et al. 1981), d'hormone de croissance (Morley et al.
1979),

(5) elle stimule la libération de vasopressine par la posthypophyse (Marley et al. 1984).

Dégradation de la CCK

L'hydrolyse réalisée par des exopeptidases libérées dans l'espace
extracellulaire est responsable de la perte rapide de signification des signaux peptidiques
au niveau cérébral. Ainsi la CCK neuronale est trés rapidement dégradée apreés exocytose
(Deschodt-Lanckman et al. 1984, Deschodt-Lanckman 1985, Najdowski et al. 1987).

Les travaux les plus récents (Rose et al. 1989, Camus et al 1989) tendent a
prouver qu'une sérine endopeptidase coupant la liaison Met-Gly représente la peptidase
d'inactivation majeure de la CCK-8. D'autres voies peuvent exister, en particulier lorsque
la sérine peptidase est inhibée. Dans ce cas, I'hydrolyse de la CCK-8 peut conduire i la

formation de CCK-4 et de CCK-6 (Camus et al. 1989).



FORMES APPARENTEES A LA CCK
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La CCK et la gastrine ont le méme pentapeptide C-terminal Gly-Trp-Met-
Asp-Phe-NHj, séquence que 'on retrouve au niveau de la caeruléine, un peptide de dix
acides aminés présent chez les Amphibiens. Ces trois peptides possédent également une
tyrosine sulfatée en position 6 & partir de I'extrémité C-terminale pour la gastrine, en
position 7 pour la CCK et la caeruléine (fig. 3). Il semble évident que les activités
spécifiques de ces trois peptides soient & mettre en relation avec les régions spécifiques
qui différencient ces peptides.

Les précurseurs de la gastrine, de la CCK et de la caeruléine n'ont en
commun que leur extrémité C-terminale. En particulier, différents précurseurs de la
caeruléine ont €té identifié€s dont I'un au moins renferme deux séquences de la caeruléine
(Richter et al. 1986, Vlasak et al. 1987). Les sites de clivage différent également dans le
cas de la progastrine et de la procaeruléine les clivages se font au niveau de paires de
résidus basiques, dans celui de la pro-CCK, ils surviennent au niveau de singlets
basiques.

Chez les Insectes, des peptides présentant une homologie de plus de 50 %
avec la gastrine/CCK ont été isolés (fig. 3). Dénommés leucosulfakinines I et IT chez la
blatte Leucophaea maderae (Nachman et al. 1986a, b), périsulfakinines chez la blatte
Periplaneta americana (Nichols et al. 1989), drosulfakinines chez la drosophile (Nichols
et al. 1988), elles s'apparentent a la gastrine/CCK. Plus précisément, trois des cinq
résidus sont communs Gly-X1-Met-X2-Phe-NH? et une tyrosine sulfatée est présente en
position 6. Bien que présentant des homologies certaines avec la gastrine de par la
position de leur résidu tyrosyl sulfate, les leucosulfakinines en différent nettement par la
présence de deux substitutions dans le tétrapeptide C-terminal: une histidine remplace un
tryptophane et une arginine un acide aspartique. Ainsi le tripeptide C-terminal a la méme
séquence que I'extrémité C-terminale du FMRF-amide. Par contre leur partie N-terminale
est proche de la partie N-terminale de la CCK-12. Ces molécules assurent la contraction
de la musculature intestinale (Nachman et al. 1986a). L'action myotrope exercée par ces

peptides nécessite obligatoirement la présence d'une tyrosine sulfatée, que celle-ci soit en



SO3
i
-Ser-Asp-Arg-Asp-Tyr-Met-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NHj

Cholécystokinine
SQ3
Gastrine -Glu-Glu-Glu-Glu-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH»p
SO3
Caeruléine pGlu-Gln-Asp-Tyr-Thr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NHj
‘ , S(,-)3
Phyllocaeruléine pGlu-Glu-Tyr-Thr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH»
SO3 503
Cionine Asn-Tyr-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NHj

SO3
Leucosulfakinine I Glu-Gln-Phe-Glu-Asp-Tyr-Gly-His-Met- Arg-Phe-NH»
SO3
Périsulfakinine I Glu-Gln-Phe-Glu-Asp-Tyr-Gly-His-Met- Arg-Phe-NH»
SO3
Leucosulfakinine II' : pGlu-Ser-Asp-Asp-Tyr-Gly-His-Met-Arg-Phe-NHj
Perisulfakinine II pGlu-Ser-Asp-Asp-Tyr-Gly-His-Met-Arg-Phe-NH»>
. (SO3)
Drosulfakinine I Phe-Asp-Asp-Tyr-Gly-His-Met-Arg-Phe-NHj
. (5Qs)
Drosulfakinine II Asp-Gln-Phe-Asp-Asp-Tyr-Gly-His-Met-Arg-Phe-NH»

Figure 3 - Structure primaire des peptides apparentés a la gastrine et & la CCK. L'étude
des correspondances concernant la partie C-terminale indique clairement
l'existence de deux sous-familles de molécules.
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position 6 ou 7 a partir de I'extrémité C-terminale (Nachman et al. 1989). Ainsi, chez les
Insectes, la position de la tyrosine sulfatée ne semble pas primordiale. Cela semble étre
également le cas chez les Amphibiens et les Poissons chez lesquels gastrine et CCK ne
sont pas identifiables séparément (Larsson et Rehfeld 1977).

