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ABSTRACT

The mitochondrial derivative of the sperm cell of the Gastropod Helix is endowed with a
compartment loaded with glycogen (Personne et André, 1964). The aim of this work is to
establish whether this mitochondrial glycogen is synthesized in the mitochondrial deriva-
tive itself or elsewhere in the cell. For this purpose, living sperm were first incubated in a
medium containing glucose 1-phosphate, then fixed, sectioned, and stained specifically
for polysaccharides by the phosphotungstic acid technique or the periodic acid-thiosemi-
carbazide-silver proteinate technique. Comparison with controls shows that a synthesis of
glycogen occurred during the time of incubation. It can be inferred from this result that an
amylophosphorylase system controlling the metabolism of polysaccharides is present in the
mitochondrial derivative itself. Results obtained with the iodine technique indicate that the
original glycogen molecules are elongated during the experiment. It seems probable that
the amylophosphorylase system demonstrated here accounts for at least a part of the pro-

teinaceous coat morphologically detectable around each individual glycogen particle.

La présence de glycogéne 2 l'intérieur de mito-
chondries a été montrée pour la premiére fois par
Beaulaton (1964) dans la glande prothoracique du
ver a soie du chéne. D’autres exemples de la pré-
sence de grains morphologiquement identiques
aux particules de glycogéne décrites par Droch-
mans (1962) ont été signalés dans les mitochon-
dries de plusieurs autres tissus (Tandler et Shipkey,
1964; Ishikawa et Pei, 1965; Lin, 1965; Berthold,
1966; Fain-Maurel, 1966; Lentz, 1966) et dans
le dérivé mitochondrial du spermatozoide de
divers Gastéropodes, Testacelle (Personne et
André, 1964), Escargot (André, 1965), Limace
(Lanza et Quatirini, 1964), Limnée (Personne,
non publié) et de Voursin Paracentrotus lividus
(Anderson, 1968). Dans le cas de la Testacelle et
de Poursin, nous avons fait la preuve cytochi-
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mique qu’il s’agit bien de glycogéne (Personne et
André, 1964; Anderson, 1968).

L’existence de glycogéne dans certaines mito-
chondries nous a conduit (Personne et André,
1964; André, 1965; Anderson, 1968) ainsi qu’Ishi-
kawa et Pei (1965), Lentz (1966), et Fain-Maurel
(1966) A envisager Vintervention de ces mito-
chondries dans le métabolisme glucidique. Cette
hypothése suppose la présence, dans ces mito-
chondries, des enzymes de la dégradation et de la
synthése du glycogéne. Pour la vérifier, faisant la
supposition initiale que les voies métaboliques de
PEscargot sont identiques dans leurs grandes
lignes 3 celles des Mammiféres, nous avons cherché
4 mettre en évidence 'existence éventuelle de cer-
taines des activités enzymatiques connues pour
régir le métabolisme du glycogéne dans les



muscles et le foie des Mammiféres:I’uridine di-
phospho-glucose glycogéne transférase (2.4.1.11 =
UDPglucose:a - 1,4 - glucan « - 4 - glucosyltrans-
férase), les phosphorylases (Green et Cori, 1943;
Sutherland et Wesilait, 1956) (2.4.1.1 = o-1,4-
glucan:orthocphosphate  glucosyltransférase) et
I'enzyme branchante (2.4.1.18 = a-1,4 glucan:a-
1,4-glucan 6-glycosyltransférase).

Ces recherches ont été faites chez ’Escargot. Le
dérivé mitochondrial du spermatozoide est, dans
ce cas, de taille suffisante pour que les différents
constituants soient visibles au microscope ordi-
naire. Il constitue, en fait, la plus volumineuse
concentration de glycogéne mitochondrial connue.

MATERIEL ET TECHNIQUES
L’espéce Helix aspersa Miiller a été utilisée.
Microscopie Ordinaire

Les activités enzymatiques ont été recherchées
sur des coupes au cryostat d’ovotestis congelé dans
Pazote liquide, ou sur des frottis séchés a air de
spermatozoides mdrs.

Du point de vue cytochimique, nous employons
le principe de la technique de Takeuchi et Kuri-
aki (1955): aprés incubation des tissus dans un
substrat approprié, le polysaccharide néoformé
est mis en évidence par sa coloration i licde.
La coloration varie du rouge au bleu selon la
longueur de la chaine glycogénique (Swanson,
1948).

