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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 Andre, 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 I-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 .
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La presence de glycogens a l'interieur de mito-
chondries a ete montree pour la premiere fois par
Beaulaton (1964) dans la glande prothoracique du
ver a soie du chene . D'autres exemples de la pre-
sence de grains morphologiquement identiques
aux particules de glycogen decrites par Droch-
mans (1962) ont ete signales 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 derive mitochondrial du spermatozolde de
divers Gasteropodes, Testacelle (Personne et
Andre, 1964), Escargot (Andre, 1965), Limace
(Lanza et Quattrini, 1964), Limnee (Personne,
non publie) et de l'oursin Paracentrotus lividus
(Anderson, 1968) . Dans le cas de la Testacelle et
de l'oursin, nous avons fait la preuve cytochi-

mique qu'il s'agit bien de glycogen (Personne et
Andre, 1964; Anderson, 1968) .
L'existence de glycogen dans certaines mito-

chondries nous a conduit (Personne et Andre,
1964; Andre, 1965 ; Anderson, 1968) ainsi qu'Ishi-
kawa et Pei (1965), Lentz (1966), et Fain-Maurel
(1966) a envisager l'intervention de ces mito-
chondries clans le metabolisme glucidique . Cette
hypothCse suppose la presence, dans ces mito-
chondries, des enzymes de la degradation et de la
synthese du glycogen . Pour la verifier, faisant la
supposition initiale que les voies metaboliques de
1'Escargot sont identiques dans leurs grandes
lignes a celles des Mammiferes, nous avons cherche
a mettre en evidence 1'existence eventuelle de cer-
taines des activites enzymatiques connues pour
regir le metabolisme du glycogcne dans les



muscles et le foie des Mammiferes :l'uridine di-
phospho-glucose glycogene transferase (2 .4 .1 .11 =
UDPglucose : a - 1, 4 - glucan a - 4 - glucosyltrans-
ferase), les phosphorylases (Green et Cori, 1943 ;
Sutherland et Wosilait, 1956) (2 .4 .1 .1 = a-1,4-
glucan : orthophosphate glucosyltransferase) et
l'enzyme branchante (2.4 .1 .18 = a-1 ,4 glucan : a-
1,4-glucan 6-glycosyltransferase) .

Ces recherches ont ete faites chez l'Escargot . Le
derive mitochondrial du spermatozoide est, dans
ce cas, de taille suffisante pour que les differents
constituants soient visibles au microscope ordi-
naire . 11 constitue, en fait, la plus volumineuse
concentration de glycogene mitochondrial connue .

MATERIEL ET TECHNIQUES

L'espice Helix aspersa Miiller a ete utilisee .

Microscopie Ordinaire

Les activites enzymatiques ont ete recherchees
sur des coupes au cryostat d'ovotestis congele dans
1'azote liquide, ou sur des frottis seches a fair de
spermatozoides murs .

Du point de vue cytochimique, nous employons
le principe de la technique de Takeuchi et Kuri-
aki (1955) : apres incubation des tissus dans un
substrat approprie, le polysaccharide neoforme
est mis en evidence par sa coloration a l'icde .
La coloration vane du rouge au bleu selon la
longueur de la chain glycogenique (Swanson,
1948) .
PHOSPHORYLASE ET ENZYME BRAN-

CH A NTE : Les tissus sont mis a incuber pendant
I a 2 heures a 37° dans les milieux decrits ci-
dessous . Les solutions temoin sont depourvues de
glucose 1-phosphate (GIP) :

(a) Pour la phosphorylase a active: G IP po-
tassique, 25 mg ; tampon acetate 0.2 M pH 6,
5 ml ; eau distillee, 7 .5 ml .

(b) Pour la phosphorylase totale a + b activee
par AMP. On ajoute 5 mg AMP au milieu pre-
cedent. C'est la methode de Takeuchi et Kuriaki
(1955) .

(c) Pour la phosphorylase totale par trans-
formation de la forme b inactive. On ajoute de
l'ATP (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 c auquel on a ajoute 13 mg de ni-
trate on d'acetate de plomb .