Un peptide apparenté a la CCK (de séquence inconnue) est présent dans le
systéme nerveux stomogastrique de Palinurus interruptus (Turrigiano et Selverston 1989)
d'ou il peut étre libéré a la suite d'une stimulation du nerf stomogastrique. 11 agit sur le
rythme de contractions du moulin gastrique.

A l'aide de tests immunohistochimiques, des molécules apparentées a la
gastrine/CCK ont également été identifiées chez les Ascidiacés (Thorndyke et Dockray
1986, Conlon et al. 1988). Plus proche de la gastrine pour les uns (Thorndyke et
Dockray 1986), plus proche de la CCK pour les autres (Conlon et al. 1988) il s'agit en
fait d'une molécule qui, en plus du tétrapeptide C-terminal commun 2 la gastrine et 4 la
CCK, possede 2 résidus tyrosyl sulfatés en position 6 et 7 a partir de l'extrémité C-
terminale (fig. 3) (Johnsen et Refheld 1990). La présence de ces deux résidus sulfatés,
I'un en position 6, 'autre en position 7, laisse supposer qu'elle correspond 2 la molécule

ancestrale de laquelle dériveraient la CCK et la gastrine des Mammiferes.



MATERIEL ET METHODES
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Matériel Biologique

Récolte

Notre étude a été réalisée sur une espece de Néréidiens, Nereis diversicolor
O.F. Miiller, que nous avons récoltée a 1'embouchure du fleuve cotier 1'Aa & Petit-Fort-

Philippe (Nord) ou a la station de Biologie de Luc-sur-Mer (Calvados).

Conservation

Les animaux, dés leur transfert au laboratoire, sont plongés dans l'azote
liquide, ou, en vue du prélévement ultérieur du cerveau, maintenus dans I'eau de mer, a
4°C. La limite prostomium-péristomium étant aisément identifiable, il nous était aisé de
séparer, d'un coup de ciseaux fins, le prostomium du reste du corps. Sitot prélevés, les
prostomiums sont immédiatement immergés dans 1'azote liquide et ce jusqu'a utilisation.
Le reste du corps est également plongé dans I'azote liquide puis maintenu congel€ a -20°C
afin d'éviter au maximum tout risque de dégradation de la molécule peptidique

recherchée.

Méthodes

Réalisation de l'extrait brut

Les molécules peptidiques sont extraites successivement a I'eau bouillante et &
'acide acétique 0,5 M (Rehfeld et al. 1985). Les concentrations obtenues, quoique
faibles, sont supérieures a celles que founissent les extractions & 1'acide chlorhydrique ou
au méthanol.

La procédure employée est la méme, qu'il s'agisse de prostomiums isolés ou
de corps entiers. L'extraction se déroule pendant 10 mn dans l'eau bouillante (25
prostomiums par ml d'eau ou 1 g de corps dans 5 ml d'eau). Apres broyage au Polytron

a vitesse maximale, I'extraction est poursuivie pendant 10 mn avant homogénéisation
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(homogénéiseur type "S" Braun) et centrifugation (10.000 t/mn pendant 1 h a2 4°C). Le
culot est réextrait dans un méme volume d'acide acétique 0,5 M et centrifugé dans les

mémes conditions. Le surnageant acide est additionné au précédent.

Purification de l'extrait

1- Préparation de 1'échantillon pour l'injection en
chromatographie liquide a haute performance

a) Passage sur cartouche Sep Pak C_1§

Trois cartouches Sep Pak C;g (Waters) montées en série permettent de
réaliser une premiere chromatographie destinée a éliminer les composés hydrophiles de
I'extrait acide. Les cartouches sont préalablement activées par 10 ml d'une solution
d'acétonitrile a 80 %, équilibrées par 10 ml de milieu d'extraction (acide acétique 0,25 M)
et lavées par 10 ml d'eau renfermant 0,1 % d'acide trifluoroacétique (TFA).

Apres passage de I'extrait, deux élutions successives sont réalisées; la
premiere a I'eau -TFA 0,1 %, la seconde par une mélange 30 % acétonitrile-0,1 % TFA.
Elles permettent d'éliminer les composés les plus hydrophiles. Une troisiéme élution par
un mélange 50 % acétonitrile-0,1 % TFA permet de récupérer des peptides plus
hydrophobes dont le matériel apparenté a la gastrine/CCK. Les colonnes sont enfin

rincées par de 1'acétonitrile & 80 % renfermant 0,1 % de TFA.

b) Passage sur colonne d'affinité
L'éluat est évaporé partiellement sous vide grace & un évaporateur
rotatif (Biichi) ou au Speed Vac afin d'éliminer I'acétonitrile, puis neutralisé par de

l'ammoniaque et centrifugé (10.000 t/mn, 30 mn, 4°C) avant passage sur colonne

d'affinité.
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$ ion de 1a colonne d'affinité
Elle a été réalisée 2 'INSERM U 16 selon une procédure mise au point

par D. Croix.