PHOSPHORYLASE ET ENZYME
CHANTE: Les tissus sont mis & incuber pendant
1 & 2 heures & 37° dans les milieux décrits ci-
dessous. Les solutions témoin sont dépourvues de
glucose l-phosphate (G:P):

(a) Pour la phosphorylase a active: G,P po-
tassique, 25 mg; tampon acétate 0.2 m pH 6,
5 ml; eau distillée, 7.5 ml.

(6) Pour la phosphorylase totale a + 4 activée
par AMP. On ajoute 5 mg AMP au milieu pré-
cédent. C’est la méthode de Takeuchi et Kuriaki
(1955).

(¢) Pour la phosphorylase totale par trans-
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formation de la forme & inactive. On ajoute de
PATP (5 mg) et du MgSO4 (4 mg) pour activer
la phosphorylase kinase et du NaF (10 mg)
pour inhiber la phosphorylase phosphatase (Guha
& Wegmann, 1959).

(d) Milieu ¢ auquel on a ajouté 13 mg de ni-
trate ou d’acétate de plomb.

(¢) Milieu de Hori (1964; voir techniques de
microscopie électronique).

(f) Enzyme branchante. De fagon 4 distinguer
l'action de la phosphorylase seule de celle de son
action combinée avec branchante,
nous avons utilisé la méthode de Takeuchi
(1958). L’adjonction de 209, d’éthanol
milieux précédents inhibe ’enzyme branchante.
Le traitement par les amylases @ et 8 (solution
a 0.5%) permet de distinguer les chaines amylo-
siques simples synthétisées par la phosphorylase,
des chaines ramifiées par action de l'enzyme
branchante.

UDPG GLYCOGENE TRANSFARASE: Les tis-
sus sont mis & incuber a 20° pendant 30 minutes &
3 heures dans le milieu de Hsien-Gien Sie et al.
(1966): UDPG, 200 mg; glycogéne, 10 mg;
G4P disodique, 450 mg; polyvinylpyrrolidone,
1000 mg; ethanol, 1 ml; glycine (0.75 m)-EDTA
(0.025 M), 10 ml; eau distillée, 14 ml.

En ajoutant 50 mg de fluorure de sodium au
milieu précédent les incubations sont faites &
37°.

L’UDPG est omis dans le témoin.

I'enzyme

aux

Microscopie Electronique

A

Nous avons cherché & wvisualiser lactivité
phosphorylasique au niveau ultrastructural. Les
processus opératoires sont les suivants:

INCUBATION: Les spermatozoides mirs, pré-
levés dans le canal hermaphrodite (Personne et
Anderson, 1969) sont mis & incuber de 30 min-
utes & 3 heures a2 37° dans les milieux suivants:

(a) milieu de Hori (1964) au plomb. 11 dérive
de celui de Gomori pour la phosphatase acide;
le plomb présent dans le milieu permet de pré-
cipiter le phosphate libéré lors de la réaction
phosphorylasique. Il est constitué de: 1.5 mm
de G,P potassique, 20 mm de NaF, 80 mm de
tampon acétate pH 5.8, 3.6 mm de nitrate de
plomb. Dans certains cas, nous avons ajouté
0.14 mm d’AMP ou d’ATP. Nous avons aussi
remplacé le nitrate de plomb par de ’acétate de
plomb considéré comme moins toxique (Lake,
1966).

Le GiP est omis dans les milieux témoin.

() milieu de Guha et Wegmann (1959) pour la
phosphorylase totale, comme indiqué précédem-
ment.

FIXATION ET INGLUSION: Aprés incuba-
tion, les spermatozoides sont lavés rapidement
dans le tampon, puis fixés 1 heure par lacide
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osmique 3 2% dans un tampon phosphate 0.1
M de pH 7.4, déshydratés par ’acétone, puis inclus
dans ’Epon (Luft, 1961).

