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INTRODUCTION

Définition et Fonctions des peroxysomes

Les peroxysomes ont été découverts par Rodhin (1954) à la suite d'observations

ultrastructurales des cellules rénales de Rat. La présence de ces organites dans les

hépatocytes de Mammifères fut ensuite constatée par Rouiller et Bernard (1956). Par la

suite ces organites furent identifiés dans la plupart des cellules aérobies, animales et

végétales. La difficulté rencontrée alors pour les repérer au microscope électronique, en

raison de leur matrice granuleuse qui se confond avec le contenu du cytoplasme, fut

surmontée définitivement grâce à la mise au point par Novikoff et Goldfisher (1969) et

Novikoff et coll. (1972) d'une technique cytochimique ultrastructurale permettant de les

visualiser grâce à leur activité catalasique. La taille des peroxysomes varie de 0,1 à 1 /lm

de diamètre selon les types cellulaires considérés. Certains peroxysomes renferment une

structure polytubulaire caractéristique appelée nucléoïde (Hruban, 1964). Cependant dans

certains types cellulaires (intestin, cerveau... ) les peroxysomes sont dépourvus de

nucléoïde et leur taille n'excède pas 0,35 /lm de diamètre, leur méritant le nom de

microperoxysomes (Novikoff et Novikoff, 1972). Le terme de peroxysome fut introduit

par De Duve (1965) et cette dénomination fut alors étendue aux vésicules limitées par une

simple membrane et contenant diverses oxydases qui produisent toute du peroxyde

d'hydrogène. Ces organites contiennent plus de quarante enzymes différentes (Tolbert,

1981) qui interviennent dans de nombreuses voies métaboliques.

Ils catabolisent les purines (Visentin et Allen, 1969) ainsi que certains acides

aminés, notamment ceux de la forme D (Master et Holmes, 1977). Le produit final de la

dégradation des purines (xanthine, hypoxanthine) varie d'une espèce à l'autre. La

dégradation des purines en urate est commune à l'ensemble des espèces animales, alors

que la dégradation de l'urate est moins complète chez les espèces évoluées (Fig. 1). Les
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Figure 1 : Réactions du catabolisme des purines
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enzymes impliquées dans la dégradatidon des purines en urate sont localisées dans le

cytoplasme chez les Poissons et les Amphibiens, tandis que celles qui assurent la

conversion de l'urate en urée et glyoxylate (uricase, allantoïnase, allantoïcase) sont

situées dans les peroxysomes (Fujiwara et coll., 1987). Dans le foie de Rat, la xanthine

oxydase et l'urate oxydase ont été localisées dans le nucléoïde des peroxysomes

(Angermüller et coll., 1987). Au cours de l'évolution certaines de ces enzymes ont

disparu des peroxysomes. Les Vertébrés supérieurs sont dépourvus d'allantoïnase et

d'allantoïcase. L'urate oxydase n'est pas détectée dans les peroxysomes hépatiques des

Reptiles et de certains Primates, dont l'Homme.

Certaines réactions peroxysomales sont de nature anabolique. Les peroxysomes

participent ainsi à la formation des acides biliaires par l'intermédiaire de la ~-oxydation

peroxysomale qui modifie les chaînes latérales du cholestérol (Pedersen et coll, 1980).

Par ailleurs les trois premières étapes de la biosynthèse des plasmalogènes s'effectuent

dans les peroxysomes (Hajra et coll., 1982).

Dans les cellules végétales, certains peroxysomes ont la faculté de transformer les.

graisses en hydrates de carbone par l'intermédiaire du cycle glyoxylique (Beevers, 1969);

pour cette raison on les nomme glyoxysomes. L'existence des enzymes-clès de cette

néoglucogenèse (isocitrate lyase et malate synthétase) n'a été démontrée dans le règne

animal que dans les tissus cartilagineux du Rat et du Poulet (Davis et coll, 1986 ; Davis et

coll, 1988), ainsi que dans l'épithélium de la vessie de Buto marinus (Goodman et coll,

1980).

Les peroxysomes jouent également un rôle important dans la ~-oxydation des

acides gras. Lazarow et De Duve (1976) ont démontré que dans cette voie métabolique

interviennent trois enzymes (Fig. 2). La première de ces enzymes est la fatty-acyl coA

oxydase qui conduit à la formation d'un trans-2-enoyl coA et d'eau oxygénée (Osumi et

Hashimoto, 1978). Les deux réactions suivantes sont catalysées par un complexe

enzymatique bifonctionnel comportant l'enoyl coA hydratase et la 3-hydroxyacyl coA

deshydrogénase et utilisant le NAD comme cofacteur. La dernière étape de ce cycle fait

intervenir une ~-ketothiolase qui aboutit à la formation d'un acetyl-coA et d'un acide gras

ayant perdu deux atomes de carbone. Les substrats de cette ~-oxidation peroxysomale

sont des acides gras à très longue chaîne carbonée (Singh et coll., 1987) des acides gras

mono- et polyinsaturés à longue chaîne carbonée (Karki et coll., 1987) ainsi que les

acides dicarboxyliques à chaîne longue et moyenne (Vamecq et Draye, 1987). Ce système

enzymatique diffère sur plusieurs points avec celui présent dans les mitochondries. La ~

oxydation peroxysomale est insensible in vitro au cyanure de potassium alors que ce

produit bloque le transfert des électrons couplé à la ~-oxydation mitochondriale. Les

quatre enzymes qui interviennent dans la ~-oxydation mitochondriale sont distinctes de

celles décrites dans les peroxysomes et n'utilisent comme substrats que des acides gras à
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moyenne ou courte chaîne carbonée. Enfin la réalisation de la ~-oxydation peroxysomale

ne conduit pas à la formation de composés énergétiques stockables.

L'eau oxygénée produite par toutes les oxydases peroxysomales est décomposée

par une protéine majeure de la matrice des peroxysomes : la catalase. Cette enzyme est un

tétramère de 240 Kd qui possède un hème comme groupement prosthétique. Cette

enzyme dégrade l'eau oxygénée selon deux procédés: soit par peroxydation, c'est à dire

en oxydant divers substrats tels que alcool, phénol ou nitrite, soit catalytiquement en

formant de l'eau et de l'oxygène (Fig. 3).

La consommation d'oxygène par ces organites représente 30 à 50 % de celle de

l'ensemble de la cellule (De Duve et Baudhuin , 1966). L'énergie produite au cours de

cette respiration peroxysomale est dissipée sous forme de chaleur. L'ensemble de ces

réactions contribue à la thermogenèse (Hryb, 1981).

L'intérêt porté aux peroxysomes a permis d'établir plusieurs faits qui suggèrent

une contribution active de ces organites dans le métabolisme cellulaire général. La

compréhension du rôle physiologique des peroxysomes chez les Mammifères doit être

attribuée pour une part importante à la découverte de maladies génétiques liées à la

dysgenèse et au dysfonctionnement de ces organites. Ainsi en 1973, Goldfisher et coll.

ont montré que les nouveaux-nés atteints du Syndrome de Zellweger ne présentaient pas

de peroxysomes dans le foie, le rein et le cerveau. Cette maladie est due à une mutation

autosomique à caractère récessif qui conduit à la mort de l'enfant au cours de la première

année. De nombreuses autres maladies génétiques peroxysomales sont aujourd'hui

répertoriées (Goldfisher, 1988).

Ontogenèse des peroxysomes et biogenèse de leurs enzymes

Lors du développement embryonnaire des Mammifères, le nombre des

peroxysomes hépatiques augmente pendant la période péri-natale (Tsukada et coll., 1968;

Hruban et Reicheigl, 1969; Kralhing et coll., 1979 et David, 1980). Il en est de même

dans l'intestin (Pipan et Psenicnik, 1975; Calvert et Ménard, 1978) et dans le rein (Miles

et Holmes, 1975; Goeckermann et Vigil, 1975). Ainsi dans le foie de Rat, le nombre des

peroxysomes est multiplié par trois pendant cette période (Dvorak et Mazanec, 1967). Le

volume des peroxysomes hépatiques augmente après la naissance (Rohr et coll., 1970)

mais David (1980) note que la taille individuelle des peroxysomes a tendance à diminuer

dans le foie du Rat après la naissance. Dans le foie de la Souris, Essner (1969) met en

évidence deux types de peroxysomes : des petits dépourvus de nucléoïde et qui

apparaissent au 100 jour de gestation et des peroxysomes plus gros avec un nucléoïde qui



02

Oxydases
02 • H202 Catalase 2 H20

/ ~
RH2 R

R'H2

Figure 3 : Peroxysomes et métabolisme de l'eau oxygénée. Le substrat RH2 est oxydé par

les oxydases peroxysomales. L'H202 formée peut être transformée par la catalase en libérant

de l'oxygène moléculaire ou en oxydant un substrat R'H2.
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cotoient les plus petits peroxysomes dans le foie de foetus plus âgés. Dans l'épithélium

intestinal de la Souris, les microperoxysomes sont mis en évidence dès le 15e jour de

gestation. Leur nombre augmente pour atteindre un maximum au 18e jour. La fréquence

des organites demeure ensuite constante durant les quatre premières semaines de la vie

post-natale alors que l'activité catalasique continue de croître (Pipan et Psenicnik,

1975; Calvert et Ménard, 1978). Parallèlement à l'élévation du nombre des peroxysomes

pendant la période périnatale, il a toujours été constaté une augmentation des activités de

la catalase, de la DAAOxase et de l'urate oxydase (Tsukada et coll., 1968; Goeckermann

et Vigil, 1975 ; Rolmes, 1971). Mais si le nombre maximal des peroxysomes est atteint

environ trois semaines après la naissance, l'activité des enzymes peroxysomales continue

de croître pendant cinq à sept semaines (Patton et Nishimura, 1967). Les peroxysomes

hépatiques et rénaux ont aussi été étudiés au cours du développement des Oiseaux

(Essner, 1970). Le nombre des peroxysomes et l'activité enzymatique de la catalase

augmentent régulièrement après la naissance chez le Poulet.

Ces divers travaux ont largement contribué à une meilleure compréhension de la:

biogenèse des peroxysomes. TI a ainsi été démontré que des protéines de la membrane, de

la matrice et du nucléoïde des peroxysomes sont synthétisées dans le cytoplasme sur des

polyribosomes libres (Fujiki et coll., 1984; Lazarow et coll., 1982). Elles sont ensuite

transportées dans des peroxysomes préexistants, le plus souvent sans modifications post

traductionnelles. Des observations ultrastructurales suggéraient l'existence d'une

continuité entre les peroxysomes et le réticulum endoplasmique (Novikoff et Skin, 1964).

Des travaux plus récents amènent désormais à penser que les peroxysomes se forment par

division de peroxysomes préexistants à la manière des mitochondries et des chloroplastes

(Lazarow et Fujiki, 1985) (Fig. 4). Mais à l'inverse de ce qui est observé dans les

mitochondries et les chloroplastes, les peroxysomes ne renferment pas d'ADN.

Toutes ces données relatives aux peroxysomes sont connues grâce à des travaux

effectués surtout chez les Mammifères, le Rat en particulier. Les investigations

entreprises sur les peroxysomes d'Amphibiens sont loin d'être aussi exhaustives. Leur

présence associée à celle de la catalase a été établie dans le foie et d'autres organes de la

plupart des Urodèles et des Anoures.C'est le cas chez le Gymnophione Ichtyophis

glutinosus (Gorgas et Storch, 1984), chez Rana pipiens (Visentin et Allen, 1969; Scott et

coll., 1969), Rana catesbeiana (Dauça et coll., 1982a,b ; Fujiwara et coll., 1987), Rana

ridibunda perezii (Barja de Quiroga et coll., 1985), Xenopus laevis ( Dauça et coll.,

1982b), Bombina orientalis (Rayashi et coll., 1984), Bufo marinus (Roels et coll.,

1970; Jones et coll., 1981) et Discoglossus pictus (Barja de Quiroga et coll., 1985).

Dauça et coll. (1982a,b) ont étudié au cours du développement post-embryonnaire la

fréquence,la morphologie et l'activité catalasique des microperoxysomes intestinaux de

trois espèces d'Amphibiens Anoures d'origine géographique très distincte. Il s'agit de
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Rana catesbeiana que l'on rencontre sur le continent nord-américain, d'Alytes

obstetricans présent en Europe et de Xenopus laevis qui provient du Sud du continent

Africain. Une étude comparée des peroxysomes hépatiques, rénaux et de ceux du

pancréas a également été réalisée au cours de la métamorphose de Rana catesbeiana

(Dauça et coll., 1982b). Mais ce dernier travail n'a porté que sur le comportement de la

catalase peroxysomale.

La métamorphose des Amphibiens Anoures provoque une succession de

bouleversements biochimiques, physiologiques et morphologiques qui transforment dans

la plupart des cas un têtard aquatique microphage en un adulte terrestre et carnivore.

Il nous est apparu intéressant d'étudier le comportement des activités de plusieurs

oxydases et de la catalase peroxysomales chez deux espèces d'Amphibiens dont la

métamorphose s'accompagne ou non d'un changement d'habitat: Alytes obstetricans

adulte est essentiellement terrestre au stade adulte alors que Xenopus laevis vit, dans nos

conditions d'élevage, en permanence en pleine eau. Le choix des hépatocytes présente

deux avantages : ils forment au climax de la métamorphose une population cellulaire

relativement stable qui est par contre profondément remaniée sur le plan structural et

fonctionnel. Ils possèdent par ailleurs des peroxysomes nombreux et volumineux.