Préparation du gel

La préparation du gel (Affi Gel-10, Bio Rad) nécessite deux
lavages successifs au propanol (2 -20°C) puis a I'eau bidistillée. A chaque fois, trois
volumes de liquide de lavage sont utilisés pour un volume de gel. Les liquides de lavage

sont éliminés apres centrifugation a 3.000 t/mn pendant 5 mn & 4°C.

Le sérum de lapin renfermant les anticorps (anticorps 86 dirigé
contre l'octapeptide C-terminal sulfaté de la cholécystokinine, fourni par G. Tramu,
Université de Bordeaux I) est mélangé & un méme volume de solution physiologique
(NaCl a9 °/.). La précipitation est réalisée par un méme volume de sulfate d'ammonium.
Apres centrifugation (4.000 t/mn, 10 mn, 4°C), le culot est repris dans un méme volume
de sulfate d'ammonium dilué de moitié. Une nouvelle centrifugation permet de récupérer
le culot, lequel est finalement dissous dans un volume d'eau égal a la moiti€ du volume de

sérum de départ. Une dialyse dans une solution de NaCl a 9 °/,, (48 h 2 4°C) est

nécessaire avant de procéder au couplage avec 1'Affi Gel-10.

)\ ntic 1
Apres dialyse, les anticorps sont lyophilisés puis mélangés a
I'Hépes 0,1 M, pH 7,8 a raison de 30 mg d'anticorps pour 6 ml de tampon Hépes. Afin
de bloquer les groupes réactifs qui ne sont pas couplés aux immunoglobulines, 1 ml
d'éthanolamine M, pH 8 est ajouté par ml de gel. Le gel est lavé abondamment a I'eau
distillée puis au tampon phosphate 0,05 M avant d'étre coulé lentement dans la colonne,

préalablement rincée au tampon phosphate (1 h).
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ilisation de 1 nne d'affinité

Avant utilisation, la colonne est lavée par du tampon phosphate salin (PBS)

Composition du PBS : NaCl (0,15 M) 8 g
KH2PO4 (anhydre) 0,20 g
NayHPO4,12 Hy0 229 g
Tween 0,01 %
Eau bidistillée 1 1

Le passage de l'extrait neutralisé se fait 4 un débit de 15 ml/h. La colonne est ensuite
lavée par le méme tampon dont la composition en NaCl et Tween est cependant
augmentée (la molarité est de 0,25 M et la concentration en Tween de 0,05 %). Les
concentrations plus élevées de NaCl et de Tween permettent d'éliminer les molécules non
spécifiques adsorbées a la matrice d'autant que le volume de liquide de lavage utilisé est 5
a 10 fois celui de la colonne. L'élution de la colonne est enfin réalisée au méme débit avec
2 ml d'acide propionique 1M suivie de PBS. Les fractions de 1 ml obtenues sont testées
en RIA et seules celles qui se révélent immunoréactives sont concentrées au Speed-Vac et

réunies avant d'étre analysées en HPLC.

2- Purification par chromatographie liquide 2 haute
erformance (HPL

Le choix de I'HPLC s'explique par la sensibilité et les performances de
cette technique de séparation dans I'analyse de petites molécules. Elle assure une bonne
résolution des mélanges de peptides présents en faible quantité et donne un bon
rendement.

La purification du peptide a été réalisée sur une colonne ultrasphére
octadecylsilane (ODS), C 18, 5 p (150 mm de longueur x5,6 mm de diamétre interne,
Beckman) reliée 2 un systéme monopompe LKB. La densité optique des molécules éluées

est lue 2 226 nm. Les solvants utilisés sont 1'acétonitrile (Backer) et l'eau (Milli Q,
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Millipore) avec comme additif I'acide trifluoroacétique 0,1 % jouant un rdle de contre-
ions. L'échantillon injecté en HPLC est collecté par fractions de 1ml/mn en sortie de
colonne, lesquelles sont de nouveau testées en RIA.

Deux gradients ont ét€ utilisés: (1) en HPLC 1 le gradient est linéaire, de 0
3 80 % d'acétonitrile en 30 mn; (2) en HPLC 2 de 0 4 20 % d'acétonitrile en 5 mn, de 20
a 40 % d'acétonitrile en 70 mn et enfin de 40 & 60 % d'acétonitrile en 25 mn. Les
molécules de référence (CCK-4, 85, 33, gastrine 1-17) ont permis d'étalonner la
colonne. En HPLC 1, la CCK-4 (Peninsula Laboratories) est éluée a 39 % d'acétonitrile,
la CCK-8S (Peninsula Laboratories) a 40,5 % d'acétonitrile, la CCK-33 (Peptide
Institute) a 16 % d'acétonitrile et 1a gastrine 1-17 marquée (Kit RIA, Oris Industrie) a 44
% d'acétonitrile (fig. 6).

