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Résumé

Les cellules germinales primodiales des embryons
d' Amphibiens Anoures (Rana ridibunda et Discoglossus pictus)
traitds par la dopamine migrent normalement. Cependant, le
nombre de ces cellules au niveau des créies génitales est trés
important. Le traitement par I'a-méthyl-paratyrosine entraine une
tres forte inhibition de la migration des CGP de cos deux espices,
dont le plus grand nombre reste dans le massif endoblastique.
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Summary

Anoures Amphibians Embryos primordial germ cells
{Rana ridibunda and Dioscoglossus pictus) treated by dopamine
present a normal migraticn. However, the number of these cells
in the genital crests is very important. The treatment by the
a- methyl-paratyrosine leads astrong inhibition of the primordial
germ cells of these species, the most of which remain in the
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INTRODUCTION

- L'étude expérimentale ‘de la migration des cellules
germinales primordiales (CGP) d'Amphibiens Anoures
(1;2) a montré que celles-ci se déplacent de I'endoderme
vérs les crétes génitales par un phénomene de
chimiotactisme en fonction'd'un gradient, croissant ventro-
dorsalement, d'adénosing monophosphate cyclique
(AMPc) (3;:4;5;6). ’

D'autre part, RAIS et al. (7) ont mis en évidence, par la
méthode histochimique de FALCK etal. (8), laprésence de
catécholamines dans la corde dorsale des embryons
d'Amphibiens Anoures, qui posstde elle méme la capacité

“de les synthétiser (9). L'apparition ct le développement de
la fluorescence caractéristique des catécholamines dans la
corde dorsale est concomitante de J'activiié adénylate
cyclase (respopsable de la synthtse d'adénosine mono-
phosphate cyclique (AMPc)) observée dans cet organe ¢l
dans les somites voisins (10;11;12).

11 est bien connu que les catécholamines peuvent
stimuler 'activité adénylate cyclasique (13;14;15) etde ce
{ait, 1a production d'’AMPc cst catalysée par cetie enzyme.

Le rapprochement de ces différents résultats permet de
supposer que L1 migration des CGP pourrait résulter d'une
succession d'événements précoces: la synthése de
caiécholamines dans la cordc dorsaie déclenchant ia
stimulation de l'activité adénylate-cyclasique du
cordomésoderme ct la synthése de 'AMPc a l'origine de
I'établissement du gradient initiateur de la migration des
CGP. Des arguments expérimentaux semblent étayer cetie
hypothese (7;16;17).

Nous avons dong tenié d'obienir de nouvelles données
relatives aux effets des catécholamines sur la migration des
CGP d'embryons d'Amphibiens Anoures, en traitant ceux-
ci par un précurseur des catécholamines (ladopamince) ctun
inhibiteur de leur biosynthese (I'o-méthyl-paratyrosinc).

MATELIEL ET METHODES

Les expériences ont 616 réalisées sur les embryons de
deux especes d'Amphibicns Anoures récoliés dans la
nature dans le lac de Sidi Amira (forét dela Mamora) au ler
ou au 28me jour apres la ponte: Rana ridibunda et
Discoglossus picius.

Les embryons sont traités par la dopamine ci
'o-méthyl-paratyrosine pendant  unc  période
correspondant 2 la durée de la migration dos CGP. Ceute
période est comprise, pour la grenouille, enue les stades
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22 et 38 (18) et pour le discoglosse entre les stades 17 ¢1 32
(19:20), ce qui correspond & des cmbryons ayant A peu pits
entre 4 et 12 jours. :

La dopamine (3 hydroxytyramine hypochloride,
Sigma) (DA) est dissoute dans du liquide physiologique de
FLICKINGER (21), % deux concentrations différentes:
0,5 mg/ml (2,5.1()‘3 M) et 0,25 mg/ml (1,25.10'3 M). Trois
lots de 10 embryons chacun sont formés. Le premicr est
incubé en présence d'une solution de DA 4 0,5 mg/ml, le
second en présence d'unc solution de DA 20,25 mg/ml, le
troisiéme (témoin) est placé dans du liquide physioiogiqgue.