Action des proliférateurs peroxysomaux

Une hyperthyroïdie provoquée chez le Rat déclenche l'apparition d'une nouvelle

population de peroxysomes hépatiques dont les caractéristiques morphologiques et

biochimiques diffèrent de celles des peroxysomes préexistants (Just et coll., 1982). Ces

peroxysomes induits sont plus petits et très nombreux. Les activités de la catalase, de la

D-aminoacide oxydase et des enzymes de la ~-oxydation peroxysomale augmentent dans

le foie de ces animaux traités par les hormones thyroïdiennes (Fringes et Reith, 1980 ;

Just et coll., 1982; Just et Hartl, 1983).

Depuis les travaux de Gudernatsch (1912) qui ont démontré le rôle essentiel des

hormones thyroïdiennes dans la métamorphose des Amphibiens, l'impact de la thyroxine

(T4) ou de la triiodothyronine (T3) sur la biogenèse et le fonctionnement des organites

intracellulaires a été très étudié. Ainsi il a été établi que les hormones thyroïdiennes

provoquent une prolifération du réticulum endoplasmique, des modifications importantes

dans la morphologie des mitochondries (Tata, 1967 ; Cohen, 1970 et Atkinson, 1971)

ainsi qu'une augmentation de la masse protéique des mitochondries et des microsomes

(Brucker et Cohen, 1976). L'activité de la carbamyl-phosphate synthétase 1de la matrice

mitochondriale augmente (Cohen, 1970) ainsi que les activités des autres enzymes
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spécifiques du cycle de l'uréogenèse, ce qui permet le changement du mode d'excrétion

azotée (Cohen et coll., 1978).

L'hypothèse selon laquelle les peroxysomes comme les mitochondries seraient

des organes cibles pour les hormones thyroïdiennes a déjà trouvé quelques arguments. Le

nombre, la taille et l'activité catalasique des peroxysomes augmentent dans les cellules

rénales des tubes proximaux, hépatiques et intestinales de Rana catesbeiana pendant la

métamorphose naturelle ou induite par les hormones thyroïdiennes (Dauça et coll., 1983).

Sur la base de ce résultats nous avons analysé l'évolution biochimique et ultrastructurale

des peroxysomes d'Alytes obstetricans au cours de son développement induit par la

triiodothyronine (T3) afin de préciser l'impact de cette hormone thyroïdienne sur les

peroxysomes hépatiques, tout particulièrement sur les oxydases peroxysomales de cet

Amphibien Anoure.

Le clofibrate est capable de déplacer les hormones thyroïdiennes de leur site de

liaison sur les protéines sériques de transport, et augmente ainsi le taux des hormones

libres chez le Rat (Platt et Thorp, 1966 ; Ruegamer et coll., 1969 ; Lehotay et coll.,

1984). Le clofibrate est un agent hypolipémiant utilisés chez l'Homme pour baisser le

taux des triglycérides et du cholestérol plasmatique. Il est maintenant bien établi que son

injection provoque chez les Rongeurs une prolifération des peroxysomes hépatiques ainsi

qu'une augmentation importante de l'activité de leurs enzymes impliquées dans la ~

oxydation (pour revue, voir Hawkins et coll., 1987). Par contre, les activités des autres

oxydases comme l'urate oxydase, la D-aminoacide oxydase et la glycolate oxydase sont

inchangées ou diminuent lors d'un traitement par ce facteur hypolipémiant (Van Hoof et

coll., 1985). Parmi les substances qui possèdent la propriété d'induire la prolifération

des peroxysomes on rencontre de nombreux composés analogues au clofibrate ainsi que

d'autres molécules n'appartenant pas à la famille des fibrates. Il s'agit notamment du

DEHP (un composé utilisé dans la fabrication des plastiques) (Reddy et coll., 1976), de

l'acide acétylsalicylique (Hruban et coll., 1966). Par ailleurs une déficience en vitamine E

(Reddy et coll., 1981) ou un régime riche en graisses (Ishii et coll., 1980) déclenchent les

mêmes effets.

Il nous est paru opportun de tester l'action du clofibrate sur des têtards et des

adultes d'Amphibiens Anoures puisque pendant les premiers stades larvaires, les têtards

sont anhormonaux et que c'est une augmentation du taux des hormones thyroïdiennes

dans le milieu intérieur qui déclenche la métamorphose. En ce qui concerne les

Amphibiens adultes, une seule étude biochimique fait mention des effets inducteurs du

clofibrate sur les activités enzymatiques peroxysomales de la catalase, de diverses

oxydases et des enzymes de la ~-oxydation dans le foie de Bombina orientalis (Hayashi,

1984). Nous avons repris ces dosages enzymatiques chez Rana esculenta et Xenopus

laevis adultes traités par le clofibrate. L'effet inducteur du clofibrate sur la prolifération
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des peroxysomes dans le foie de ces Vertébrés inférieurs a également été recherchée par

cytochimie ultrastructurale de la catalase.

Cette étude ultrastructurale et biochimique qui a permis de caractériser les

peroxysomes hépatiques de têtards et d'adultes d'Amphibiens Anoures, soumis à

différentes conditions expérimentales, a été complétée par une analyse électrophorétique

des protéines peroxysomales.
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MATERIELS et METHODES

1. MATERIELS

A) Modèles bjolo2jgues et expérimentaux

1) Métamorphose naturelle

Trois espèces d'Amphibiens Anoures ont été utilisées pour la réalisation de ce

travail :

Alytes obstetricans (Laurenti)

Rana esculenta (Linné)

Xenopus laevis (Daudin)

Les Xénopes adultes proviennent de l'élevage SEREA-CNRS (Argenton

l'Eglise). Les stades larvaires sont issus de pontes obtenues après injection de

gonadotrophines chorioniques (lSH Labs, Paris, France) à un couple d'adultes selon les

conditions décrites par Singal et Sanders (1974). Les têtards sont nourris d'épinards cuits

et leur stade de développement est déterminé à l'aide de la table de Nieuwkoop et Faber

(1956). Les juvéniles nouvellement métamorphosés ainsi que les adultes sont conservés

en milieu aquatique.

Les adultes de Rana sont originaires de l'Est de l'Europe.
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Les larves d'Alyte ont été collectées, en été, dans diverses lavognes du Larzac.

Ces têtards sont élevés au laboratoire dans de l'eau courante à 12°C, et, alimentés avec de

la salade cuite. Les juvéniles sont obtenus par transfert des têtards dans une pièce

éclairée, maintenue à 20°e. Les divers stades du développement post-embryonnaires sont

appréciés à l'aide de la Table de Taylor et Kollros (1946) établie pour Rana pipiens et

numérotés de 0 à XXV. Au cours de la prémétamorphose (période précédant la

métamorphose; stade I-XII) les membres postérieurs demeurent rudimentaires. Cette

phase est caractérisée par une croissance importante des larves, sans changement

morphologique notable. Les stades XIII-XIX concernent la prométamorphose

caractérisée par le développement des membres postérieurs et la régression du tube

cloacal. A partir du stade XIX, les membres antérieurs deviennent saillants sous la peau.

Le climax ou paroxysme de la métamorphose se situe entre les stades XX et XXV. Les

évènements les plus spectaculaires de la métamorphose apparaissent alors. Les membres

antérieurs deviennent visibles et la queue régresse. L'animal devient un juvénile qui quitte

le milieu aquatique pour un habitat terrestre.

2) Métamorphose induite par la triiodothyronine

Afin de bloquer toute production d'hormones thyroïdiennes endogènes,

les larves d'Alyte prises en prémétamorphose sont placées à 15°C, un mois avant les

expériences, dans de l'eau additionnée de 0,58 mM de propylthiouracil (Sigma, Saint

Louis, USA). Ce traitement bloque le développement des animaux au stade

prémétamorphose mais n'inhibe pas leur croissance. De ce fait les têtards traités sont

beaucoup plus grands que ceux non traités (Hugues et Astwood, 1944). Certaines de ces

larves thyréostatiques sont gardées comme témoins alors que d'autres sont transférées à

20°C dans une solution de propylthiouracyl enrichie par 5 nM de 3,3,5-triiodo-L

thyronine (T3-Sigma). Cette solution est renouvelée quotidiennement pendant les 17

jours que dure le traitement hormonal. Au bout de 4 jours les premiers effets de la T3

sont visibles. Le têtard cesse de s'alimenter et perd son aspect ventru. Ses membres

postérieurs s'allongent. Les transformations morphologiques majeures apparaissent après

une semaine de traitement hormonal. Les membres antérieurs font désormais saillie. A

partir du lOe jour du traitement, la dysharmonie engendrée par la T3 dans le

développement des larves est largement accusée. L'hormone déclenche l'apparition d'un

goître qui déforme le plancher buccal. La queue amorce sa régression et les membres

antérieurs émergent. Au delà du 15e jour, les larves d'Alyte deviennent de jeunes

crapauds dont la queue a presque complètement régressé.
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3) Traitement au c10fibrate

Le clofibrate (Sigma Chemical Co, Saint-Louis MO, USA) est injecté

quotidiennement par voie buccale à raison de 90 mg (Xenopus laevis) ou de 60 mg (Rana

esculenta) pendant 10 jours. Seuls les individus mâles sont utilisés pour ces expériences.

Des animaux témoins ne subissant pas d'injection de clofibrate, sont élevés dans les

mêmes conditions. Des doses de clofibrate plus faibles (10 mg/J) et plus élevées (200

mg/J) ont été également testées.

Les têtards d'Alyte sont élevés dans une solution contenant 0,5 mM de clofibrate.

Au delà de cette concentration, les animaux meurent en moins de 24 heures. Le traitement

dure 7 jours et le milieu d'élevage est renouvelé tous les 2 jours.

B) Marqueurs moléculaires

Pour caractériser les protéines peroxysomales, j'ai disposé de 2 anticorps:

- Un anticorps polyclonal anti-catalase de foie de boeuf (don de P.B. Lazarow, The

Rockefeller University, New York, USA) caractérisé par M.J. Santos et coll.

(1988).

- Un anticorps polyclonal dirigé contre la D-aminoacide oxydase de rein de Rat

(don de S. Yokota, Département d'Anatomie, Yamanashi Medical College,

Yamanashi, Japon) caractérisé par Usuda et coll. (1986).

II. METHODES

A) Microscopie électronique

Les fragments de foie sont fixés 1 heure soit dans du tampon de Millonig (1961)

avec un mélange comprenant 1,54 % de glutaraldehyde et 1,54 % de formaldehyde, soit

avec du tampon cacodylate 0,1 M contenant 2,8 % de glutaraldéhyde. Après plusieurs

lavages dans le tampon correspondant, les échantillons sont post-fixés par le tétroxyde

d'osmium en solution à 1 %. Avant d'être incluses dans l'araldite-Epon, les pièces sont

deshydratées par passages successifs dans des solutions d'éthanol de concentrations

croissantes. Après polymérisation, des coupes semi-fines (1 /lm) et ultrafines (50-100

nm) sont réalisées sur un ultramicrotome OMU2 (Reichert S.A., Vienne, Autriche). Les

coupes semi-fines sont colorées au bleu de toluidine-éosine. Les coupes ultrafines sont
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contrastées par l'acétate d'uranyle et le citrate de plomb (Reynolds, 1963). Elles sont

observées au microscope électronique à transmission Zeiss EM 9S2.

B) Cytochimie uitrastructurale de la catalase

La catalase peroxysomale peut être visualisée par une technique cytochimique

ultrastructurale mettant à profit son activité peroxydatique.

Les fragments de foie sont fixés comme précédemment dans du tampon

cacodylate 0,1 M contenant 2,8 % de glutaraldéhyde puis rincés 1 heure dans ce même

tampon.

Les pièces sont ensuite découpées plus finement avec une lame de rasoir. Les

coupes ainsi obtenues sont incubées à deux reprises pendant 1 heure dans un milieu

contenant 2 mg/ml de 3,3'-diaminobenzidine-tetrahydrochlorure à pH 9,7, 0,005 M de

cyanure de potassium, 0,05 % de peroxyde d'hydrogène dans du tampon 2-amino-2

methyl-1,3 propanediol (0,05M) (Novikoff et coll., 1972). Le 3-amino-1,2,4-triazole

étant inhibiteur de l'activité peroxydatique de la catalase, il est ajouté à une concentration

finale de 200 mM au milieu d'incubation des échantillons témoins. Après incubation les

pièces sont rincées puis post-fixées 30 minutes dans du tétroxyde d'osmium à 1 %

préparé dans le tampon cacodylate 0,1 M. La suite des opérations est semblable à celle

qui concerne la technique de microscopie électronique (Voir paragraphe II.A, p. 14).

C) Préparation des homol:énats de foie

Les animaux sont décérébrés et démédullés puis pesés. Le foie est rapidement

prélevé, essuyé sur du papier absorbant et pesé. TI est ensuite homogénéisé à 4°C dans un

Potter contenant 11,5 volumes d'eau bidistillée. Au moment de l'emploi, l'homogénat est

repris (VN) dans du Triton X-IOO à 2 % Ce détergent solubilise la membrane

peroxysomale et permet une meilleure pénétration des réactifs enzymatiques (Calvert et

Ménard, 1978; Dauça et coll., 1982a, 1983).