Dosage radioimmunologique
C'est une méthode analytique combinant la sensibilité des mesures
radioactives et la spécificité de la réaction antigéne-anticorps, permettant de doser des

substances a des concentrations infimes.

1- Principe du dosage

Le principe du dosage repose sur la compétition entre un antigéne marqué
et I'antigéne a doser, vis-a-vis d'un méme anticorps présent en quantité limitée. A la fin
de la période d'incubation, la quantité d'antigéne marqué est inversement proportionnelle
a la quantité d'antigéne 4 doser présent dans le tube. Les antigénes libres sont alors
séparés des complexes antigéne-anticorps par précipitation des complexes et élimination

du surnageant.

2- Protocole expérimental

Un aliquot de 100 pl de chaque fraction collectée en HPLC ou apres

passage sur colonne d'affinité est prélevé en vue du dosage RIA. L'hormone radioactive
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est de la CCK-8 (SO4) marquée a liodel25 selon le procédé Bolton-Hunter ou plus
rarement de la gastrine 1251 synthétique humaine (Kit GASK-PR, Oris Industrie).

Différents immunsérums ont ét€ utilisés: un sérum "de routine" anti-
CCK-8NS (Ac 15/8) présentant une méme affinité pour la CCK et la gastrine, fourni par
G. Tramu (Université de Bordeaux I); les anticorps 1651 et 1653 (Amersham)
spécifiques de la gastrine. L'anticorps 1651 dirigé contre la gastrine 34 reconnait toutes
les formes de gastrine contenant la partie médiane ou C-terminale, par contre il ne
reconnait pas la CCK-4 et faiblement les CCK-8, -33 et -39. L'anticorps 1653 dirigé
contre la gastrine humaine 17 est spécifique de l'extrémité N-terminale de la gastrine. Les
réactions croisées avec d'autres peptides sont de ce fait inférieures a 1 %.

Le dosage nécessite dans un premier temps la réalisation d'une courbe
d'étalonnage. Celle-ci consiste & calculer le pourcentage de liaison d'une série de
concentrations connues d'antigénes avec une méme quantité d'antigéne marqué en
présence d'une quantité limitée d'anticorps. A titre d'exemple, les valeurs des standards
CCK-8S utilisés en présence d'anticorps 15/8 dilué au 1/800.000 sont de 0.57 pg, 1.14
pg, 2.28 pg, 4.56 pg, 11.14 pg, 57 pg, 114 pg, 285 pg, 570 pg. Tous dérivent de la
dilution d'une solution meére de 5,7 ng/ml soit 0,5 nM.

Les standards CCK (100 pl) ainsi que les aliquots des différentes
fractions 2 tester (100 pl) sont ajoutés a 500 pl de tampon RIA (tampon phosphate 0,05
M contenant 0,2 % de gélatine et 10 mM EDTA), pH 7,4. 100 pl d'anticorps sont
additionnés et 2 heures plus tard 100 pl d’'hormone marquée. Les tubes sont gardés une
nuit a température ambiante.

La séparation de la fraction liée de la fraction libre se fait par utilisation de

charbon actif.
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Caractérisation de la molécule apparentée a la gastrine/CCK

La méthodologie employée (RP-HPLC) est rappelée figure 4. Les fractions
collectées en sortie de colonne sont testées en RIA en utilisant différents anticorps
spécifiques dirigés contre I'octapeptide C-terminal de 1a CCK ou la gastrine (fig. 5).

- I'anticorps 15/8 reconnait autant la CCK-8S que la CCK-8NS ou la gastrine
(Studler et al. 1984). C'est au niveau du pentapeptide C-terminal amidé que se situe
1'épitope reconnu par 1'anticorps.

- I'anticorps 1651 dirigé contre la gastrine 34 reconnait toutes les formes de
gastrine (G 17, G 34).

- I'anticorps 1653 spécifique de la gastrine humaine 17 i cause de sa
spécificité N-terminale.

En HPLC, dans un gradient d'acétonitrile 0-80 %, 77 % du matériel
immunoréactif est €lué entre 33 et 51 % d'acétonitrile. La fraction majeure renfermant 23
% de I'immunoréactivité totale est €luée entre 41 et 44 % d'acétonitrile (fig. 6). Les
standards, CCK-4, CCK-8S, gastrine 17, CCK-33 sont respectivement €élués a 39, 40,5,
44 et 46 % d'acétonitrile (fig. 6).

Comparativement, les anticorps 1651 et 1653 détectent des concentrations
nettement plus faibles, voire nulles de matériel apparenté a la gastrine/CCK. Une réponse
positive ne s'obtient que lorsque les extraits sont 5 & 10 fois plus concentrés. Dans ce
cas, le matériel immunoréactif est €lué dans les mémes fractions que celles reconnues par

I'anticorps 15/8.

Il n'y a pas correspondance entre la molécule recherchée et les standards.
Certains de ceux-ci sont élués plus rapidement (CCK-4, CCK-8S), d'autres moins vite

(gastrine 17, CCK-33) que ne l'est la majeure partie du matériel immunoréactif.