TRAITEMENT DES GOUPES: (a) Aprés in-
cubation dans le milieu de Hori les coupes sont
examinées sans autre traitement. (b)) Aprés
incubation dans le milieu de Guha et Wegmann,
les coupes sont traitées pour mettre en évidence
les polysaccharides par 1’acide phosphotungstique
4 0.59% pendant 2 3 5 minutes (Marinozzi, 1967)
ou par la technique A Pacide périodique-thio-
semicarbazide-protéinate d’argent (Thiéry, 1967).
Certaines coupes ont subi la double coloration par
l'acétate d’uranyle en solution alcoolique pen-
dant 5 minutes et par le citrate de plomb (Venable
et Cooggeshall, 1965) pendant 5 minutes.

OBSERVATIONS

Phosphorylases

MICROSCOPIE ORDINAIRE: Aprés incuba-
tion dans le milieu de Takeuchi, I'inclusion de
glycogéne de la piéce intermédiaire se colore en
bleu violacé ou violet (PL. I, fig. 2). Cette colora-
tion n’apparait pas sur les témoins incubés sans
G,P (Pl 1, fig. 1). En I'absence d’activateur, AMP
ou ATP + Mgt™t, seuls certains spermatozoides
se colorent. Lorsque l'on ajoute 'activateur, on
observe une coloration dans tous les spermato-
zoides mrs, mais jamais dans les spermatozoides
jeunes ni dans les spermatides. Lorsque l'incuba-
tion a été faite en ’absence d’éthanol, le traite-
ment par la 8 amylase ne modifie pas la colora-
bilité A liode. Dans le cas contraire le traitement

par la 8 amylase fait disparaitre la colorabilité
a Tiode.

Aucune structure n’est colorable par I'iode dans
les spermatozoides incubés dans le milieu de
Hori au nitrate de plomb. Il en est de méme
lorsqu’on ajoute du nitrate ou de l'acétate de
plomb au milieu de Guha et Wegmann ou a
celui de Takeuchi et Kuriaki.

MICROSCOPIE ELECTRONIQUE:  Aprés in-
cubation dans le milieu de Guha et Wegmann,
I’hélice principale est fortement contrastée par
Pacide phosphotungstique utilisé selon la mé-
thode de Marinozzi (1967). Il est trés difficile
d’y déceler une structure bien définie (PL II,
fig. 6; PL III, fig. 9). Sur les spermatozoides
incubés en I'absence de glucose 1-phosphate,
P’acide phosphotungstique ne donne pas la méme
‘““coloration”. L’aire glycogénique est beaucoup
plus faiblement contrastée. Son contenu ap-
paralt sous la forme de particules 8 comme sur
une image morphologique normale. (Pl 1II,
fig. 5).

Le traitement par l’acide périodique-thiosemi-
carbazide-protéinate d’argent selon Thiéry con-
traste fortement le contenu de 1’hélice principale.
Sur les spermatozoides incubés en I’absence de
glucose I-phosphate, le glycogéne se présente sous
la forme monoparticulaire (Pl. II, fig. 7). Apres
incubation dans le milieu au glucose 1-phosphate,
les particules 8 ne sont pas visibles, ’hélice prin-
cipale est uniformément colorée (Pl II, fig. 8;
Pl 111, fig. 11).

L’aspect différent de 'aire de glycogéne peut

PLANCHE 1.

Ficures 1 et 2 Microscopie ordinaire, coloration & I'iode.

Froure 1 Spermatozoide incubé dans le milieu témoin dépourvu de glucose 1-phosphate
(G1P), puis coloré & I'iode. L’hélice principale (fléche) n’est pas colorée. N: noyau. X 5000

Frcure 2 Spermatozoide incubé dans le milieu au GiP, puis coloré a I'iode. On reconnait
le noyau N et I'immense piéce intermédiaire dans laquelle on voit une hélice fortement
colorée par I’iode; cette hélice est ’hélice principale (P), ot se localise le glycogéne. X 5000.

Figures 3 et 4 Microscopie électronique (coloration acétate d’uranyle-plomb).

Ficure 8 Coupe transversale de spermatozoide incubé dans le milieu témoin sans GiP.
Les particules 8 de glycogéne sont bien visibles. X 60,000,

Figure 4 Coupe oblique de spermatozoide incubé dans le milieu au GiP. L'inclusion de
glycogéne est beaucoup plus fortement colorée. Les particules B sont jointives et mal

délimitées. X 60,000.
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PLANCHE II.

Coupes transversales de la région antérieure de la piéce intermédiaire.

Figure 5 Aprés incubation dans le milieu témoin sans G P, les particules 3 de glycogéne sont bien vis-
ibles. Coloration par I’acide phosphotungstique. X 60,000.