D) Fractionnement cellulaire

Afin d'obtenir des préparations enrichies en peroxysomes, la technique de

fractionnement cellulaire (De Duve et coll., 1955) a été mise en oeuvre. Le foie est

prélevé puis pesé comme précédemment. Il est ensuite homogénéisé à l'aide d'un Potter
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dans une solution à pH 7,4 contenant 250 mM de sucrose, 5 mM de MOPS, 1 mM

d'EDTA et 0,1 % d'éthanol (Volkl et Fahimi, 1985). L'organe est dilué 10 fois dans cette

solution. Le broyage s'effectue dans de la glace.

Une série de centrifugations à 600, 3000, 15000 puis 100000 g permet de

récupérer des culots enrichis respectivement en noyaux, en mitochondries, en

peroxysomes, en microsomes ainsi qu'un surnageant final renfermant les protéines

solubles (Fig. 5). Ces culots et le surnageant final correspondent aux fractions N, M, L,

P et S définies par De Duve et coll. (1955). Les centrifugations sont réalisées à l'aide

d'un rotor TFT 50 ou 70 (Kontron) et de l'ultracentrifugeuse Kontron T 2055.

Chaque culot est ensuite repris dans le tampon d'homogénéisation avant d'être

utilisé pour les dosages biochimiques.

E) Dosal:e des protéines

Les dosages de la teneur en protéines des extraits sont effectués selon la technique

décrite par Lowry et coll. (1951) ou la technique de Bradford (1976). La quantité de

protéines est déterminée par référence à une courbe étalon réalisée avec l'albumine sérique

de boeuf.

F) Dosal:es de l'actiyité des enzymes peroxysomales

1) La catalase

L'activité enzymatique de la catalase (E.C.1.11.1.6) est estimée selon la

méthode de Baudhuin et coll. (1964). La technique consiste en un dosage

spectrophotométrique mesurant le catabolisme de H202 à 400 nm. L'homogénat à tester

est incubé pendant 0, 3 et 6 minutes dans un volume final de 1,660 ml contenant du

tampon imidazole (21,2 mM) à pH 7 de la BSA à 0,1 % et du peroxyde d'hydrogène

(1,18 mM). La réaction est stoppée en ajoutant 0,6 ml d'une solution saturée de sulfate de

titane (0,125 %) dans de l'acide sulfurique 2N. L'acide bloque la réaction tandis que le

sulfate de titane réagit avec le peroxyde d'hydrogène restant pour former un composé

jaune. L'intensité de la coloration est comparée à un témoin dont la quantité de H202 est

mesurée au temps O. L'unité de mesure de cette réaction est définie comme étant la

quantité d'enzyme provoquant la destruction de 90 % du substrat en 1 minute dans un

volume de 50 ml. L'activité enzymatique de la catalase est exprimée en "unité Baudhuin"
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Figure 5 : Fractionnement cellulaire
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par minute et par gramme de tissu (activité totale) ou par milligramme de protéines

(activité spécifique).

2) Les oxydases

Les oxydases dont les activités ont été dosées au cours de cette étude sont

la D-aminoacide oxydase (EC 1.4.3.3), l'urate oxydase (EC 1.7.3.3) et la fatty acyl

CoA oxydase. Cette dernière correspond à l'enzyme de la première étape de la p
oxydation peroxysomale. Les activités enzymatiques sont mesurées selon la méthode

spectrophotométrique mise au point par Allain et coll. (1974) avec quelques

modifications. Le volume réactionnel contient pour un volume total de 1 ml

- 1,06 mM de phénol

- 0,082 mM de 4-amino antipyrine

- 0,01 mM de flavine adenine dinucléotide (FAD) ou

- 0,01 mM de flavine mononucléotide (FMN)

- 0,8 lU de peroxydase

- 50 mM de tampon phosphate pH 8

- 25 JlI de l'homogénat à tester

La réaction est déclenchée en déposant dans la cuve les substrats correspondant

aux différentes enzymes étudiées: 50 mM de D-proline ou 0,1 mM d'acide urique ou

encore 0,5 mM de lauroyl coA respectivement pour la DAAOxase, l'uricase et la

FAOxase. Le choix du lauroyl-coA est justifié par le fait que cet acide gras comportant 12

atomes de carbone correspond au substrat préférentiel de la FAOxase du foie de Rat

(Walumsimbi-Kisitu et Harrison, 1983) et de Poulet (Ishii et coll., 1983). L'imine

quinone qui se fonne présente une couleur rouge alors que le milieu réactionnel de départ

est jaune. La lecture au spectrophotomètre se fait à une longueur d'onde de 500 nm. Le

coefficient d'extinction molaire utilisé est de 48.105 moVmVcm. La réaction peut être

schématisée de la façon suivante:

0
2HA +

CH:3N ~O + 0
C 3 H2

OH

CH}'J

C 3

o
O + 4~O

9

N

o
Ilo

4 AMI NO-ANTIPYRINE PHENOL IMINEQUINONE
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3) La ~-oxydation peroxysomale

L'activité de ~-oxydationperoxysomale des acide gras est estimée à partir du

dosage spectrophotométrique de l'activité enzymatique de l'enoyl-CoA hydratase/3

hydroxy acyl-CoA déshydrogénase. Cette enzyme qui intervient dans les étapes 2 et 3 du

cycle de la ~-oxydation peroxysomale correspond à un complexe bifonctionnel appelé

encore PBE. Le dosage biochimique de son activité a été effectué la première fois par

Lazarow et De Duve (1976). Le principe de dosage repose sur la réduction de NAD+ en

NADH en présence de KCN, ce dernier étant inhibiteur de la ~-oxydation mitochondriale.

L'absorbance de la réaction est suivie à 340 nm. Les essais sont réalisés en

présence de tampon phosphate 30 mM (pH 7,4) contenant 200 ~M de NAD+, 50 ~M de

Coenzyme A, 1 mM de KCN, 12 mM de dithiotreitol, 0,015 % de BSA et 0,04 % (VN)

de Triton X-100. La réaction débute par l'ajout de 50 ~M de lauroyl CoA. Le coefficient

d'extinction molaire utilisé est de 6,3.103 moles/ml/cm.

Pour l'ensemble de ces dosages, les résultats sont exprimés en milliunités par

minute et par gramme de tissu (activité totale) ou par milligramme de protéines (activité

specifique). Pour les oxydases, ces milliunités correspondent à des nanomoles de

peroxyde d'hydrogène formé, alors que pour la PBE il s'agit de nanomoles de NADH

formé.

G) Etude électroohorétigue des protéines

1) Préparation des extraits

Les homogénats de foie ou les culots L enrichis en peroxysomes sont

homogénéisés à l'aide d'un Potter dans le tampon de Dreyer (1983) puis lyophylisés. Ce

tampon Tris 0,01 M à pH 7,4 renferme 0,1 % de Triton X-lOO, 0,1 % de ~-mercapto

éthanol ainsi que 1 % (w/v) de PMSF. Les extraits sont ensuite résolubilisés dans une

solution contenant 0,0153 % (w/v) de bleu de bromophénol, 14 % (v/v) de glycérol,

0,131 M de Tris pH 6,7 dans laquelle on ajoute extemporanément 1/10 du volume de

SDS 20 % (w/v) et l/lOe du volume de dithiotreitol 0,1 M. La solubilisation se fait à

raison de 25 ~g de protéines pour 10 ~l de ce mélange pour une coloration au bleu de

Coomassie et 10 ~g dans 20 ~l dans le cas de la coloration à l'argent. Dans les deux cas,

les échantillons sont chauffés 2 minutes à 100°C puis refroidis sur de la glace avant d'être

déposés sur le gel.
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2) Electrophorèse monodimensionnelle en présence de SDS

L'électrophorèse est réalisée en gel de polyacrylamide de 12,5 % en présence

de 0,1 % de dodécylsulfate de sodium. La cuve supérieure et celle inférieure sont

remplies avec le tampon d'électrophorèse de Q'Farrell (1975) comprenant 25 mM de

Tris, 192 mM de glycine, 0,1 % de SDS. Ce tampon est ajusté à pH 8,3.

Les gels sont soumis à une tension de 200 V pendant 30 minutes puis de 400 volts

jusqu'à ce que le front de migration atteigne le bas du gel (environ 2 heures 30).

3) Révélation des protéines

Deux techniques de visualisation des protéines ont été utilisées:

- La coloration au bleu de Coomassie : les gels sont placés 30 minutes sous

agitation dans une solution de méthanol (50 %) et d'acide acétique (10 %) contenant 0,25

% de bleu de Coomassie (Brillant Blue R., Sigma). Les gels sont ensuite décolorés par

plusieurs lavages dans une solution de méthanol (25 %) et d'acide acétique (10 %).

- La coloration argentique décrite par Morrissey (1981) : les gels sont fixés par un

mélange d'acide acétique (10 %) et de méthanol (50 %) pendant 30 minutes puis par une

solution de glutaraldéhyde à 1 % pendant 30 minutes. Les gels sont mis à rincer toute la

nuit dans un grand volume d'eau. Après un bain de 30 minutes dans du dithiotreitol (5

~g/rnl), ils sont incubés dans une solution à 0,1 % de nitrate d'argent. Les protéines sont

révélées par une solution de carbonate de sodium à 3 % renfermant 0,05 % de

formaldéhyde à 37 %. Cette technique de coloration est d'une sensibilité 100 fois

supérieure à celle au bleu de Coomassie et permet donc une révélation plus fine des

protéines étudiées.

4) Immunodétection de la catalase et de la D·aminoacide

oxydase

Après électrophorèse, l'identification de la catalase et de la D-aminoacide

oxydase hépatique chez les différentes espèces d'Amphibiens étudiées, a été menée par

révélation irnrnunologique après électrotransfert sur filtre de nitrocellulose (Towbin et

coll., 1979 ; Burnette, 1981). Le transfert des protéines est réalisé sous une tension de

0,8 mA par cm2 d'unité de transfert pendant 1 heure. Le transfert est de type semi-sec ;

seuls les papiers filtres et le filtre de nitrocellulose (porosité 0,45 Ilm) sont imbibés de

tampon contenant 48 mM de Tris, 39 mM de glycine, 0,0375 % de SDS et 20 % de
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méthanol. Les protéines transférées sur le filtre de nitrocellulose sont ensuite fixées et

colorées par une solution d'acide trichloracétique à 3 % contenant 0,2 % de Rouge

Ponceau S (Serva). Après coloration le filtre est saturé par incubation dans une solution

contenant 5 % de lait en poudre (Régilait) en solution dans du Tris lM, pH 8 additionné

de 1 M de NaCl. Il est ensuite mis en présence des anticorps polyclonaux anti-catalase ou

anti-DAAOxase dilués 400 fois.

L'incubation dure toute la nuit à 15°C. Après plusieurs rinçages dans une solution

contenant 10 mM de Tris pH 8, 150 mM de NaCI et 0,05 % de Tween 20, les filtres sont

incubés 1 heure avec un deuxième anticorps anti-immunoglobulines de lapin marqué à la

phosphatase alcaline (Institut Pasteur, Paris) et dilué 7500 fois. La révélation du

complexe antigène-anticorps est effectuée en présence de Nitroblue tetrazolium (NBT

Sigma) et du 5 bromo-4-chloro 3-indolylphosphate (BCIP Sigma) en solution dans un

tampon phosphate (100 mM de Tris pH 9,5; 100 mM de NaCI et 5 mM de MgCh). La

révélation est obtenue en quelques minutes. Elle est arrêtée par action de l'EDTA à 10

mM (pH 8).

5) Electroélution de la catalase

Cette technique pennet la concentration et la récupération de protéines ou de

molécules préalablement repérées sur les gels d'électrophorèse.

Après électrophorèse monodimensionnelle, les gels sont colorés au bleu de

Coomassie. La bande protéique correspondant à la catalase de Rana esculenta est repérée

puis découpée à l'aide d'une lame de rasoir. Les fragments d'acrylamide contenant

l'enzyme sont alors déposés dans l'appareil à électroélution (BioRad, Modèle 422). Ils

sont ensuite soumis à un courant constant de 40 mA pendant 3 à 4 heures. La solution

renfennant la catalase est récupérée puis lyophylisée.
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RESULTATS

I. ETUDE MORPHOLOGIQUE ET BIOCHIMIQUE DU COMPORTEMENT DES

PEROXYSOMES HEPATIQUES AU COURS DE LA METAMORPHOSE

SPONTANEE DES AMPHIBIENS ANOURES

A) Phase larvaire

1) Etude morphologique

Les têtards d'Alyte pris en prémétamorphose possèdent un foie de petite

taille, constitué de deux lobes de couleur brunâtre. Les hépatocytes y sont disposés en

cordons séparés par un réseau de sigmoïdes sanguins.

La catalase représentant classiquement un marqueur enzymatique des

peroxysomes, nous avons cherché à révéler l'existence de ces organites dans les

hépatocytes des larves d'Amphibiens Anoures par visualisation cytochimique de leur

activité catalasique à l'aide de la méthode mise au point par Novikoff et coll. (1972).

Observés au microscope optique, les peroxysomes présentent une répartition aléatoire

dans le cytoplasme des hépatocytes des larves d'Alyte (Fig. 6 A).