Figure 4 -Procédure de caractérisation de la molécule apparentée

gastrine/CCK.

Extraction eau bouillante-acide acétique 0,5 M
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Figure S -

Reconnaissance par les anticorps 15/8, 1651 et 1653 de séquences
spécifiques de la partie C-terminale de la préproCCK et de la préprogastrine:
(A) séquence 61-115 de la préproCCK; (B) séquence 54-101 de la
préprogastrine.

Les fleéches indiquent les sites de coupure des précurseurs.



e 8 0 ’ ."‘................
CCK8S g7 ‘
CCK-4 [ CCK-33
y
160
E - 40
2
£20
"0 T T T N —

6 12 18 24 30 time

Figure 6 - Profil d'élution aprés chromatographie liquide 4 haute performance d'un
extrait & l'eau bouillante-acide acétique de 25 prostomiums et

immunoréactivité relative des différentes fractions. Les temps de rétention de
la CCK-4, de 1a CCK-8S, de la CCK-33 et de la gastrine sont indiqués.
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Les anticorps 1651 et 1653 sont spécifiques de la gastrine. Ils ne présentent
de réaction croisée avec la CCK-8 que dans des proportions trés faibles, inférieures a 2
%. Cependant,comme les concentrations qu'ils détectent sont particulierement faibles, il
ne peut étre exclus que les valeurs enregistrées soient la conséquence de ces réactions
croisées. Par ailleurs, comme le matériel reconnu par l'anticorps 15/8 ne l'est pas dans sa
trés grande majorité par les anticorps anti-gastrine, nous pouvons déduire que la molécule
recherchée ne présente vraisemblablement pas d'autre homologie avec la gastrine, en

dehors de l'extrémité C-terminale.

L'hypothese selon laquelle les peptides d'Invertébrés apparentés i la
gastrine/CCK des Mammiferes étaient plus proches de la CCK que de la gastrine semblait
relativement bien étayée (Duve et al. 1985, Conlon et al. 1988). En fait, les travaux
récents suggerent qu'il puisse en &tre autrement. En particulier, chez les Insectes, les
leucosulfakinines (Nachman et al. 1986a, b) et les périsulfakinines (Veenstra, 1989) des
blattes ainsi que les drosulfakinines de la drosophile (Nichols et al. 1988) possédent une
tyrosine en position 6 a partir de I'extrémité C-terminale (donc comparable 2 la gastrine).
Les sulfakinines ne possédent cependant que 3 des 5 résidus C-terminaux de la gastrine et
de la CCK (fig. 3) et la question se pose désormais de leur appartenance méme 2 la
famille gastrine/CCK. Chez 1'ascidie, la cionine (Johnsen et Rehfeld, 1990), molécule
apparentée a la gastrine/CCK, posséde deux tyrosines sulfatées, respectivement en
position 6 et 7. Elle pourrait ainsi constituer la molécule ancestrale de laquelle sont issues
la gastrine et la CCK des Mammiferes.

Ne disposant pas d'anticorps susceptibles de reconnaitre la position d'une
éventuelle tyrosine sulfatée, il nous est impossible de préciser davantage le lien de parenté
de notre molécule avec la gastrine et la CCK, seule 'extrémité C-terminale étant

vraisemblablement, tout ou partie, commune.
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Hétérogénéité de la molécule apparentée a la gastrine/CCK

Apres RP-HPLC en gradient rapide (RP-HPLC,), la plus grande partie du
matériel immunoréactif est €luée dans les fractions renfermant de 33 a 51 % d'acétonitrile
(fig. 6).

Le matériel issu de plusieurs RP-HPLCj, équivalent & 200 prostomiums est
soumis a une seconde RP-HPL.C en gradient lent (RP-HPLC») (0 a4 20 % d'acétonitrile
en 5 mn, 20 a 40 % d'acétonitrile en 70 mn, 40 & 60 % d'acétonitrile en 25 mn). La
procédure est rappelée figure 7. Dans ces conditions, plusieurs fractions nettement
séparées les unes des autres, sont détectées par RIA (fig. 8). La plus hydrophobe est
éluée pour des concentrations de 23 a 24 % d'acétonitrile (temps de rétention: 17 a 19
mn), la seconde pour des concentrations de 26,5 a 27,5 % (temps de rétention: 29 a 31
mn) et 1a plus hydrophile pour des concentrations de 29,5 a 30,5 % (temps de rétention:

39 a4 42 mn).