(e) Milieu de Hori (1964 ; voir techniques de
microscopie electronique) .

(f) Enzyme branchante. De fawn a distinguer
faction de la phosphorylase seule de celle de son
action combine avec l'enzyme branchante,
nous avons utilise la methode de Takeuchi
(1958) . L'adjonction de 20°%o d'ethanol aux
milieux precedents inhibe l'enzyme branchante .
Le traitement par les amylases a et /3 (solution
a 0.5%) permet de distinguer les chaines amylo-
siques simples synthetisees par la phosphorylase,
des chaines ramifiees par action de 1'enzyme
branchante .
UDPG GLYCOGENE TRANSFERASE : Les tis-

sus sont mis a incuber a 20° pendant 30 minutes a
3 heures dans le milieu de Hsien-Gien Sic et al .
(1966) : UDPG, 200 mg ; glycogene, 10 mg ;
G6P disodique, 450 mg ; polyvinylpyrrolidone,
1000 mg; ethanol, I ml; glycine (0 .75 M)-EDTA
(0.025 M), 10 ml; eau distillee, 14 ml .
En ajoutant 50 mg de fluorure de sodium au

milieu precedent les incubations sont faites a
3 7° .

L'UDPG est omis dans le temoin.

Mccroscopie Electronique

Nous avons cherche a visualiser l'activite
phosphorylasique au niveau ultrastructural . Les
processus operatoires sont les suivants :
INCUBATION : Les spermatozoides murs, pre-

leves dans le canal hermaphrodite (Personne et
Anderson, 1969) sont mis a incuber de 30 min-
utes a 3 heures a 37° dans les milieux suivants :

(a) milieu de Hori (1964) au plomb. Il derive
de celui de Gomori pour la phosphatase acide ;
le plomb present dans le milieu permet de pre-
cipiter le phosphate libere lors de la reaction
phosphorylasique . Il est constitue de : 1 .5 mm
de G IP potassique, 20 mm de NaF, 80 mm de
tampon acetate pH 5 .8, 3.6 mm de nitrate de
plomb. Dans certains cas, nous avons ajoute
0.14 mm d'AMP ou d'ATP. Nous avons aussi
remplace le nitrate de plomb par de 1'acetate de
plomb considers comme moins toxique (Lake,
1966) .
Le GIP est omis dans les milieux temoin .
(b) milieu de Guha et Wegmann (1959) pour la

phosphorylase totale, comme indique precedem-
ment .
FIXATION ET INCLUSION : Apres incuba-

tion, les spermatozoldes sont laves rapidement
dans le tampon, puis fixes 1 heure par l'acide
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osmique a 2 % dans un tampon phosphate 0 .1
M de pH 7 .4, deshydrates par l'acetone, puis inclus
dans I'Epon (Luft, 1961) .
TRAITEMENT DES COUPES : (a) Apres in-

cubation dans le milieu de Hori les coupes sont
examinees sans autre traitement . (b) Apres
incubation dans le milieu de Guha et Wegmann,
les coupes sont traitees pour mettre en evidence
les polysaccharides par l'acide phosphotungstique
a 0.5% pendant 2 a 5 minutes (Marinozzi, 1967)
ou par la technique a I'acide periodique-thio-
semicarbazide-proteinate d'argent (Thiery, 1967) .
Certaines coupes ont subi la double coloration par
l'acetate d'uranyle en solution alcoolique pen-
dant 5 minutes et par le citrate de plomb (Venable
et Coggeshall, 1965) pendant 5 minutes .