A l'échelle ultrastructurale, l'observation des peroxysomes n'est pas aisée dès lors

que le tissu n'a pas été préalablement préparé pour la cytochimie. En effet, ces organites

délimités par une membrane unique, ne se distinguent pas des nombreuses autres

vésicules cytoplasmiques. De plus, la structure cristalline ou nucléoïde rencontrée dans la



Figure 6

Peroxysomes hépatiques des larves d'Alytes obstetricans et de

Xenopus laevis

A,B : Hépatocytes d'Alytes en prémétamorphose (Stades X-Jan

Des structures DAB-positives sont visibles dans le cytoplasme de ces cellules. Leur

matrice est granuleuse.

A : Coupe semi-fine x 600

B : Coupe fine x 17500

C : Détail d'un hépatocyte larvaire de Xenopus laevis. Les peroxysomes sont plus

petits que ceux rencontrés dans le foie d'Alytes. Ces organites sont limités par une

membrane unique (voir flèche). x 26000

m : mitochondrie: p : peroxysome ; n : noyau: RE : réticulum endoplasmique
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matrice des peroxysomes hépatiques de certaines espèces animales, comme le Rat par

exemple, n'a ici jamais été observée dans les peroxysomes hépatiques des larves d'Alyte.

La détection in situ de l'activité catalasique révèle au microscope électronique la présence

d'organites de forme sphérique ou plus souvent ovoïde. Délimités par une simple

membrane, leur matrice granuleuse est caractéristique (Fig. 6 B). Leur diamètre moyen

est de 0,68 ± 0,2 Ilm.

Afin d'harmoniser les travaux cytochimiques et biochimiques menés chez

Xenopus laevis, seuls les stades prométamorphose et adulte ont été considérés. A partir

de la prométamorphose, le foie du Xénope est suffisamment gros et peut de ce fait être

utilisé pour la cytochimie ultrastructurale ; d'autre part il n'est plus nécessaire de

regrouper les foies de plusieurs animaux pour effectuer les dosages biochimiques. Les

structures DAB-positives observées dans les hépatocytes larvaires du Xénope (Fig. 6 C)

ont un aspect assez semblable à celles rencontrées chez les têtards d'Alyte mais leur taille

moyenne est sensiblement inférieure : 0,37 ± 0,07 Ilm. Leur fréquence est cependant

beaucoup plus faible. De nombreux hépatocytes semblent être complètement dépourvus

de ces organites.

2) Etude biochimique

a) Activité de la catalase

Les activités de la catalase ont été mesurées dans les homogénats

préparés à partir du foie des têtards d'Alyte et de Xénope. Les activités totale et spécifique

de la catalase hépatique du Xénope sont supérieures à celles obtenues pour la larve

d'Alyte (Fig. 7).

b) Activités des oxydases peroxysomales

Les activités de plusieurs oxydases peroxysomales ont été décelées dans le

foie des larves d'Alyte et de Xénope : D-aminoacide oxydase (DAAOxase) avec la D

proline comme substrat, urate oxydase et fatty acyl coA oxydase (FAOxase), première

enzyme du cycle de la p-oxydation. Pour cette dernière, les meilleurs résultats ont été

obtenus avec le lauroyl-coA comme substrat (Fig. 7).

Les activités totale et spécifique de la DAAOxase sont plus élevées dans les

homogénats hépatiques des larves d'Alytes que dans ceux du Xénope. L'inverse est

constaté pour l'urate oxydase et la différence des activités entre les deux espèces est très

importante. L'activité totale de l'urate oxydase est de l'ordre de dix fois supérieure chez le

Xénope et l'activité spécifique trois fois supérieure environ. Dans les homogénats



Larves naturelles Larves
thyréostatiques

Catalase

DAAOxase

(a)

(b)

(c)

(d)

Alyte

34± 12
(6)

0,52 ± 0,1

254 ± 124
(7)

3,9 ± 1,8

Xenope

73 ± 25
(6)

0;92 ± 0,2

79±40
(4)

0,55 ± 0,2

Alyte

34±9
(4)

0,2 ± 0,008

829 ± 569
(3)

6,8 ± 0,1

(c)
Urate oxydase

(d)

(c)
FAOxase

(d)

263 ± 105
(5)

3,8 ± 1,5

56 ± 1,5
(8)

0,8 ± 0,3

2275 ± 125
(3)

12,5 ± 1,5

n.d.

350 ± 93
(3)

1,89 ± 0,06

74±26
(3)

0,64 ± 0,30

(a) =UB/g de foie

(b) =UB/mg de protéines

(c) =mU/g de foie

(d) =mU/mg de protéines

n.d. =non déterminé

Le chiffre entre parenthèses représente le nombre d'animaux utilisés.

Fig. 7 : Comparaison des activités enzymatiques peroxysomales du foie des larves

naturelles (Alytes, Xenopus) et thyréostatiques (Alytes)



23

hépatiques des larves de Xénope, il n'a pas été possible de détecter la présence de la fatty

acyl coA oxydase avec la méthode de dosage utilisée. Par contre l'activité totale de cette

enzyme a été mesurée dans le foie des têtards d'Alyte et s'élève à 56 mU par gramme de

foie.

B) Métamorphose spontanée

1) Etude morphologique

Alytes obstetricans

Au cours de la vie larvaire le volume des lobes hépatiques augmente. Au climax

de la métamorphose les hépatocytes perdent partiellement leur glycogène et leurs

gouttelettes lipidiques. Le foie diminue alors de taille. Son volume augmentera à nouveau

au début de la vie juvénile.

Les structures DAB-positives sont présentes dans les hépatocytes pendant les

différentes phases du développement post-embryonnaire des larves d'Alytes obstetricans

(Fig. 8). La taille des peroxysomes diminue au cours de la métamorphose spontanée. Elle

passe de 0,68 ± 0,2 ~m à 0,47 ± 0,1 ~m. Leur forme devient plus régulière et sphérique

chez le juvénile sortie de l'eau (Fig. 8 C). Leur répartition est uniforme au sein du

cytoplasme des cellules hépatiques. La fréquence des structures DAB-positives rapportée

à la surface cellulaire appréciée sur coupe fine, ne montre pas de différences significatives

entre les larves et les jeunes Alytes métamorphosés. Le nombre moyen des peroxysomes

est de 8,3 ± 2 pour 100 ~m2 de surface hepatocytaire, chez les larves prises en pré- ou

prométamorphose et de 10,7 ± 2,7 peroxysomes chez les individus en phase de post

climax. De nombreuses plages claires observées au microscope électronique dans le

cytoplasme des hépatocytes correspondent à l'emplacement du glycogène extrait lors du

traitement par le tampon cacodylate de sodium (Leskes et coll., 1971).

Xenopus laevis

Les hépatocytes des Xénopes adultes sont caractérisés par une organisation

ultrastructurale particulière. L'essentiel de l'espace intracytoplasmique est occupé par du

glycogène (Fig. 9). Les rares organites observés sont repoussés vers le noyau ou contre

la membrane plasmique. Certains hépatocytes sont par ailleurs très riches en granules

lipidiques.

Le diamètre moyen des structures DAB-positives rencontrées dans les hépatocytes

larvaires est de 0,37 ± 0,07 ~m. Dans les hépatocytes des individus adultes, il a été



Figure 8

Peroxysomes hépatiques d'Alytes obstetricans au cours de la

métamorphose naturelle

La présence des peroxysomes a été recherchée dans le foie de l'Alyte au cours du

développement post-embryonnaire. Ces organites sont visualisés cytochimiquement

grâce à leur activité catalasique.

A: Alyte en prémétamorphose (stades X-XII)

Les peroxysomes sont volumineux et plus ou moins sphériques

x 4600 Détail: 18500

B : Alyte en prométamorphose (stades XVIII-XX)

Quelques organites DAB-positifs sont allongés

x 3900

C : Alyte juvénile

Les peroxysomes sont plus petits et régulièrement sphériques

x 10000 et x 11500

m : mitochondrie; n : noyau; p : peroxysome ; re : reticulum endoplasmique
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Figure 9

Peroxysomes hépatiques de Xenopus laevis au cours de la

métamorphose naturelle

A : Peroxysomes dans un foie de Xénope en prométamorphose (Stade 56-60)

x 12000

B, C et D : Hépatocytes adultes

Les peroxysomes sont peu nombreux et ont tendance à se regrouper autour des

mitochondries. Leur morphologie est variable.

B : x 11200; C: x 3100 ; D: x 7500

m : mitochondrie; n : noyau; p : peroxysomes ; CB : canalicule biliaire
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estimé à 0,43 ± 0,08 /lm. Aucun nucléoïde n'a pu être observé dans la matrice de ces

peroxysomes. Comme nous l'avons déjà souligné, le nombre des peroxysomes est très

faible dans les cellules larvaires et cette fréquence n'augmente pas au stade adulte.

2) Dosages biochimiques

a) Teneur protéique

Le dosage des protéines a été effectué sur des homogénats

hépatiques à partir d'animaux pris aux différents stades de la métamorphose. La teneur en

protéine augmente au cours de la métamorphose spontanée dans le foie d'Alyte et de

Xénope comme le montre la figure 10.

b) Activité catalasique

L'activité totale de la catalase s'élève durant la métamorphose

naturelle de l'Alyte. Rapportée à la quantité de protéines contenue dans les homogénats de

foie, l'activité catalasique présente un pic en prométamorphose puis diminue chez le

juvénile à un niveau toutefois supérieur à celui observé chez le têtard.

Chez le Xénope adulte, au contraire, les activités totale et spécifique de la catalase

sont inférieures à celles du têtard (Fig. Il A et E).

c) Activités des oxydases peroxysomales

L'activité totale de la D-proline oxydase augmente de 3,8 fois au

cours de la métamorphose naturelle chez l'Alyte. Cette augmentation est de 15,8 fois chez

le Xénope (Fig. Il B et F).

Au cours du même phénomène, l'activité spécifique de l'urate oxydase diminue

dans le foie des deux espèces lors du climax. Mais cette diminution de l'activité de l'urate

oxydase est plus importante chez Xenopus laevis que chez Alytes obstetricans (Fig. Il

Cet G).

En ce qui concerne la FAOxase (la première enzyme de la ~-oxydation

peroxysomale) son activité spécifique diminue chez l'Alyte au moment où il quitte le

milieu aquatique pour l'habitat terrestre (Fig. Il D). Dans les homogénats hépatiques des

larves et adultes de Xénope, l'activité enzymatique de la FAOxase n'a pas été décelée. En

effet, plusieurs essais réalisés avec différentes concentrations de substrat, d'enzyme et de



Stade de développement

Prémétarnorphose

Prométamorphose

Juvénile

Adulte

Alytes obstetricans

69 ± 8 (a)

74± 8

125 ± 9,6

n.d.

Xenopus laevis

n.d. (b)

92 ± 8,7

n.d.

122 ± 32

(a) : moyenne ± erreur standard de la quantité des protéines hépatiques exprimée en

mg protéines/g de foie

(b) : non déterminé

Fi~ure 10 : Evolution de la teneur en protéines du foie d'Alyte et de Xénope au cours du

développement post-embryonnaire



Figure Il

Activités enzymatiques de la catalase et des oxydases dans le foie

d'Alytes obstetricans (A, B, C et D) et dans celui de Xenopus laevis

(E, F et G) au cours de la métamorphose naturelle

A et E : Catalase (cat)

B et F : D-arnino acide oxydase

C et G : Urate oxydase

D : Fattyacyl coA oxydase

Alyte = 1 : prémétamorphose ; 2 : prométamorphose ; 3 : juvénile

Xénope = 1 : prométamorphose ; 2 : adulte



Figure Il

Activités enzymatiques de la catalase et des oxydases dans le foie

d'Alytes obstetricans (A, B, C et D) et dans celui de Xenopus laevis

(E, F et G) au cours de la métamorphose naturelle

A et E : Catalase (cat)

B et F : D-amino acide oxydase

C et G : Urate oxydase

D : Fattyacyl coA oxydase

Alyte = 1 : prémétamorphose ; 2 : prométamorphose ; 3 : juvénile

Xénope = 1 : prométamorphose ; 2 : adulte
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détergent Triton X-100 ainsi que différentes conditions de pH n'ont pas permis de

détecter l'activité de cette enzyme.

II. ETUDE MORPHOLOGIQUE ET BIOCHIMIQUE DU COMPORTEMENT DES

PEROXYSOMES HEPATIQUES AU COURS DE LA METAMORPHOSE

INDUITE DES AMPHIBIENS ANOURES

Cette étude n'a été réalisée que chez l'Alyte. En effet, les stades larvaires précoces

du Xénope posent des problèmes techniques en raison de leur taille réduite. D'autre part

les observations précédentes faites lors de la métamorphose naturelle et montrant les

difficultés à caractériser les peroxysomes dans le foie de cette espèce, nous ont amené à

faire ce choix restrictif.

A) Larye traitée au propylthiouracyl

1) Etude morphologique

Les peroxysomes mis en évidence par l'activité de leur catalase dans les

cellules hépatiques des larves thyréostatiques d'Alyte ne présentent pas de différences

morphologiques notables avec ceux observés chez les larves naturelles (Fig. 12 A). Leur

diamètre moyen estimé sur coupes fines est de 0,67 ± 0,13 jlm. Leur fréquence est de

7,6 ± 2 pour 100 jlm2.