Figure 6 Aprés incubation dans le milieu au GiP, l'inclusion de glycogéne est entiérement colorée. Les
particules 3 ne sont plus visibles. Coloration par 'acide phosphotungstique. X 60,000.

Figure 7 Aprés incubation dans le milieu témoin sans G P, les particules 8 sont bien visibles. Coloration
par l'acide périodigue-thiosemicarbazide-protéinate d’argent. X 60,000.

FiGURE 8 Aprés incubation dans le milieu au GiP, les particules 8 ne sont pas visibles. Col-
oration par I'acide périodique-thiosemicarbazide-protéinate d’argent. X 60,000,



PLANCHE III.

Coupes longitudinales de la piéce intermédiaire de spermatozoides incubés dans le milieu au GyP.

Ficure 9 Coloration par 'acide phosphotungstique. X 120,000.
Ficure 10 Coloration par 'acétate d’uranyle, citrate de plomb. X 120,000.

Figure 11 Coloration par Pacide périodique-thiosemicarbazide-protéinate d’argent. X 120,000



également &tre visualisé, mais de facon moins nette
aprés coloration par le citrate de plomb. Sur les
spermatozoides incubés en présence de G,P,
I’hélice principale est trés noire. Les particules
sont assez mal délimitées (Pl. I, fig. 4; Pl. III,
fig. 10). L’hélice principale des spermatozoides
incubés en Pabsence de GiP est plus faiblement
colorée, et les particules sont bien délimitées (P1.
I, fig. 3). Aprés incubation dans le milieu de
Hori, nous n’avons pas décelé de précipités de
phosphate de plomb. Dans ces spermatozoides,
aprés traitement par l'acide périodique-thio-
semicarbazide-protéinate d’argent, aire de gly-
cogéne se présente sous la forme monoparticu-
laire comme dans les spermatozoides témoin.

UDPG Glycogéne Transférase

En Pabsence comme en présence de glucose-6-
phosphate, quel que soit le degré de maturité
des spermatozoides, aucun polysaccharide n’est
décelable par l'iode aprés incubation dans le
milieu de Hsien-Gien Sie (1966) contenant de
I'UDPG.

DISCUSSION

En présence de glucose l-phosphate, dans les
conditions cytochimiques que nous utilisons,
le dérivé mitochondrial du spermatozoide de
PEscargot synthétise des chaines glucosidiques.
Ce sont elles que nous révélons par I'iode dans la
technique de Takeuchi et Kuriaki. L’enzyme
qui permet cette synthése est une a-glucan phos-
phorylase (24.1.1. = a-1,4-glucan:orthophos-
phate glucosyltransférase). Le glycogéne présent
agit comme “primer”’ et subit un allongement de
ses chaines qui le rend colorable par l'iode.

Nous n’avons pas réussi & visualiser au micro-
scope électronique, par la technique de Hori,
le phosphate libéré au cours de cette syntheése.
Les spermatozoides incubés dans le milieu de
Hori ne présentent d’autre part aucune colora-
tion par liode de l'inclusion glycogénique. Nous
avons obtenu le méme résultat en ajoutant du
nitrate de plomb ou de l'acétate de plomb au
milieu de Guha et Wegmann. Ces observations
nous suggérent une inactivation de ’enzyme par
les sels de plomb.

Dans Pimpossibilité de visualiser le phosphate
libéré, nous avons cherché 4 mettre en évidence
la néoformation du glycogéne. L’acide phospho-
tungstique utilisé dans les conditions indiquées
par Marinozzi (1967) et le protéinate d’argent

aprés action de l’acide péricdique et de la thio-
semicarbazide (Thiéry, 1967) se sont révélés
d’un emploi trés commode. La différence d’in-
tensité de coloration entre les spermatozoides
incubés dans le milieu complet et les témoins
est trés significative. Sans mettre en évidence le
glycogéne néoformé comme la technique 3 liode,
les techniques de Marinozzi et de Thiéry per-
mettent de démontrer un accroissement du stock
préexistant de glycogéne par 'amylophosphoryl-
ase.