OBSERVATIONS

Phosphorylases

MICROSCOPIE ORDINAIRE : Apres incuba-
tion dans le milieu de Takeuchi, ('inclusion de
glycogene de la piece intermediaire se colore en
bleu violace ou violet (Pl . I, fig . 2) . Cette colora-
tion n'apparait pas sur les temoins incubes sans
G 1P (P1 . I, fig . 1) . En l'absence d'activateur, AMP
ou ATP + Mg++, seuls certains spermatozoides
se colorent . Lorsque l'on ajoute 1'activateur, on
observe une coloration dans tous les spermato-
zoides rnurs, mais jamais dans les spermatozoides
jeunes ni dans les spermatides . Lorsque l'incuba-
tion a ete faite en l'absence d'ethanol, le traite-
ment par la 0 amylase ne modifie pas la colora-
bilite a 1'iode . Dans le cas contraire le traitement

PLANCHE I.
FIGURES 1 et 2 Microscopie ordinaire, coloration a l'iode.

FIGURE 1 Spermatozoide incube dans le milieu temoin depourvu de glucose 1-phosphate
(GIP), puis colore a Node. L'helice principale (fleche) nest pas coloree . N : noyau. X 5000

FIGURE 2 Spermatozoide incube dans le milieu au G1P, puis colore a Node. On reconnavit
le noyau N et l'immense piece intermediaire dans laquelle on voit une helice fortement
coloree par Node ; cette helice est 1'helice principale (P), ou se localise le glycogene . X 5000 .

FIGURES 3 et 4 Microscopic electronique (coloration acetate d'uranyle-plomb) .

FIGURE 3 Coupe transversale de spermatozoide incube dans le milieu temoin sans G1P .
Les particules /3 de glycogene sont bien visibles . X 60,000 .

FIGURE 4 Coupe oblique de spermatozoide incube dans le milieu au GIP. L'inclusion de
glycogene est beaucoup plus fortement coloree . Les particules /3 sont jointives et mal
delimitees. X 60,000 .
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par la (3 amylase fait disparaitre la colorabilite
a 1'iode .

Aucune structure n'est colorable par l'iode dans
les spermatozoides incubes dans le milieu de
Hori au nitrate de plomb. Il en est de meme
lorsqu'on ajoute du nitrate ou de l'acetate de
plomb au milieu de Guha et Wegmann ou a
celui de Takeuchi et Kuriaki .
MICROSCOPIE ELECTRONIQUE :

	

Apres in-
cubation dans le milieu de Guha et Wegmann,
1'helice principale est fortement contrastee par
l'acide phosphotungstique utilise selon la me-
thode de Marinozzi (1967) . Il est tres difficile
d'y deceler une structure bien definie (Pl . II,
fig . 6; Pl. III, fig. 9). Sur les spermatozoides
incubes en l'absence de glucose 1-phosphate,
l'acide phosphotungstique ne donne pas la meme
"coloration" . L'aire glycogenique est beaucoup
plus faiblement contrastee. Son contenu ap-
parait sous la forme de particules 0 comme sur
une image morphologique normale . (PI. II,
fig . 5) .

Le traitement par l'acide periodique-thiosemi-
carbazide-proteinate d'argent selon Thiery con-
traste fortement le contenu de l'helice principale .
Sur les spermatozoides incubes en l'absence de
glucose I-phosphate, le glycogene se presente sous
la forme monoparticulaire (PI . II, fig . 7) . Apres
incubation dans le milieu au glucose 1-phosphate,
les particules (3 ne sont pas visibles, ('helice prin-
cipale est uniformement coloree (PI . II, fig . 8 ;
P1 . III, fig . 11) .

L'aspect different de l'aire de glycogene peut
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PLANCHE II .
Coupes transversales de la region anterieure de la piece intermediaire .
FIGURE 5 Apres incubation dans le milieu temoin sans GIP, les particules (3 de glycogen sont bien vis-
ibles . Coloration par l'acide phosphotungstique. X 60,000.
FIGURE 6 Apres incubation dans le milieu au GIP, l'inclusion de glycogene est entierement coloree . Les
particules 0 ne sont plus visibles . Coloration par l'acide phosphotungstique . X 60,000 .
FIGURE 7 Apres incubation dans le milieu temoin sans GIP, les particules ,C3 sont bien visibles . Coloration
par 1'acide periodique-thiosemicarbazide-proteinate d'argent . X 60,000 .
FIGURE 8 Apres incubation dans le milieu au G1P, les particules /3 ne sont pas visibles . Col-
oration par l'acide periodique-thiosemicarbazide-proteinate d'argent. X 60,000 .