2) Etude biochimique

a) Activité de la catalase

L'activité totale de la catalase rapportée au gramme de foie frais est

de 34 unités de base chez les larves thyréostatiques d'Alyte. Cette activité est semblable à

celle mesurée chez les larves naturelles. Cependant l'activité spécifique de l'enzyme

(DB/mg protéines) est plus faible dans le foie des larves thyréostatiques (0,2 ± 0,08) que

dans celui des têtards naturels (0,52 ±0,1).



Figure 12

Peroxysomes hépatiques d'Alytes obstetricans au cours de la

métamorphose induite par la triiodothyronine

A : Larve d'Alytes traitée au propylthiouracyl et servant de témoin.

x 8000

Les structures DAB-positives sont sphériques et de taille importante

B : Larve d'Alytes traitée par la T3 pendant 4 jours

x 3240

C : Larve d'Alytes traitée par la T3 pendant 8 jours.

x 3150

D : Larve d'Alytes traitée par la T3 pendant 15 jours.

x 8600

Les peroxysomes ont diminué de taille.

CB : canalicule biliaire; m : mitochondrie; n : noyau; p : peroxysome ;

RE : réticulum endoplasmique.
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b) Activité des oxydases peroxysomales

Les activités des trois oxydases peroxysomales détectées dans le

foie des têtards naturels ont été déterminées dans les homogénats hépatiques des larves

thyréostatiques d'Alyte. De l'examen des résultatst obtenus résumés dans la figure 7, il

ressort que des différences individuelles importantes sont observées chez les larves

d'Alyte traitées au propylthiouracyl. Cependant si les activités spécifiques de la FAOxase

sont vosisines dans le foie des larves traitées ou non, celles de la DAAOxase sont plus

importantes dans les homogénats hépatiques des larves thyréostatiques, alors que

l'inverse est constaté pour les activités spécifiques de l'urate oxydase.

B) Impact de la triiodothyronine

1) Etude morphologique

L'analyse des structures DAB-positives (Fig. 12) dans les hépatocytes des

larves d'Alyte au cours du traitement par la triiodothyronine révèle l'existence d'une

évolution morphologique des peroxysomes semblable à celle observée lors de la

métamorphose naturelle. La taille de ces organites passe de 0,67 ± 0,13 Jlm à 0,48 ±
0,14 Jlrn dans les hépatocytes alors que leur nombre évolue peu si l'on compare les

témoins thyréostatiques aux animaux traités pendant 15 jours. Toutefois la mesure de la

fréquence deS" peroxysomes rapportée à une surface cellulaire de 100 Jlm2 montre une

baisse significative de cette valeur de 7,6 ±2 à 5,7 ±2 peroxysomes, lors des premiers

jours du traitement hormonal (à 4 jours).

2) Etude biochimique

Les résultats concernant les activités de la catalase, de la D-aminoacide

oxydase, de l'urate oxydase et de la fatty acyl CoA oxydase dosées dans le foie des

têtards d'Alyte lors du traitement par la triiodothyronine sont résumés dans la figure 13.

a) Activité de la catalase

Après 4 jours de traitement par la T3, les activités totale et

spécifique de la catalase du foie d'Alytes obstetricans diminuent sensiblement par

rapport aux animaux témoins élevés dans la solution ne contenant que du



Figure 13

Activités enzymatiques de la catalase (A), de l'urate oxydase (B), de

la DAAOxase (C) et de la FAOxase (D) chez Alytes obstetricans au

cours de la métamorphose induite par la triiodothyronine

T : animal témoin dans le propylthiouracyl

1,2,3, .... jours de traitement à la T3



Figure 13

Activités enzymatiques de la catalase (A), de l'urate oxydase (B), de

la DAAOxase (C) et de la FAOxase (D) chez Alytes obstetricans au

cours de la métamorphose induite par la triiodothyronine

T : animal témoin dans le propylthiouracyl
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propylthiouracyl. A partir du 6e jour de traitement, les activités catalasiques doublent puis

se maintiennnent à une valeur élevée jusqu'au 17e jour, tenne du traitement honnonal

(Fig. 13 A).

b) Activités des oxydases peroxysomales

Une baisse importante des activités totale et spécifique de la

DAAOxase et de la FAOxase est constatée au 4e jour du traitement honnonal. Pour la

FAOxase, ces activités se stabilisent par la suite autour de 50 mU par gramme de foie

alors que pour la DAAOxase les activités totale:. et spécifique. augmentent

progressivement et atteignent une valeur maximale après 10-12 jours de traitement voisine

de 1100 mU et 6 mU par gramme de foie et par milligramme de protéines respectivement.

Le profil de l'activité spécifique de l'urate oxydase est marquée par une augmentation de

l'ordre de 2,1 fois à partir du 4e jour de traitement. Cette activité tend ensuite à décroître

du 5e jour au 17e jour du traitement honnonal (Fig. 13 B, Cet D).

III. EFFETS DU CLOFIBRATE SUR LES PEROXYSOMES HEPATIQUES DES

ANOURES

A) Etude IDoroholo2igue

1) Stade larvaire

Les larves d'Alytes obstetricans se sont révélées être les plus adaptées

pour cette expérimentation de par leur taille et leur résistance à la toxicité du clofibrate.

Pour maintenir les têtards d'Alyte en vie, l'ajout de clofibrate dans l'eau d'élevage doit

être inférieur à 1 mM. Avec 0,5 mM de clofibrate, les larves s'alimentent nonnalement

pendant les sept jours que dure le traitement.

L'histologie du foie des animaux traités est nonnale. L'observation des organites

DAB-positifs dans les hépatocytes de ces animaux au tenne du traitement ne fait pas

apparaître de différences significatives par rapport à ce qui est observé dans le foie des

têtards témoins. Même si des concentrations de peroxysomes polymorphes sont parfois

rencontrées dans les hépatocytes de certaines larves traitées, la taille et la densité moyenne

des organites n'évoluent pas de façon significative au cours du traitement par le clofibrate

(Fig. 14).



Figure 14

Peroxysomes hépatiques des larves d'Alytes obstetricans traitées par

le c10fibrate

A : Larve témoin

x 1800

B et C : Larve traitée par le c10fibrate

Les structures DAB-positives mises en évidence par leur activité catalasique

sont très semblables à celles détectées chez les animaux témoins

B : x 3600 ; C: x 9500

CB : canalicule biliaire; m : mitochondrie; n : noyau; p : peroxysome



Figure 14

Peroxysomes hépatiques des larves d'Alytes obstetricans traitées par

le clofibrate

A : Larve témoin

x 1800

B et C : Larve traitée par le c10fibrate

Les structures DAB-posiùves mises en évidence par leur activité catalasique

sont très semblables à celles détectées chez les animaux témoins

B : x 3600 ; C: x 9500

CB : canalicule biliaire; m : mitochondrie; n : noyau; p : peroxysome





28

2) Stade adulte

Le clofibrate est injectée par voie orale à raison de 0,1 % du poids corporel

de Rana esculenta et 0,2 % de celui de Xenopus laevis. La durée du traitement est de 10

jours. Au terme de ce traitement l'impact de cette substance chimique sur les

peroxysomes hépatiques de Rana esculenta et de Xenopus laevis est analysé à l'aide des

techniques de cytochimie ultrastructurale et de biochimie. Des essais préalables

d'injection de doses de clofibrate plus fortes (0,4 %) ont abouti à une mort rapide des

Grenouilles. Des doses très faibles (0,02 %) n'engendrent aucune modification dans le

comportement des peroxysomes hépatiques de ces animaux.

Rana esculenta

Chez les animaux témoins, les analyses cytochimiques ultrastructurales révèlent la

présence d'un nombre limité de structures DAB-positives dans les hépatocytes (Fig. 15

A). De forme plus ou moins sphérique, la taille de leur diamètre varie de 0,45 ~m à 0,75

~m (± 0,08). Mais à côté de ces peroxysomes volumineux qui représentent 55 % de la

population peroxysomale existent des structures catalase-positives plus petites dont le

diamètre moyen est de 0,32 ± 0,06 ~m.

Après 10 jours de traitement par le clofibrate une prolifération spectaculaire du

nombre des peroxysomes est constatée dans les tous les hépatocytes (Fig. 15 B). Ces

peroxysomes sont caractérisés par un grand polymorphisme. La plupart d'entre eux sont

ovoïdes, d'autres sont allongés. Ici encore on peut mettre en évidence deux populations

de taille. La grande majorité (91 %) des peroxysomes hépatiques des animaux traités au

clofibrate sont de petite taille. Leur diamètre est compris entre 0,15 et 0,40 ~m (± 0,08).

Quelques peroxysomes volumineux de diamètre moyen 0,57 ± 0,08 sont aussi observés

(9 %). Des figures de fragmentation ou de fusion de peroxysomes sont fréquemment

rencontrées (Fig. 15 D). Des associations entre les peroxysomes et d'autres organites tels

les mitochondries, les peroxysomes et le réticulum endoplasmique granuleux sont

également mises en évidence (Fig. 15 C). De plus dans ces cellules stimulées, une

prolifération du réticulum endoplasmique lisse est aussi constatée.

Xenopus laevis

D'une façon générale, le cytoplasme des hépatocytes des Xénopes témoins et

traités est très pauvre en organites, l'essentiel de l'espace cytoplasmique étant occupé par

du glycogène. Les hépatocytes des animaux traités au clofibrate ne montrent pas de

prolifération notable des peroxysomes par rapport aux animaux témoins (Fig. 16). Que



Figure 15

Effets du c10fibrate sur les peroxysomes hépatiques de

Rana esculenta

A : Animal témoin

Les peroxysomes sont peu nombreux et assez grands comparativement aux

mitochondries. x 8000

B, C et D : Rana traitée par le clofibrate

Les peroxysomes sont très nombreux, petits et polymorphes (B : x 105(0). Des

as~ociations s'établissent entre mitochondrie, réticulum endoplasmique et

peroxysome (C : x 19(00). Certains peroxysomes semblent se fragmenter (D : x

345(0).

m : mitochondrie: n : noyau; p : peroxysome ; RE : reticulum endoplasmique ;

M : mitochondrie.
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Effets du cIofibrate sur les peroxysomes hépatiques de
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M : mitochondrie.
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Figure 16

Effet du clofibrate sur les peroxysomes hépatiques de

Xenopus laevis

A : Animal témoin

Les organites DAB-positifs sont très peu nombreux dans le cytoplasme des

hépatocytes. Ils sont parfois groupés autour de mitochondries.

x 6000

B : Xenopus traité par le clofibrate

,Quelques peroxysomes sont visibles à proximité de gouttelettes lipidiques

x 17000

G : glycogène; GL : gouttelette lipidique; P : peroxysome ; M : mitochondrie
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les animaux soient ou non traités par le clofibrate, la forme des peroxysomes est variée et

leur taille est toujours inférieure à 0,44 Ilm ± 0,12.

B) Etude Biochimique

1) Stade larvaire

Les dosages biochimiques des activités de la catalase, de la FAOxase, de

la PBE et de la DAAOxase ont été effectués sur les homogénats hépatiques provenant de

larves d'Alytes élevées pendant une semaine dans une solution enrichie en clofibrate (0,5

mM). Pour les trois premières enzymes, il n'apparaît pas de différences statistiquement

significatives entre les têtards traités et les témoins. Seule l'activité enzymatique de la

DAAOxase hépatique diminue significativement chez les animaux traités par le clofibrate

(Fig. 17).

2) Stade adulte

a) Poids corporel et hépatique

Le poids corporel des Grenouilles adultes et celui de leur foie

décroissent durant le traitement par le clofibrate. Chez les adultes de Xénope, le clofibrate

ne semble pas avoir d'impact sur le poids corporel et hépatique (Fig. 18).

b) Teneur protéique

Sous l'action du cIofibrate, aucun changement significatif n'est

observé dans la teneur protéique du foie, que ce soit chez la Grenouille verte ou chez le

Xénope. Par contre une légère augmentation de la teneur protéique est constatée dans la

fraction L enrichie en peroxysomes chez les animaux traités (Fig. 18).

c) Activités enzymatiques peroxysomales

Les activités totales et spécifiques de quatre enzymes ont été

dosées: catalase, FAOxase, PBE et DAAOxase.