La présence de plusieurs fractions immunoréactives traduit la nature
hétérogene du matériel gastrine/CCK des Polychetes. Un tel résultat est A rapprocher des
résultats obtenus chez les Mammiferes, les Poissons et les Arthropodes. Chez les
Mammiferes, comme nous l'avons signalé précédemment, le métabolisme post-
traductionnel du précurseur conduit 2 la formation de plusieurs formes moléculaires de
longueur variable (fig. 2). Il semble en étre de méme chez les Poissons (Vigna et al.
1985), chez les Crustacés (Favrel et al. 1987), Van Wormhoudt et al. 1989) et chez
certains Insectes (Duve et al. 1985) ot l'existence de plusieurs formes moléculaires de
masse différente a ét€ démontrée. En particulier, chez Calliphora vomitoria, trois formes
moléculaires dont I'une (le précurseur ?) de masse €élevée coexistent (Duve et al. 1985).
Par contre, les précurseurs a 1'origine des sulfakinines d'Insectes ne semblent pas scindés

en plusieurs peptides enchassés les uns dans les autres comme le sont les différentes



Extraction eau bouillante -acide acétique 0,5 M

!

RP-H80 % ACN en 30 mn)

Test RIA
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Gradient lent (20 2 40 % ACN en 70 mn)

}

Test RIA

Figure 7 -Procédure de purification des molécules apparentées i la gastrine/CCK. Procédure
réalisée par chromatographies successives  partir de prostomiums isolés.
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formes moléculaires de la CCK ou de la gastrine. Ainsi, les sulfakinines ne différent les
unes des autres que par des substitutions mineures d'acides aminés (fig. 3), la maturation
de leur précurseur différente de celle de la préproCCK confortant I'hypothése de leur

appartenance 2 une famille peptidique originale.

Purification de la molécule apparentée i la gastrine/CCK

Le séquengage d'une molécule peptidique, qui est le but de la purification, ne
peut se faire a moins de dix picomoles par acide aminé. Ainsi le séquengage d'un peptide
de dix acides aminés ne peut étre envisagé a moins de posséder quelques 100 pmol soit

environ 10 ng de produit pur.

Chez les Néréidiens, apreés extraction a 1'eau bouillante-acide acétique, les
rendements, bien que supérieurs a ceux obtenus apres extraction a 1'HC1 ou au méthanol,
sont tres faibles et difficilement mesurables. Dans notre systéme RIA, les mesures
directes effectuées sur 'extrait se réveélent négatives ou a la limite de la détection méme
lorsqu'elles sont réalisées A partir d'extraits provenant de quelques cinquante
prostomiums. Par contre en RP-HPLC;, apres injection d'un méme extrait de cinquante
prostomiums, l'immunoréactivité est détectable dans plusieurs fractions. Il est
vraisemblable que lors des mesures directes, I'immunoréactivité "potentielle” de 'extrait
est masquée par diverses molécules que l'évaporation réalisée avant le test RIA a
concentré (dans le cas d'un extrait provenant de 50 prostomiums le volume est ramené de

4 ml & 100 pl).
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Il n'en demeure pas moins que les valeurs obtenues méme en RP-HPLCy
sont faibles et que la relative pauvreté du cerveau en peptides ou autres molécules
biologiquement actives, est une constante des Néréidiens. Ainsi un cerveau de Nereis
virens ne renferme que 300 & 700 fmol de FMRF amide (Krajniak et Price 1990) et il faut
de 20 a 30 cerveaux pour extraire suffisamment de SIF pour détecter une quelconque

réponse biologique (Bulet, communication personnelle).

Pour augmenter les rendements nous avons €t€ amené a extraire non
seulement les peptides du cerveau, mais aussi ceux du ganglion sous-oesophagien et des

nombreux ganglions de la chaine nerveuse ventrale.

La purification nécessite une phase préparative. Réalisée sur cartouches de
silice C1g (Sep-Pak C;3g), elle permet d'éliminer les molécules hydrophiles et permet de
traiter de grands volumes. Lorsqu'on procede a des €lutions successives correspondant 2
des concentrations croissantes d'acétonitrile (20, 30, 40, 50 %), le matériel
immunoréactif est essentiellement élué par des concentrations d'acétonitrile de 40 et 50
%. Par contre, peu de matériel immunoréactif est élué par le mélange acétonitrile 30 %-
acide trifluoroacétique 0,1 %. Il est & remarquer que la présence de peptides
immunoréactifs dans plusieurs €luats consécutifs est vraisemblablement la conséquence

de I'hétérogénéité de notre molécule au sein de I'extrait.

L'élimination des molécules hydrophiles ayant été réalisée par le mélange
acétonitrile 30 %-acide trifluoroacétique 0,1 %, le matériel immunoréactif est élué a
I'acétonitrile 50 %-acide trifluoroacétique 0,1 % avant passage sur colonne d'affinité (fig.
9). Les molécules retenues au niveau de la colonne d'affinité sont éluées a l'acide
propionique 1 M et les fractions immunoréactives concentrées au Speed-Vac;

I'évaporation permettant l'élimination de l'acide propionique. L'éluat enrichi est alors
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soumis & une séparation par RP-HPLC; la chromatographie liquide a haute performance
en phase réverse représentant la technique la plus performante pour la purification des

peptides.