L'o-méthyl paratyrosine (0-MPT) cst utilisée

€t A Aoy menaoantoanioae diff c =
Egalement a geux concentralions différentes = 0,5 mg/m!

(2,5. 103 M) et 0,25 mg/mi (1,25.10°3 M). Trois lots sont
formés: le premier est traité par une solution & 0,5 mg/ml,
Ic second par unc solution 4 0,25 mg/ml et le troisieme
constitue le témoin,

Les solutions sont renouvelées toutes les 24 heures.
Au stade 38 (Rana) et 32 (Discoglossus), les embryons
sont fixés puis inclus dans de la paraffinc. Des coupes
histologiques sériées de 7 pm d'épaisscur réalisées au
niveau descrétes génitales sont colorées par 'hématox yline
ct I'éosine, puis observées au microscope photonigue. Un
comptage des CGP est alors cffectué.

j LH S VAW | SRIIEL

morpholcgique caractérisé par leur grande taille, leur
forme arrondie, leur richesse en plaquettes vitellines, en
grains de pigments et par 'aspect plurilobé de leur noyau,
dont Ic repérage est indispensable pour ne compter qu'une
seule fois chaque cellule. Le dénombrement des CGP et
leur localisation & l'intéricur de I'embryon sont notés ct
comparés aux caractéres correspondants des embryons
témoins.

. Y i i v grac 3
Les CGP sont identifides grice a leur aspect

RESULTATS

Pour les deux espiees étudiées (Rana et Discoglossus)
et pour les deux traitements appliqués (a-MPT ou DA), la
morphogenése ¢t la vitesse de développement des
embryons d'expéricnce sont identiques a celles des
cmbryons émoins.

» Examen des embryons traités par ia DA

Aprts traitement par ladopamine, lamigration des CGP
vers les crétes génitales dans les embryons de Rana et de
Discoglossus, s'effectue de la méme mani¢re que celle
observée chez les témoins (tableau 1).
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/les emibyr
iémoﬁns el trnilés pur 1a dopam;qe (DA)\ Yons

Nombrc Je i ‘'GP (moycrme * erreur typt)

[ S —

.‘Rana ﬁdibdmia
Témoins , 19,6405

DA25.103M 294105
DA 1,25. 162 M 23,1 40,2
l)tscaglohus pictus -
Témains - 17,7 0,5
DA 2,5. 103 M 27,5+ 0.4
DA 1,25. 103 M 21,1405

Le nombre de CGF wouvées dans les crétes génitales
_des embryons traités est plus élevé que celui trouvé dans les
créles génitales chez les témoins: pour une forte dose
(25. 10-3 M), leur nombre représente respectivement 150
et 155% de celui des témoins, Pour une dose plus faible
(1,25.10°3 M), ces pourcentages s'abaissent & 117% et
119% respectivement,

+ Examen des embryons traités por Vo-MP

Le comptage des CGP dans [as crct . penitales des
-embryons de Rana ct de Discoglossus wauds parune forle
dose d'a-MPT (2,5.10-3 M) montre que les CGP (tableau IT)
sont pen nombreuses dans les crétes génuales (respectivement
22%¢e4 16% dunombre total), par rapporni aux iémoins, lamajoriié
d'eatre elles étant localisée dans les anses intestinales

" endodermiques (respectivemer:: 73% et 70%).