Têtards d'Alyte (prérnétarnorphose)

Témoins Traités au
clofibrate

(a) 60±22 64 ± 14
Catalase (4) (5)

(b) 0,65 ± 0,14 0,64 ± 0,11

DAAOxase

FAOxase

PBE

(a)

(b)

(c)

(d)

(c)

(d)(xlO-3)

203 ± 92
(4)

2,1 ± 0,46

52± 14
(3)

0,57 ± 0,08

0,18 ± 0,01
(3)

1,7 ± 0,3

87 ± 15 ++
(5)

0,87 ± 0,23 +

64±9
(6)

0,67 ± 0,09

0,15 ± 0,02
(5)

1,6 ± 0,4

++p <0,05
+ p < 0,05

(a) =UB/g de foie
(b) =UB/mg de protéines
(c) =mU/g de foie
(d) =mU/mg de protéines

Figure 17 : Activités des enzymes peroxysomales dans des homogénats de foie de
têtards d'Alyte traités ou non par le clofibrate



Ca) (b)
Poids Poids du foie Index Protéines Protéines

corporel hépatique hépatique peroxysomales
totales

Témoins 53 ± 10 2,5 ± 0,6 3,9 ± 1 118 ± 35 7,2 ± 2,8
Rana esculenta

Traités +38 ± 8 *1,1 ± 0,4 *2,3 ± 0,5 111 ± 32 11,5 ± 0,7

Témoins 55 ±7 2 ± 0,4 3,6 ± 0,5 134 ± 24 4 ± 2,2
Xenopus laevis

Traités 59 ± 10 2,2 ± 0,8 3,7 ± 0,8 101 ± 18 5,8 ± 1,2

+ p < 0,05
* p < 0,01

(a) mg de protéines / g de foie
(b) mg de protéines / g de foie

Figure 18 : Effet du clofibrate sur le poids corporel, le poids et la teneur en protéines du
foie de Rana esculenta et Xenopus laevis
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a - Homogénat hépatique

Les homogénats obtenus à partir des tissus hépatiques provenant des adultes de

Rana et Xenopus, traités pendant 10 jours par le clofibrate présentent une activité

catalasique spécifique 1,4 et 2,1 fois plus élevée que celle rencontrée chez les témoins

respectifs (Fig. 19).

L'activité totale de la DAAOxase augmente dans les hépatocytes de Rana esculenta

et de Xenopus laevis sous l'effet du clofibrate alors que l'activité spécifique reste

constante chez Xenopus mais augmente chez Rana.

Les activités totales et spécifiques des enzymes de la ~-oxydation augmentent

également chez Rana à la suite de ce traitement. Les activités spécifiques de la FAOxase

et de la PBE sont augmentées respectivement de 1,4 et 2,3 fois (Fig. 19).

Il a été impossible de détecter les activités de ces deux enzymes dans les

homogénats obtenus à partir du foie de Xénopes adultes traités ou non par le clofibrate

dans.nos conditions de dosage spectrophotométrique.

~ - Fraction L, enrichie en peroxysomes

Les dosages enzymatiques ont été réalisés ici non plus sur des homogénats entiers

mais sur des fractions cellulaires enrichies en peroxysomes. Les résultats obtenus sont

schématisés sur les Figures 20 et 21. Les dosages réalisés sur les fractions N (noyaux),

M (mitochondries), L (peroxysomes), P (microsomes) et S (protéines solubles) ont

concerné les activités des quatre enzymes dont la présence avait été recherchée dans les

homogénats, c'est-à-dire la catalse, la DAAOxase, la FAOxase et la PBE. Les activités

spécifiques les plus élevées concernant les enzymes peroxysomales se retrouvent

systématiquement dans la fraction L. Il est à noter toutefois qu'une forte activité

catalasique est observée dans la fraction S des protéines solubles. Ceci étant sans doute

lié à la présence de catalase cytoplasmique d'une part et d'autre part au fait que la catalase

peroxysomale s'échappe facilement de ces organites lors de l'homogénéisation et de la

centrifugation des tissus hépatiques (Hayashi et coll., 1975).

Pour Rana comme pour Xenopus, le traitement des adultes par le clofibrate induit

une augmentation des activités spécifiques de la catalase et de la FAOxase. Si les activités

de la PBE et de la DAAOxase hépatiques sont augmentées chez Rana, il n'en est pas de

même chez Xenopus. l'accroissement des activités totales et spécifiques des deux

enzymes de la ~-oxydation peroxysomale est nette au niveau de la fraction L pour Rana

esculenta. Elle est plus faible pour Xenopus laevis mais contrairement aux résultats

négatifs obtenus précédemment avec les homogénats, les activités de ces deux enzymes

sont détectées dans la fraction L provenant d'animaux témoins ou traités par le clofibrate

(Fig. 22).



Espèces homogenats Catalase Lauroyl-coA oxydase Enzyme peraxysomaIe D-aminoacide oxydase
bifunctionnelle

U/l! de foie U/ml! orot mU/l! de foie mU/ml! orot mU/l! de foie mU/ml! prat mU/g de foie mU/ml! prat

He 135 ± 21 1,39 ± 0,63 111 ± 10 0,96 ± 0,08 46 ± 10 0,49 ± 0,27 958 ± 279 7,56 ± 1,09

Rana esculenta HT 269 ± 51 1,92 ± 0,33 115 ± 26 1,34 ± 0,35 87 ± 12 1 ± 0,02 1449 ± 28 11,7 ± 4

HT/Hc 1,99* 1,38 1,03 1,39+ 1,89+ 2,04+ 1,51* 1,54

He 51 ± 8 0,48 ± 0,08 ND ND ND ND 398 ± 10 6,9 ± 2,8

Xenopus laevis HT 97 ± 9,4 1,01 ± 0,28 ND ND ND ND 630 ± 149 6,7 ± 2,8

HT/Hc 1,90* 2,10+ - - - - 1,58* 0,97

Figure 19 : Effets du clofibrate sur les activités enzymatiques peroxysomales mesurées dans les homogénats du foie de Rana esculenta et

Xenopus laevis

Les résultats sont exprimés par la moyenne ± erreur standard.

HC: homogenats de foie d'animaux témoins; HT : homégénats de foie d'animaux traités.

+ : P < 0,05 ; * :P < 0,01 (test de Student) ; ND : non déterminé



Figure 20

Représentation schématique des activités enzymatiques

peroxysomales dans les fractions cellulaires obtenues à partir

d'homogénat de foie de Rana esculenta adultes.

En hachuré les animaux témoins, en clair les adultes de Rana traitées par le

clofibrate

A: Catalase

B : Fatty acyl coA oxydase

C : Enzyme bifonctionnelle de la ~-oxydation peroxysomale

D : D-aminoacide oxydase

N : noyau; M : fraction mitochondriale lourde; L : fraction mitochondriale légère;

P : fraction microsomale ; S : fraction des protéines solubles



Figure 20

Représentation schématique des activités enzymatiques

peroxysomales dans les fractions cellulaires obtenues à partir

d'homogénat de foie de Rana esculenta adultes.

En hachuré les animaux témoins, en clair les adultes de Rana traitées par le

clofibrate

A: Catalase

B : Fatty acyl coA oxydase

C : Enzyme bifonctionnelle de la p-oxydation peroxysomale

D : D-aminoacide oxydase

N : noyau; M : fraction mitochondriale lourde; L : fraction mitochondriale légère;

P : fraction microsomale ; S : fraction des protéines solubles
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Figure 21

Représentation schématique des activités enzymatiques

peroxysomales dans les fractions cellulaires obtenues à partir

d'homogénat de foie de Xenopus laevis adultes.

En hachuré les animaux témoins, en clair les adultes de Xenopus traités par le

clofibrate

A: Catalase

B : Fatty acyl coA oxydase

C : Enzyme bifonctionnelle de la p-oxydation peroxysomale

D : D-aminoacide oxydase

N : noyau; M : fraction mitochondriale lourde; L : fraction mitochondriale légère;

P : fraction microsomale ; S : fraction des protéines solubles



Figure 21

Représentation schématique des activités enzymatiques

peroxysomales dans les fractions cellulaires obtenues à partir

d'homogénat de foie de Xenopus laevis adultes.

En hachuré les animaux témoins, en clair les adultes de Xenopus traités par le

clofibrate

A: Catalase

B : Fatty acyl coA oxydase

C : Enzyme bifonctionnelle de la ~-oxydation peroxysomale

D : D-aminoacide oxydase

N : noyau; M : fraction mitochondriale lourde; L : fraction mitochondriale légère;

p : fraction microsomale ; S : fraction des protéines solubles
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Espèces Fraction Catalase Lauroyl-coA oxydase Enzyme peroxysomale D-aminoacide oxydase
mitochondriale bifonctionnelle

légère
U/g de foie U/mg mU/g de foie mU/mg mU/gdefoie mU/mg mU/g de foie mU/mg

Drotein Drotein orotein orotein

Le 8,38 ± 2,12 1,59 ±O,2 20,94 ± 3 2,49 ± 0,29 32±4 3,3 ± 0,7 88 ± 17 17 ± 4,6

Rana esculenla LT 28 ± 1 2,56 ± 0,2 39,52 ± 2,50 3,4 ± 0,2 61 ± 2 7,5 ± 0,2 289 ± 39 35 ± 9

LT/Lc 3,34* 1,61+ 1,98+ 1,36+ 1,9* 2,27* 3,28* 2,05*

Le 2,35 ± 1,2 0,60 ± 0,1 8,33 ± 3 1,23 ± 0.19 12,01 ± 1 1,4 ± 0,15 182 ± 29 43,5 ± 5,7

Xenopus laevis LT 6 ± 0,58 1,09 ± 0,29 10,21 ± 2,91 2,03 ± 0,37 46± 2 1,6 ± 0,5 254 ± 60 48 ± 1

LT/Lc 2,55* 1,81+ 1,22 1,65+ 3,83* 1,14 1,39 1,10

Filrure 22 : Evolution des activités enzymatiques peroxysomales dans les fractions mitochondriales légères du foie de Rana et de Xenopus

traités au clofibrate

Les résultats sont exprimés par la moyenne ± erreur standard.

Le: fraction mitochondriale légère d'animaux témoins; LT: fraction mitochondriale légère d'animaux traités

+ P < 0,05 ; * :P < D,Dl (test de Student)
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C) Etude électroohorétigue

1) Impact du çJofibrate sur le profil électrophorétique des

fractions enrichies en peroxysomes

L'étude par électrophorèse monodimensionnelle sur gel de polyacrylamide

à 12,5 %, en présence de SDS, des protéines extraites des fractions enrichies en

peroxysomes a été entreprise chez les adultes de Rana esculenta traités ou non par le

clofibrate. Une centaine de polypeptides ont pu être discriminés. Leurs masses

moléculaires relatives varient de 23000 à 205000 dalton. Après coloration au Bleu de

Coomassie ou à l'argent, il est apparu que deux polypeptides respectivement de 19 et 37

Kd ne sont détectés que dans les extraits des protéines peroxysomales hépatiques

provenant des animaux traités par le clofibrate (Fig. 23).

Une attention particulière a été portée à la région correspondant aux protéines de

80 Kd puisque Reddy et Kumar (1979) ont montré que la synthèse d'un polypeptide de

80 Kd est induite sous l'action des proliférateurs peroxysomaux et que cette induction est

visible sur des gels d'électrophorèse. Mais aucune différence dans la synthèse des

polypeptides ayant ce poids moléculaire n'a pu être observée chez Rana esculenta traités

au clofibrate quand les électrophorégrammes sont comparés à ceux des témoins.

2) Expression de la catalase et de la D·aminoacide oxydase

La mise à notre disposition de deux anticorps polyclonaux anti-catalase de

foie de boeuf et anti-DAAOxase de rein de rat, nous a permis de rechercher la position de

ces deux polypeptides dans nos préparations. Après électrophorèse des protéines extraites

soit des homogénats ou des fractions peroxysomales, et électrotransfert sur filtre de

nitrocellulose, nous avons réalisé des immunodétections de ces deux enzymes et comparé

leur expression d'une part dans les diverses espèces d'Anoures utilisées au cours de notre

travail (Alytes obstetricans, Xenopus laevis et Rana esculenta) ainsi qu'au cours du

traitement par le clofibrate.

a) Catalase

La détection immunologique de la catalase sur filtre de

nitrocellulose révèle l'existence de différences de masses moléculaires pour cette protéine

selon l'espèce considérée. Elle est de 60 kDa pour Alytes, de 55 kDa pour Xenopus et de



Figure 23

Etude électrophorétique

A : Comparaison après coloration au Bleu de Coomassie des protéines extraites de

fractions enrichies en peroxysomes de foie de Rana esculenta traitée (piste 2) ou

non (piste 1) par le clofibrate.

B : Immunodétection de la D-amino acide oxydase après transfert sur filtre de

nitrocellulose à l'aide d'un anticorps anti-DAAOxase de rein de Rat.

Pistel: foie de Rat servant de témoin

PisteZ: foie de Rana esculenta

Piste 3 : foie de Xenopus laevis

Piste 4 : foie d'Alytes obstetricans

C : Immunodétection de la catalase après transfert sur filtre de nitrocellulose, à

l'aide d'un anticorps anti-catalase de foie de Boeuf

Pistel: foie de rat servant de témoin

Piste 2 : foie d'Alytes obstetricans

Piste 3 : foie de Xenopus laevis

Piste 4 : foie de Rana esculenta

D : Coloration au Bleu de Coomassie de la catalase de foie de Rana esculenta

obtenue après électroélution.

E : Détection immunologique après transfert sur filtre de nitrocellulose de la catalase

de Rana esculenta; obtenue après électroélution.

Une bande unique est détectée.

Mr : masse moléculaire relative

Protéines de poids moléculaires connus: Myosine (205 (00); p-galactosidase

(116 000) ; Phosphorylase b (97 000) ; Serumalbumine bovine (66 000) ;

Ovalbumine (45 (00); Anhydrase carbonique (29 (00).
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CATAlASE ..

1 2 1 2 3 4
A B

66

45
36

29

c
2 3 4

o

• ....
.... CAT

E



32

53 kDa pour Rana (Fig. 23 C). Cet anticorps croise avec un polypeptide majeur de 60

Kd contenu dans l'extrait de foie de Rat servant de témoin.