PLANCHE III .
Coupes longitudinales de la piece intermediaire de spermatozoides incubes dans le milieu au GIP .

FIGURE 9 Coloration par l'acide phosphotungstique . X 120,000 .

FIGURE 10 Coloration par 1'acetate d'uranyle, citrate de plomb . X 120,000 .

FIGURE 11 Coloration par l'acide periodique-thiosemicarbazide-proteinate d'argent . X 120,000



egalement etre visualise, mais de fawn moins nette
apres coloration par le citrate de plomb . Sur les
spermatozoides incubes en presence de G I P,
l'helice principale est tres noire . Les particules
sent assez mal delimitees (P1 . I, fig . 4 ; P1 . III,
fig. 10) . L'helice principale des spermatozoldes
incubes en l'absence de G 1P est plus faiblement
coloree, et les particules sont bien delimitees (P1 .
I, fig . 3) . Apres incubation dans le milieu de
Hori, nous n'avons pas decele de precipites de
phosphate de plomb . Dans ces spermatozoides,
apres traitement par 1'acide periodique-thio-
semicarbazide-proteinate d'argent, faire de gly-
cogene se presente sous la forme monoparticu-
laire comme dans les spermatozoides temoin .

UDPG Glycogene Transferase

En l'absence comme en presence de glucose-6-
phosphate, quel que soit le derre de maturite
des spermatozoides, aucun polysaccharide n'est
decelable par l'iode apres incubation dans le
milieu de Hsien-Gien Sic (1966) contenant de
l'UDPG .

DISCUSSION

En presence de glucose 1-phosphate, dans les
conditions cytochimiques que nous utilisons,
le derive mitochondrial du spermatozoide de
1'Escargot synthetise des chaines glucosidiques .
Cc sont elles que nous revelons par l'iode dans la
technique de Takeuchi et Kuriaki . L'enzyme
qui permet cette synthese est une a-glucan phos-
phorylase (2 .4 .1 .1 . = a-1,4-glucan :orthophos-
phate glucosyltransferase) . Le glycogene present
agit comme "primer" et subit un allongement de
ses chaines qui le rend colorable par l'iode .

Nous n'avons pas reussi a visualiser au micro-
scope electronique, par la technique de Hori,
le phosphate libere au cours de cette synthese .
Les spermatozoides incubes dans le milieu de
Hori ne presentent d'autre part aucune colora-
tion par l'iode de 1'inclusion glycogenique. Nous
avons obtenu le meme resultat en ajoutant du
nitrate de plomb ou de l'acetate de plomb au
milieu de Guha et Wegmann. Ces observations
nous suggerent une inactivation de l'enzyme par
les sels de plomb .

Dans l'impossibilite de visualiser le phosphate
libere, nous avons cherche a mettre en evidence
la neoformation du glycogene . L'acide phospho-
tungstique utilise dans les conditions indiquees
par Marinozzi (1967) et le proteinate d'argent
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apres action de l'acide periodique et de la thio-
semicarbazide (Thiery, 1967) se sont reveles
d'un emploi tres commode . La difference d'in-
tensite de coloration entre les spermatozoldes
incubes dans le milieu complet et les temoins
est tres significative . Sans mettre en evidence le
glycogene neoforme comme la technique a l'iode,
les techniques de Marinozzi et de Thiery per-
mettent de demontrer un accroissement du stock
preexistant de glycogene par l'amylophosphoryl-
ase .