Chez Nereis diversicolor, les pigments sont particulierement abondants et
divers comme le suggére le nom d'espéce. Bien qu'ils soient tres faiblement retenus en
colonne d'affinité, ils sont suffisamment présents dans I'éluat pour qu'ils puissent
interférer avec la molécule recherchée en RP-HPLC. Ainsi, les pigments correspondent a
la majorité si ce n'est A la totalité des pics des profils d'élution de RP-HPLC;. Pour les
éliminer au maximum, deux étapes de RP-HPLC préliminaires sont indispensables (fig.
9). De la premiére, & gradient rapide ( RP-HPLC)), seules les fractions éluées pour des
concentrations d'acétonitrile comprises entre 40 et 53 % sont collectées. Evaporées et

réunies, elles sont soumises a une seconde séparation ( RP-HPLC») a gradient lent.

Une vingtaine de fractions immunoréactives regroupées en quatre zones, bien
délimitées les unes des autres, sont détectées en RIA (fig. 10). La molécule la plus
hydrophile est éluée & 23-24 % d'acétonitrile (temps de rétention: 13-17 mn), 1a seconde &
26-27 % d'acétonitrile (temps de rétention: 25-30 mn), la troisi¢me, la plus importante, a
29-31 % d'acétonitrile (temps de rétention: 37-43 mn) et la derniére a 33-34 %
d'acétonitrile (temps de rétention: 50-53 mn).Trois de ces zones correspondent i celles
précédemment démontrées lors de I'étude des prostomiums isolés, aprés passage direct
de l'extrait en RP-HPLC; et RP-HPLC;. La quatrieéme, plus hydrophobe n'avait pas
été détectée. Comme il s'agit également de la moins importante des quatre zones
identifiées, il est vraisembable que nous n'avions pas €t€é 3 méme de la démontrer

précédemment, étant en dega du seuil de sensibilité du test. Il est cependant a noter que

dans le cas présent, notre extrait a été réalisé a partir de corps entiers et non a partir de
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Figure 9 -Purification de la molécule apparentée 2 la gastrine/CCK. Procédure réalisée
par chromatographies successives a partir de corps entiers
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prostomiums isolés. Quoiqu'il en soit, ces résultats confirment clairement la nature

hétérogéne du matériel apparenté a la gastrine/CCK.

Apres passage en RP-HPLCy, 39 % de l'immunoréactivité totale est détectée
dans une seule fraction (fig. 10) collectée a mi-gradient (29,6 % d'acétonitrile, temps de
rétention: 40 mn). Apres évaporation, le matériel immunoréactif de la fraction est soumis,
dans le laboratoire du Professeur Tartar a 1'Institut Pasteur de Lille,a une troisieme RP-
HPLC (RP-HPLC microbore) a gradient tres lent (0 a 30 % d'acétonitrile en 130 mn puis
30 a 45% d'acétonitrile en 40 mn). Plusieurs pics sont observés sur le profil d'élution
dont deux €lués a 20 et 23 % d'acétonitrile sont immunoréactifs (fig. 11). Deux autres
zones, 1'une plus hydrophobe €luée a 19,5 % d'acétonitrile, 'autre plus hydrophile éluée
a 40 % d'acétonitrile sont également immunoréactives. Il est surprenant que quatre
fractions (sur 28) apparaissent immunoréactives, d'autant plus que la plus hydrophile est
éluée a 40 % d'acétonitrile... Il est donc vraisemblable qu'il y a eu dégradation de la
molécule recherchée sans que 'on puisse en expliquer la raison puisque le matériel testé
en RP-HPLC microbore provenait d'une seule et méme fraction (sur les 70 que
comportait la RP-HPLC5). Ainsi I'absence d'absorbance de la fraction immunoréactive la
plus hydrophile pourrait signifier que celle-ci ne renferme que le produit ultime de
dégradation (2-3 acides aminés) de notre molécule, la partie C-terminale, laquelle

correspondrait a 1'épitope reconnu par l'anticorps 15/8.
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Figure 11 - Profil d'élution aprés HPLC microbore du matériel apparenté 2 la gastrine/CCK. En grisé, les zones immunoréactives.
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Les premiéres purifications de neuropeptides d'Invertébrtés datent de cette
derniére décennie. Nombre d'entre elles sont fondées sur les travaux
immunohistochimiques réalisés avec des anticorps dirigés contre des peptides de

Mammiferes.

L'étude des neuropeptides d'Invertébrés est largement en retard sur celles
consacrées aux Vertébrés et plus particuliecrement aux Mammiféres, qui, il faut le

souligner, ne concernent que quelques especes, rat, cobaye... homme.

L'absence de tests biologiques aisément réalisables chez les Invertébrés
inférieurs est une des raisons de ce retard. Ainsi, chez les Annélides Polychetes, rares
sont les tests: I'un concerne l'inhibition de la spermatogenése des Néréidiens (Bulet et
Porchet 1986), l'autre 1a maturation des spermatozoides d'Arenicola marina (Bentley

1985).

Au regard des résultats immunohistochimiques qui avaient permis de
démontrer la présence de molécules apparentées a des peptides de Mammiferes chez les
Invertébrés, il devenait possible, grice a l'utilisation de sondes hétérologues, de purifier

de telles molécules en absence de tout test biologique.