La masse moléculaire relative de la catalase de Rana a été confirmée après

électroélution de la bande protéique correspondant à cette enzyme. L'électrophorèse et

l'immunoréplique du produit de l'électroélution (Fig. 23 D et E) montre qu'il s'agit bien

du monomère de la catalase avec une masse moléculaire relative de 53000. Cette

préparation pourra être utilisée pour la fabrication d'un anticorps polyclonal dirigé contre

la catalase hépatique de Rana esculenta.

Utilisant pour l'électrophorèse monodimensionnelle la même quantité de protéines

déposées, il a été constaté après immunoréplique, que la concentration de la catalase était

la même dans les fractions de peroxysomes extraites du foie de Rana ayant ou non subi

un traitement par le clofibrate. Cette observation a également été faite chez le Xénope.

b) D-aminoacide oxydase

La recherche systématique de la DAAOxase dans les homogénats

de foie ou dans les fractions hépatiques enrichies en peroxysomes de Rana, de Xenopus

et d'Alytes n'a abouti qu'à un seul résultat positif. Il concerne l'extrait de peroxysomes

hépatiques de Rana dans lequel une molécule de masse moléculaire de 35 kDa croise

avec l'anticorps (Fig. 23 B). Cet anticorps ayant été préparé à partir de rein de Rat, nous

l'avons testé également sur des homognéats rénaux provenant de ces diverses espèces

d'Anoures. L'anticorps croise avec une protéine de 35 kDa contenue dans le rein des

juvéniles de Rana et d'Alytes. Aucun résultat n'est obtenu avec les protéines extraites du

rein de Xénope.
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DISCUSSION
._---.

La visualisation des peroxysomes détectés par l'activité peroxydatique de la

catalase, a permis de montrer que ces organites étaient présents dans le foie d'Alytes

obstetricans et de Xenopus laevis au cours du développement post-embryonnaire. Leur

présence est confirmée dans les hépatocytes et dans les cellules rénales des tubules

proximaux de la plupart des Urodèles et des Anoures (Hruban et Reicheigl, 1969; Scott

et coll., 1969 ; Roels et coll., 1970). Des microperoxysomes ont été décrits dans la

thyroïde et le pancréas de Pleurodeles waltlii (Picheral, 1972), dans le pancréas de

Salamandra salamandra et de Rana esculenta (Trandaburu, 1980), et dans le tissu

interrénal de Salamandra salamandra et de Triturus cristatus (Berchtold, 1975).

Du point de vue morphologique, la structure cristalline appelée nucléoïde que l'on

rencontre dans la matrice des peroxysomes hépatiques de Rat, n'a jamais été observée

dans les peroxysomes hépatiques de l'Alyte ou du Xénope. Mais ceci n'est pas une règle

générale chez les Amphibiens puisque Visentin et Allen (1969) ont montré la présence de

nucléoïde dans la matrice des peroxysomes hépatiques de Rana pipiens adultes alors que

chez le Crapaud Bufo marinus, Roels et ses collaborateurs (1970) n'en ont jamais

observé.

Au cours de la métamorphose naturelle, la taille et la fréquence des peroxysomes

ne varient pas de la même manière entre les deux espèces étudiées. Ainsi chez l'Alyte, si

la fréquence des structures DAB-positives n'augmente pas de façon significative, leur

taille diminue de la prémétamorphose au stade post-climax. La situation observée au

cours du développement post-embryonnaire du Xénope est très différente. Que ce soit au

stade larvaire ou adulte, l'essentiel de l'espace cytoplasmique des hépatocytes de ces

animaux est occupé par du glycogène (Spornitz, 1974). Les organites sont très peu
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nombreux dans ces cellules et tout particulièrement les peroxysomes. La taille des

peroxysomes hépatiques est plus petite chez le Xénope que chez l'Alyte et ne présente pas

de variations significatives au cours du développement post-embryonnaire naturel.

Les travaux de Dauça et coll. (1982 b) ont montré que la taille et le nombre des

peroxysomes hépatiques augmentaient au cours de la métamorphose spontanée de Rana

catesbeiana. Cette divergence avec ce que nous avons observé dans le foie d'Alytes

obstetricans peut s'expliquer d'une part par le fait qu'il s'agit de deux espèces différentes

et d'autre part à cause de la méthodologie utilisée, puisque pour R. catesbeiana la mesure

de la fréquence des peroxysomes n'a pas été rapportée à une surface bien définie.

L'étude biochimique a montré que l'activité catalasique ainsi que celles de

plusieurs oxydases peroxysomales impliquées dans la production d'eau oxygénée,

pouvaient être décelées dans le foie de ces Amphibiens au cours de la métamorphose

naturelle. De tels dosages n'avaient jusqu'à présent été réalisés que chez des animaux

adultes.

En ce qui concerne la catalase, son activité enzymatique, rapportée au gramme de

foie, croît au cours de la métamorphose spontanée de l'Alyte et diminue au contraire chez

le Xénope pendant la même période. l'activité spécifique mesurée dans le foie diminue

cependant chez l'Alyte au stade final de la métamorphose. Cette baisse de l'activité peut

être mise en parallèle avec l'augmentation constatée du taux des protéines hépatiques au

cours de la métamorphose (Atkinson, 1971). Une telle opposition constatée ici dans le

comportement de l'activité enzymatique de la catalase avait déjà été observée par Dauça et

coll. (1982 b) concernant Rana catesbeiana et Xenopus laevis. D'autres différences ont

pu être mises en évidence au cours de notre étude. Si l'activité de la première enzyme du

cycle de la ~-oxydation peroxysomale a pu être détectée dans les homogénats hépatiques

au cours de la métamorphose de l'Alyte, la même technique de dosage n'a pas permis de

mesurer l'activité de la FAOxase dans les préparations hépatiques du Xénope. Casteels et

coll. (1989) font état de la même difficulté à doser cette enzyme chez Bombina orientalis.

Selon ces auteurs, certaines substances contenues dans l'homogénat hépatique

interféreraient avec la détection du peroxyde d'hydrogène, substance dont la

concentration est mesurée lors du dosage de la fatty acyl coA oxydase. Par contre chez les

deux espèces étudiées, les activités totales et spécifiques de la D-aminoacide oxydase et

de l'urate oxydase ont pu être dosés dans le foie tout au long de la métamorphose

naturelle. Scott et coll. (1969) et Visentin et Allen (1969) avaient déjà détecté la présence

de ces enzymes chez d'autres espèces d'Amphibiens adultes.

La présence dans les hépatocytes d'une oxydase peroxysomale ayant comme

substrat la D-proline est inattendue. Néanmoins les travaux de Hoeprich (1965) et plus

récemment ceux de Konno (1990) ont montré l'existence d'acides aminés de type D dans

le sang et l'urine des Mammifères. ils seraient produits par la flore intestinale. L'urate
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oxydase intervient dans le cycle de dégradation des purines et catalyse l'oxydation de

l'acide urique en allantoïne. Cette dégradation des purines en urate est commune à

l'ensemble des Vertébrés alors que la dégradation de l'urate est plus ou moins complète

chez les Vertébrés Supérieurs (White et coll., 1973). La présence d'un même complexe

enzymatique dans le foie des Amphibiens regroupant l'allantoïnase et l'allantoïcase a été

rapportée par Takada et Noguchi (1983). L'allantoïnase hydrolyse l'allantoïne en acide

allantoïque qui sera finalement catabolysé chez les Amphibiens en acide glyoxylique et en

urée par le complexe allantoïnase/allantoïcase (Noguchi et coll., 1986).

Les variations des activités de la catalase et des oxydases étudiées suggèrent qu'au

fur et à mesure du développement post-embryonnaire des Amphibiens, ces enzymes sont

de plus en plus impliquées dans le métabolisme hépatique. Les différences observées au

cours de la métamorphose d'Alytes obstetricans et de Xenopus laevis concernant la

morphologie des peroxysomes ainsi que le comportement des enzymes qu'ils renferment

sont à analyser dans le contexte du changement d'habitat qui se produit pour l'une et

l'autre espèce au cours de cette crise du développement. En effet chez l'Alyte, la larve

aquatique arnmonotélique se transforme en juvénile terrestre et uréotélique alors que le

Xénope reste aquatique et ammonotélique pendant toute son existence. L'existence d'un

éventuel lien entre ces deux événements avait déjà été suggérée par Dauça et coll. (1982

a). Ces auteurs avaient constaté l'existence d'un accroissement important du nombre des

microperoxysomes et de l'activité catalasique intestinale chez Rana catesbeiana et Alytes

obstetricans devenus terrestres alors que ceci n'était pas constaté pour l'épithélium

intestinal de Xenopus laevis au climax de la métamorphose.

Les travaux effectués chez les Oiseaux montrent que le nombre des peroxysomes

hépatiques et rénaux ainsi que l'activité de la catalase augmentent régulièrement jusqu'à

l'éclosion (Stephens et Bils, 1967 ; Essner, 1969). Il en est de même dans le foie

(Tsukuda et coll., 1968 ; Hruban et Reicheigl, 1969; Krahling et coll., 1979 ; David,

1980), dans le rein (Miles et Holmes, 1975) et dans l'intestin (Pipan et Psenicnik, 1975 ;

Calvert et Ménard, 1978) des Mammifères au cours de la période péri-natale. Ces

données ont amené Master et Holmes (1977) à postuler que les peroxysomes sont plus ou

moins immatures à la naissance et qu'ils n'acquièrent leurs potentialités définitives

correspondant à celles rencontrées chez l'adulte qu'un ou deux mois après la naissance.

Impact de la triiodothyronine

Pendant les deux semaines du traitement hormonal des larves d'Alytes

obstetricans, la taille des organites DAB-positif dim'nue. Un accroissement de l'activité

spécifique et totale de la catalase et de la DAAOxase est aussi constaté. Pendant la même

période les activités (totale et spécifique) de l'urate oxydase diminuent alors que l'activité



36

de la FAOxase ne semble pas sensible à l'action de la T3. Ces résultats peuvent être mis

en parallèle avec ceux obtenus lors de la métamorphose naturelle. Néanmoins, les

activités de la catalase, de la DAAOxase et de la FAOxase sont plus faibles dans les

homogénats de foie des animaux traités par rapport aux larves naturelles. Il est également

important de noter que pour ces trois enzymes peroxysomales, une diminution de leurs

activités est constatée au début du traitement hormonal lorsque l'on compare les animaux

traités pendant 4 jours par la T3 avec ceux restés dans le propylthiouracyl. Pendant cette

même période, la fréquence des peroxysomes est plus faible. Les travaux de Dauça et

coll. (1983) font état d'une augmentation progressive du nombre des peroxysomes, ainsi

que de l'activité catalasique hépatique au cours d'un traitement hormonal par la thyroxine

mais ne mentionnent pas cette baisse de l'activité au début de l'expérimentation.

Cependant les deux expériences n'ont pas été menées de la même manière: les espèces

utilisées sont différentes et l'hormone thyroïdienne choisie était la T4 et non pas la T3.

Cette dernière est considérée comme l'hormone la plus active chez les Amphibiens

(Kistler et coll., 1973). Enfin contrairement à ce que nous avons mis en oeuvre, les

têtards de Rana catesbeiana n'avaient pas été mis au contact du propylthiouracyl pendant

plusieurs semaines avant le début du traitement hormonal.

L'action des hormones thyroïdiennes sur les peroxysomes hépatiques des

Mammifères a fait l'objet de plusieurs travaux. L'injection de T3 ou de T4 chez le Rat

provoque une augmentation du nombre des peroxysomes dans les hépatocytes ainsi

qu'une élévation importante des activités totales de la catalase et de la DAAOxase, alors

que celle de l'uricase diminue (Fringes et Reith, 1980 ; Just et coll., 1982). De plus,

après traitement hormonal, la densité des peroxysomes purifiés par ultracentrifugation

différentielle dans un gradient de sucrose est plus faible que celle des organites obtenus

avant action de la T3. L'hormone thyroïdienne a induit l'apparition d'une nouvelle

population de peroxysomes dont la taille est plus faible (Just et coll., 1982). Dans les

mêmes conditions, l'activité enzymatique de la p-oxydation peroxysomale augmente

également (Just et Hartl, 1983). Des expériences d'exposition au froid sur le Rat,

traitement qui engendre chez les Mammifères une élévation du taux des hormones

thyroïdiennes plasmatiques, entraînent aussi des modifications peroxysomales. La

fréquence de ces organites augmente ainsi que l'activité spécifique des enzymes

impliquées dans la p-oxydation peroxysomale des acides gras. Par contre le volume

moyen de ces organites diminue (Goglia et coll., 1989 a et b). L'ensemble des résultats

obtenus soit chez les Amphibiens soit chez les Mammifères montre que les peroxysomes

sont des organites cibles des hormones thyroïdiennes puisque sous leur effet une

prolifération hépatique de peroxysomes de petite taille est constatée et que dans le même

temps les activités de leurs principales enzymes sont augmentées, exception faite de

l'urate oxydase (Just et coll., 1982; Just et Hartl, 1983 ; Ciolek et coll., 1989).
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Impact du clofibrate

Chez les Rongeurs, l'injection de clofibrate induit une prolifération des

peroxysomes ainsi qu'une élévation importante des activités enzymatiques de la ~

oxydation peroxysomale. Très peu d'études ayant été réalisées avec cette substance chez

les Vertébrés inférieurs, nous avons testé les effets du clofibrate sur le foie des larves

d'Alytes obstetricans et des adultes de Rana esculenta et de Xenopus laevis.