La majeure partie de cette phosphorylase se
trouve sous sa forme inactive. C’est elle que l'on
décele apres incubation dans le milieu de Guha et
Wegmann, en provoquant sa transformation en
forme active sous l'influence de la phosphorylase
kinase (2.7.1.38 = ATP: phosphorylase phos-
photransférase) en présence d’ATP et de Mg+
(Fischer et Krebs, 1955; Krebs et Fischer, 1956;
Krebs et al,, 1955, 1958; Rall et al., 1956). La
présence de NaF dans le milieu inhibe en méme
temps la phosphorylase phosphatase (3.1.3.17. =
phosphorylase phosphohydrolase) (Cori et Cori,
1945; Krebs et Fischer, 1956; Wosilait et Suther-
land, 1956). L’AMP est susceptible, comme dans
le cas du muscle, d’activer cette phosphorylase
inactive. Clest cette activation qui se produit au
cours de l'incubation dans le milieu de Takeuchi
et Kuriaki. La forme active, la seule qui agit en
Uabsence d’AMP ou d’ATP + Mg™", ne se
rencontre que dans certains spermatozoides.

Le glycogéne synthétisé au cours de ces réac-
tions doit posséder une structure ramifiée puis-
qu’il n’est pas attaqué par la 8 amylase. Il résulte
donc d’une action combinée de la phosphorylase
et de l'enzyme branchante (2.4.1.18 = a-1,4-
glucan:a-1,4-glucan  6-glycosyliransférase) re-
sponsable des liaisons 1-6. En présence d’éthanol
dans le substrat, il y a inhibition de Penzyme
branchante. Dans ce cas, il n’y a synthése par la
phosphorylase que de chalnes non ramifiées.
Celles-ci sont digérées par 'a et la 8 amylases.

Ainsi, nos résultats démontrent que le dérivé
mitochondrial du spermatozoide de I’Escargot,
riche en glycogéne, posséde certaines des enzymes
intervenant dans le métabolisme de ce poly-
saccharide. Nous avons signalé (Personne et
André, 1964; André, 1965) la présence, autour
des particules de glycogéne, d’une coque pro-
téinique. Nous avons tout lieu de penser que
l’enzyme branchante, 1’a-glucan phosphorylase
et les enzymes qui régissent son activité, phos-
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phorylase kinase et phosphorylase phosphatase
constituent une partie de ces protéines. Cette
activité phosphorylasique a été montrée récem-
ment par Wanson et Drochmans (1967) autour
de la particule de glycogéne isolée du muscle
strié.

Bien qu’il soit possible dans les conditions
expérimentales de faire agir la phosphorylase
dans le sens de la synthése, il est généralement
considéré que son rdle essentiel dans les condi-
tions physiologiques est dans le sens de la dégrada-
tion. Deux observations nous conduisent a en-
visager, dans le cas de la piéce intermédiaire de
I’Escargot, le role de cette phosphorylase dans le
catabolisme. La premiére est le fait que nous ne
P’avons mise en évidence que dans les spermato-
zoides mfrs, c’est & dire dans des cellules qui
ont terminé leur stockage de glycogéne. La se-
conde est dfie & Ritter et André (Cytochromes in
sperm of Helix, non publié), qui ont observé par
vole spectrophotométrique, que le glycogéne
pouvait étre utilisé oxydativement.

Leloir et Cardini (1957) ont montré que la
synthése du glycogéne pouvait se faire aux dépens
de 1'UDPglucose, sous l'action de I'uridine di-
phosphoglucose glycogéne transférase (2.4.1.11 =
UDPglucose: a-1,4-glucan  «-4-glucosyltrans-
férase). I’activité de 1I'UDPglucose glycogéne
transférase est généralement trés faible en com-
paraison de celle de la phosphorylase. Ainsi,
dans Dextrait de muscle, Leloir et al. (1959)
ont trouvé une activité de I'UDPglucose glycogéne
transférase 20 & 50 fois moins importante que celle
de la phosphorylase. Il est cependant considéré
que c’est 'UDPglucose glycogéne transférase
qui intervient dans la voie anabolique habituelle
du glycogéne. La synthése se faisant lentement,
mais de fagon continue, ne nécessite qu’une petite
quantité d’UDPglucose glycogéne transférase.
Le glycogéne au contraire, en cas de besoin,
doit pouvoir é&tre catabolisé rapidement, ce qui
implique qu’une grande quantité de phosphoryl-
ase soit présente dans les tissus (Leloir, 1964).
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