La petite taille des centres nerveux des Invertébrés inférieurs constitue un
handicap certain dans la purification des neuropeptides. De plus, les quantités de
neuropeptides que renferment ces centres sont trés faibles. Ceci est particuliérement vrai
chez les Annélides Polychetes dont le cerveau ne renferme, par exemple, que 100 a 600
fmol de FMRF-amide (Krajniack et Price 1990). Cela est nettement moins vrai chez les
Insectes et les Crustacés dont les organes neurohémaux renferment des quantités
appréciables de peptides. Ainsi une paire de corps cardiaques de Periplaneta americana

renferme 2,5 pmol de périsulfakinine I et 1,1 pmol de périsulfakinine IT (Veenstra 1989).
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De méme, chacun des organes péricardiaux de homard contient quelques 2 pmol de

peptides apparentés au FMRF-amide (Trimmer et al.1987).

Chez les Annélides Polychetes, bien qu'il existe une aire neurohémale
cérébrale, la zone infracérébrale (fig. 1), la quantité de matériel immunoréactif détecté
dans les extraits de prostomiums est tres faible. Nous ne pouvons cependant affirmer que
la molécule recherchée est une neurohormone, le test RIA ne permettant pas de détecter
des molécules immunoréactives dans le milieu de culture ou ont séjourné des
prostomiums de Nereis virens. De ce fait, 'étude commencée sur des prostomiums isolés
a été poursuivie sur des corps entiers; les travaux immunohistochimiques (Dhainaut-
Courtois et al. 1985) ayant démontré 1'existence de nombreuses cellules immunoréactives

dans les nombreux ganglions de la chaine nerveuse ventrale.

Désormais, la difficulté consistait a éliminer toute molécule étrangére au
peptide recherché. 1l est tres difficile, malgré les chromatographies successives d'éliminer
complétement le pigment. Par ailleurs, lorsque le nombre d'étapes de purifications
augmente, le rendement diminue d'autant. Ainsi, on admet généralement que les pertes de
matériel atteignent 20 % a chaque passage. Celles-ci peuvent &tre cependant beaucoup
plus conséquentes: Duve et al. (1985) reportent que 90 % du matériel apparenté a la

gastrine/CCK de la mouche Calliphora vomitoria était perdu lors du passage en HPLC.

Comme plusieurs molécules apparentées a la gastrine/CCK coexistent, la
quantité de matériel requise dans un extrait, en vue de leur purification est d'autant plus
importante. Ainsi, a la suite de la RP-HPLC3 et en vue du passage en RP-HPLC
microbore nous n'avons retenu qu'une seule fraction contenant 40 % du matériel
immunoréactif total. Il est, par ailleurs, a craindre, comme le montrent nos résultats
préliminaires en HPLC microbore, que cette fraction ne renferme encore plusieurs

peptides. Confrontés & un méme probléme, la diversité de peptides immunoréactifs
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(apparentés au FMRF-amide) et la nécessité de plusieurs étapes de purification, Trimmer
et al. (1987) soulignent qu'a la suite de trois HPLC les pics immunoréactifs majeurs ne

renfermaient plus qu'un vingtiéme du matériel extrait.

Si I'anticorps 15/8 reconnait parfaitement les peptides de Nereis diversicolor
apparentés 2 la gastrine/CCK, il ne reconnait aucun des produits traduits in vitro ou in
ovo a partir d ARNm isolés de prostomiums (Guissi-Kadri 1989). En particulier, il est
incapable de reconnaitre un polypeptide de 70 kDa que reconnaissent des anticorps
dirigés contre certaines séquences de la proCCK de Mammiféres. Il est cependant
hautement probable que les différents peptides reconnus par I'anticorps 15/8 dérivent de
ce précurseur. L'hypothese la plus séduisante consiste & penser que le précurseur subit
une maturation en plusieurs étapes, rappelant celle que subit la proCCK de Mammiferes,
maturation qui engendrerait plusieurs molécules de poids moléculaire de plus en plus
faible, ce que tendent & démontrer nos résultats obtenus en RP-HPLC;. A noter toutefois
que le précurseur a une masse moléculaire de 70 kDa, nettement supérieure a celle des

préproCCK de Mammiferes (= 13 kDa).

Nos travaux ont permis de mettre au point un procédé de purification. I
s'agira maintenant d'obtenir des quantités suffisantes de matériel a 1'issue des étapes de
chromatographie afin de déterminer la structure primaire du peptide le plus abondant.
Rappelons que le but a plus long terme est de produire une sonde oligonucléotidique
susceptible de cribler la cDNAtheque d'expression élaborée au laboratoire. Alors
seulement, nous serons 2 méme de savoir si le polypeptide de 70 kDa est le précurseur
des peptides apparentés 2 la gastrine/CCK et si sa masse élevée est liée a la présence de
séquences répétitives (cf le précurseur du FMRF-amide de l'aplysie, Taussig et al. 1988)
ou 2 la présence de plusieurs familles peptidiques (cf le précurseur de la CDCH de la

limnée, Vreugdenhil et al. 1988).
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