Tableau 11, Nombre ot locallistion 468 CGP duis les embryons
témeolns et traitéds par V'a - MPT

~ Nombre de CGP (moynnm 1 erreur lyp{ )

(rucs Imm~ Ar\sm Intra- T olal
gonadiques  endodermiquie.-
Rana Ridibunda
Témoias 19,6 + 0.5 19.6 £ 0,5
G MPT2,510°M  4,340,5 144406 1874 1,1
o MPT1,5.10°M  11£09 79407 189116
Discoglessus Picius
Témoins 17,7+ 0,5 17,7+0,5
o MPT 2,5. 10'j M 29102 124%06 144 £ 0,1
o. MPT 1,25. 103Mm 88106 5,74 0,5 145+ 1,1

Dans les embr gfons traités par une dose plus faible
d'o-MPT (1,25,137° M), les CGP sont plus nombreuses dans
les crdtes géniiales (56% et 50% par rappoil aux (Cmoins)
mais un nombre encore important est situé dans ¢ anses
intestinales (40% et 38% respectivement).

DISCUSSION

Les résultats obicnus montrent que I'c MPT perturbe
foriement la migration des CGP puisqu'un ¢ nd nombre de
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ces cellules sont restées incluses dans l'endoderme (71,5%),
Dapregees résultats, nous pouvons admettre que scules 199
de CGP regoivent une stimulation leur permettant de
s'orienter vers les crétes geénitales, Les CGP intragndo-
dermigues n'ont subi aucune migration, Elles constituent une
proportion s imporntante, ce qui suggére que le gradient de
concentration de ' AMPc libéré par le cordomésoblaste étant
tres faible de telle sore qu'il n'a pu se répartir que dans une
portion réduite de 'embryon, Les CGP non atteintes par le
stimulus chimiotactique sont restées dans 'endoderme. Ieur
territoire d'origine. Ces résultats suggdrent que L A Ag
réduit Ia syntheése des catécholamines en se comportant
comme un inhibitcur compétidf de la yrosice-hydroxylase,
enzyme responsable de I'hydroxylation de la tyrosine cn
DOPA, Celte épe est limitante dans la biosynthese des
catécholamines. L'action de l'o-MPT affaiblirait ainsi la
concentration en catécholamines: il en résulterait alors une
diminution de la stimulation de l'adénylaie cyclase du
cordomésoderme, réduisant le taux de synthese de ' AMPc 2,
par conséquent, unc forte perturbation de la migration des
CGP. Le fait que I'action de 'a-MPT soit dépendante de la
dose utilisée renforee cette conclusion.

Par arlleurs, le traitement des embryons des deux espices
utilisées par la dopamine permet de montrer un effet inverse
du précédent puisque, non sculement, 1a migration des CGP
alicu mais cncore le nombre de celles-ciest remarguablement
augmenié, If nous est actuellement difficile d'interpréter ce
résultat, On ne peut penser gue 'intervention de la DA suscite
la migration d¢ CGP surnuméraires qui, normalement,
resteraient dans 'endoderme, celles-ci seraient aiors
identifiées cn situation intracndodermigue chez les témoins.
Test plus probable que la DA exerce un effet mitogéne sur les
CGP alors que celles-¢i sont en cours de migration. Cette
interprétation confirmerait k.., observations de BUZNIKOV
et al. (22) et de GUSTAPSON & TONEBY (23) qui ont
montré que les amines biogénes sont impliquées comme des
régulateurs des divisions ccllulaires pendant les stades
précoces du développement de 'embryon d'oursin, Elle scrait
¢galement en accord avec les résultats de SAIDI er al, (24).
Cesauteurs ont montré que la I'a-méthyl-paratyrosine inhibe
fonementlamigrationdes CGPdeRana dalmatina et de Bufo
bufo (especes frangaises) alors que la dopamine agit sur les
cellules germinales en augmentant leur nombre, Ces résultats
suggtrent donc que I'o-MPT et la DA agiraient de la méme
manigre sur les espeees frangaises et marocaines, en dépit des
factewrs climanques qui ont une influence directe sur les
pénodes de ponte (25).

Tous ces résuliats nous permettent d'émettre Phypothése
selon laquelle les catécholamines cordales des Amphibicns
Anoures stimulergient Padénylate cyclase cordoméso-
dermique a produire 'AMPc qui dirige la migration des CGP
selon un gradicnt de concentration croissant ventro-
dorsalement.
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