La majeure partie de cette phosphorylase se
trouve sous sa forme inactive. C'est elle que l'on
decele 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-
photransferase) en presence d'ATP et de Mg++
(Fischer et Krebs, 1955; Krebs et Fischer, 1956 ;
Krebs et al., 1955, 1958 ; Rall et al ., 1956) . La
presence de NaF dans Ic milieu inhibe en meme
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 . C'est cette activation qui se produit au
tours de l'incubation dans le milieu de Takeuchi
et Kuriaki. La forme active, la seule qui agit en
l'absence d'AMP ou d'ATP + Mg++, ne se
rencontre que dans certains spermatozoides .

Le glycogene synthetise au cours de ces reac-
tions doit posseder une structure ramifiee puis-
qu'il n'est pas attaque par la 0 amylase. 11 resulte
done d'une action combinee de la phosphorylase
et de 1'enzyme branchante (2 .4.1 .18 = a-1, 4-
glucan :a-l,4-glucan 6-glycosyltransferase) re-
sponsable des liaisons 1-6 . En presence d'ethanol
dans le substrat, it y a inhibition de l'enzyme
branchante . Dans cc cas, it n'y a synthese par la
phosphorylase que de chaines non ramifiees .
Celles-ci sont digerees par l'a et la (3 amylases .

Ainsi, nos resultats demontrent que Ie derive
mitochondrial du spermatozoide de l'Escargot,
riche en glycogene, possede certaines des enzymes
intervenant dans le metabolisme de cc poly-
saccharide . Nous avons signale (Personne et
Andre, 1964 ; Andre, 1965) la presence, autour
des particules de glycogene, d'une coque pro-
teinique . Nous avons tout lieu de penser que
l'enzyme branchante, 1'a-glucan phosphorylase
et les enzymes qui regissent son activite, phos-



phorylase kinase et phosphorylase phosphatase
constituent une partie de ces prot°ines . Cette
activit° phosphorylasique a °t° montr°e r°cem-
ment par Wanson et Drochmans (1967) autour
de la particule de glycog•ne isol°e du muscle
stri° .

Bien qu'il soit possible dans les conditions
exp°rimentales de faire agir la phosphorylase
dans le sens de la synth•se, il est g°n°ralement
consid°r° que son r‚le essentiel dans les condi-
tions physiologiques est dans le sens de la d°grada-
tion. Deux observations nous conduisent ƒ en-
visager, dans le cas de la pi•ce interm°diaire de
l'Escargot, le r‚le de cette phosphorylase dans le
catabolisme . La premi•re est le fait que nous ne
l'avons mise en °vidence que dans les spermato-
zo„des m…rs, c'est ƒ dire dans des cellules qui
ont termin° leur stockage de glycog•ne . La se-
conde est d…e ƒ Ritter et Andr° (Cytochromes in
sperm of Helix, non publi°), qui ont observ° par
voie spectrophotom°trique, que le glycog•ne
pouvait †tre utilis° oxydativement .

Leloir et Cardini (1957) ont montr° que la
synth•se du glycog•ne pouvait se faire aux d°pens
de l'UDPglucose, sous l'action de l'uridine di-
phosphoglucose glycog•ne transf°rase (2 .4 .1 .11 =
UDPglucose : a-l,4-glucan a-4-glucosyltrans-
f°rase). L'activit° de l'UDPglucose glycog•ne
transf°rase est g°n°ralement tr•s faible en com-
paraison de celle de la phosphorylase . Ainsi,
dans l'extrait de muscle, Leloir et al. (1959)
ont trouv° une activit° de l'UDPglucose glycog•ne
transf°rase 20 ƒ 50 fois moins importante que celle
de la phosphorylase . Il est cependant consid°r°
que c'est l'UDPglucose glycog•ne transf°rase
qui intervient dans la voie anabolique habituelle
du glycog•ne. La synth•se se faisant lentement,
mais de fa‡on continue, ne n°cessite qu'une petite
quantit° d'UDPglucose glycog•ne transf°rase .
Le glycog•ne au contraire, en cas de besoin,
doit pouvoir †tre catabolis° rapidement, ce qui
implique qu'une grande quantit° de phosphoryl-
ase soit pr°sente dans les tissus (Leloir, 1964) .
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