La toxicité du produit vis-à-vis des larves d'Alytes est importante puisque

lorsqu'elles sont élevées dans de l'eau contenant 1 mM de clofibrate, elles meurent au

bout de quelques heures. La dose maximale utilisée (0,5 mM) ne provoque pas de

prolifération des peroxysomes hépatiques. Au plan biochimique, les seuls effets du

clofibrate se résument à une baisse de l'activité de la DAAOxase.

Chez les adultes de Rana, les résultats peuvent être comparés à ceux obtenus dans

le foie des Rongeurs traités au clofibrate. Toutefois l'effet hypolipémiant n'a pas été

recherché dans le sang de ces animaux. L'injection buccale de clofibrate chez Rana

provoque une prolifération des peroxysomes hépatiques. A la suite du traitement, les

organites sont de petite taille et très polymorphes. Il n'est pas rare d'observer des

prolongements établissant une communication entre deux organites DAB-positifs. Des

constatations identiques ont été faites par Hruban et coll. (1964) à la suite du traitement

des Rongeurs par ces facteurs utilisés dans les mêmes conditions expérimentales. Par

contre aucune modification n'est constatée en ce qui concerne le nombre et la taille des

peroxysomes hépatiques des Xénopes traités par le clofibrate.

L'étude de l'impact du clofibrate sur les activités enzymatiques peroxysomales a

été réalisée non seulement sur les homogénats de foie entier mais également sur les culots

enrichis en peroxysomes obtenus par fractionnement cellulaire. Cette approche technique

permet d'effectuer des dosages enzymatiques plus précis puisque certaines enzymes

peroxysomales sont présentes dans plusieurs compartiments cellulaires (Vamecq, 1989).

D'autre part, la concentration enzymatique dans ces culots semi-purifiés de peroxysomes

nous a permis de doser l'activité des enzymes de la ~-oxydation qui était jusqu'alors

masquée dans les homogénats entier de foie du Xénope. Parallèlement à la prolifération

des peroxysomes mise en évidence par la cytochimie de la catalase dans les hépatocytes

de Rana, les activités de la catalase, de la DAAOxase et des enzymes de la ~-oxydation

sont plus élevées chez les animaux traités au clofibrate que chez les témoins. Cette

augmentation est respectivement de 3,4, 3,3, 2 et 1,9 fois lorsque l'on considère les

activités totales. Ces élévations des activités enzymatiques sous l'effet du clofibrate sont

cependant moindres que celles qui sont observées dans le foie des Rongeurs soumis au

même traitement. Hayashi et ses collaborateurs (1984) arriventaux mêmes conclusions
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biochimiques après une étude réalisée chez un autre Amphibien Anoure, Bombina

orientalis, traité au clofibrate.

Chez les Xénopes témoins, les activités de la fatty acyl coA oxydase et de l'enoyl

coA hydratase/3 hydroxyacyl coA déshydrogénase ont pu être détectées dans la fraction

enrichie en peroxysomes. On peut donc penser, que outre des substances inhibitrices

présentes dans l'homogénat entier de foie de Xénope, le dosage spectrophotométrique

des activités de la FAOxase et de la PBE n'est pas suffisamment sensible pour permettre

une mesure de ces activités dans les homogénats. L'enrichissement en peroxysomes

permet de franchir ce seuil de sensibilité. Dans les culots de peroxysomes appartenant aux

Xénopes traités par le clofibrate, l'activité de la FAOxase est significativement augmentée

de 1,8 fois et celle de la catalase de 2,9 fois. Lazarow et coll. (1982) ont montré qu'il

peut y avoir dissociation, sous l'effet d'agents hypolipémiants, entre l'augmentation des

activités enzymatiques peroxysomales et la prolifération des peroxysomes. C'est ce qui

semble se produire dans le foie de Xenopus laevis dont la singularité du comportement

de leurs peroxysomes hépatiques a déjà été soulignée.

Les agents hypolipémiants telle clofibrate agissent en stimulant la synthèse des

enzymes de la ~-oxydation peroxysomale (Dwivedi et coll., 1989 ; Malki et coll., 1990 ;

Mocxly, 1978). Reddy et coll. (1979) ont montré par électrophorèse monodimensionnelle

sur gel d'acrylamide que la synthèse d'un polypeptide de 80 Kd était induite sous l'effet

d'agents proliférateurs des peroxysomes dans le foie des Rats. Par la suite, l'utilisation

d'un anticorps anti-PBE a révélé que cette protéine est l'enoyl coA hydratase/3

hydroxyacyl coA deshydrogénase (Reddy et coll., 1981). L'observation des profils

électrophorétiques correspondants aux protéines des homogénats de foie total ou de

culots.enrichis en peroxysomes hépatiques des adultes de Rana et de Xenopus traités par

le clofibrate n'a pas permis de mettre en évidence une telle induction. Ceci est peut-être dû

à la faible induction enzymatique provoqué par le clofibrate sur les hépatocytes des

Amphibiens comparativement à ce qui est observé chez les Rongeurs. Par contre certaines

différences ont pu être révélées au niveau des profils électrophorétiques des protéines

hépatiques entre les animaux traités par le clofibrate et les témoins. Ainsi deux

polypeptides de 19 et 37 Kd ne sont présents que dans le foie des animaux traités. La

nature de ces protéines n'est pas encore connue. Cette approche électrophorétique nous a

permis de caractériser à l'aide des anticorps correspondants deux protéines

peroxysomales : la catalase, marqueur enzymatique peroxysomal (De Duve et·Baudhuin,

1966) et une flavoprotéine, la D-aminoacide oxydase.

Dans des conditions natives d'électrophorèse, BaIja de Quiroja et coll. (1985) ont

montré qu'il existait des différences dans les profils électrophorétiques de la catalase de

Rana ridibunda et de Discoglossus pictus, deux autres espèces d'Amphibiens Anoures.

La discrimination par électrophorèse dénaturante des protéines extraites du foie de Rana
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esculenta, Alytes obstetricans et Xenopus laevis et leur é1ectrotransfert sur filtre de

nitrocellulose, a révélé dans notre étude par immunoréplique que l'anticorps po1yclonal

anticatalase de boeuf reconnaît une bande majoritaire qu'elle que soit l'espèce considérée;

cependant des différences sont observées dans leurs masses moléculaires relatives.

L'expression de la catalase est la même chez le têtard et le juvénile d'Alyte. De la même

manière, aucune différence n'apparaît dans l'expression de la cata1ase chez les adultes de

Rana ou de Xenopus traités ou non par le clofibrate.

La catalase des Mammifères est dans sa forme native un tétramère de 240 kDa. Sa

biosynthèse s'effectue dans le cytosol à partir de ribosomes libres qui synthétisent des

monomères (Goldman et Blobel, 1978). Les quatre sous-unité sont alors transportées

selon un mécanisme encore inconnu vers la matrice d'un peroxysome puis sont

assemblées autour d'un hème dans leur configuration définitive. Chez la Souris, la

cata1ase hépatique se présente sous cinq formes différentes (Master, 1982)

correspondantes toutes à l'expression d'un seul et même gène (Holmes et Duley, 1975).

Cette multiplicité de la molécule est obtenue soit par désialisation (Jones et Masters,

1975), soit à la suite de processus protéo1itiques qui s'effectuent dans le cytoso1

(Mainferme et Wattiaux, 1982). La séquence nucléotidique complète de la catalase du foie

de Rat a été obtenue par Furuta et coll. (1986) et son poids moléculaire a été estimée à

59758 daltons. Le fait que les masses moléculaires de la cata1ase déterminées dans le foie

des trois espèces d'Amphibiens étudiées soient différentes entre elles et avec celle

correspondante dans le foie de Rat laisse supposer l'existence de modification dans la

structure de la molécule entre les Vertébrés inférieurs (Amphibiens) et les Vertébrés

supérieurs (Mammifères).

En ce qui concerne la DAAOxase, son expression est très variable d'une espèce

ou d'un organe à l'autre. Elle n'est révélée en fait dans nos conditions expérimentales que

dans le foie et le rein de Rana adulte ainsi que dans le rein d'Alytes juvénile. Sa masse

moléculaire relative est dans tous les cas égale à 35000. L'activité de cette enzyme ayant

été dosée dans le foie des trois espèces étudiées, sa présence dans l'organe de ces

Amphibiens ne fait aucun doute. On peut supposer que la réaction immuno1ogique entre

un anticorps dirigé contre l'enzyme purifiée à partir du rein de Rat et la DAAOxase

hépatique ou rénal d'Amphibien n'est pas suffisamment spécifique.Toutefois les

réactions croisées obtenues sur filtre de nitrocellulose montrent qu'il existe certaine

homologie entre la DAAOxase des Mammifères et celle présente chez les Amphibiens

Anoures.

Le clofibrate et les hormones thyroïdiennes exercent sur les peroxysomes

hépatiques des Amphibiens et des Mammifères des effets assez comparables. La

prolifération de ces organites sous l'effet de ces facteurs est bien établie dans les deux

groupes d'animaux. Elle est plus flagrante lors du traitement par le clofibrate que lors
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d'une élévation nonnale ou provoquée de la concentration plasmatique des honnones

thyroïdiennes mais dans les deux situations expérimentales, la population des

peroxysomes obtenue correspond à des organites de petites tailles (Flatmark et coll.,

1981). En ce qui concerne les inductions enzymatiques peroxysomales chez les

Amphibiens, notre étude a montré une augmentation des activités de la catalase, la

DAAOxase ainsi que celles des enzymes de la ~-oxydation au contact de la T3 ou du

clofibrate. L'activité enzymatique de l'urate oxydase va au contraire en diminuant chez les

Amphibiens traités par le clofibrate (Hayashi, 1984) comme elle diminue après traitement

à la triiodothyronine (Ciolek et coll., 1989). Chez les Rats ayant subi l'un ou l'autre

traitement, les variations des activités enzymatiques sont comparables mais elles

présentent des amplitudes différentes. Les valeurs des activités des enzymes de la ~

oxydation peroxysomale notamment sont multipliées par dix sous l'action du clofibrate

(Lazarow et de Duve, 1976) alors que cette induction est trois fois moins importante avec

les honnones thyroïdiennes (Just et Hard, 1983).

Chez le Rat ces effets ne se limitent pas au compartiment peroxisomal. Aprè~

traitement par le clofibrate ou par les honnones thyroïdiennes, des études ont montré une

élévation de l'activité enzymatique de la glycerol 3 phosphate oxydase mitochondriale

(Hess et coll., 1965), un accroissement du nombre des mitochondries (Kurupt et coll.,

1970), une augmentation de la consommation en oxygène du tissu hépatique (K1ihonen

et coll., 1971), et une stimulation de la synthèse protéique (Platt et Thorp, 1966). La

relation entre les effets du clofibrate chez un Rat traité et l'état thyroïdien de l'animal n'est

pas clairement établie. Best et Duncan (1964) ont noté que le clofibrate agit sur le taux de

cholestérol sanguin d'animaux thyroïdectomisés. Platt et Thorp (1966), Svoboda et

Azarnoff (1969) affinnent que l'effet du clofibrate est aboli chez des Rats sans thyroïde.

Des résultats plus récents concernant la malate deshydrogénase (NADP+) dont l'activité

est induite par les honnones thyroïdiennes, ont montré qu'elle l'était également chez des

Rats thyroïdectomisés et traités par le clofibrate (Lehotay et coll., 1987). Toutefois

l'activité qui est détectée dans ces conditions est plus faible que celle mesurée chez des

Rats traités par le clofibrate mais qui ont conservé leur thyroïde. Mackerer (1977) avait

déjà souligné que certains effets du clofibrate étaient renforcés par la présence de

thyroxine. Nos résultats concernant les têtards d'Alytes traités par le clofibrate sont à ce

titre intéressants car ces animaux constituent en prémétamorphose un modèle biologique

anhonnonal. Aucune prolifération des peroxysomes hépatiques ni aucune induction

enzymatique n'ont été observées chez ces larves. La présence de récepteurs aux

honnones thyroïdiennes, à ce stade, a cependant été démontrée par Yaoita et Brown

(1990) chez la larve du Xénope.

Cette comparaison des effets du clofibrate et des honnones thyroïdiennes sur les

peroxysomes laisse supposer pour ces deux molécules un mécanisme d'action qui soit
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assez comparable. Des résultats, anciens (Platt et Thorp, 1966) mais qui ont été

confirmés depuis (Lehotay, 1984) ont mis en évidence une interaction particulière entre

ces deux substances. L'hormone thyroïdienne est en effet déplacée de la protéine

plasmatique assurant son transport dès que le clofibrate est présent. La fraction

hormonale libre augmente alors, entraînant ainsi le déclenchement des modifications dans

les hépatocytes. Les proliférateurs peroxysomaux sont généralement des acides

carboxyliques amphiphatiques. Il a été montré que la région carboxylique est

indispensable à leur action inductrice (Baumgart et coll., 1990). Or le clofibrate et la T3

appartiennent tous deux à la classe des acides arylcarboxyliques (Goudonnet et coll.,

1990) (Fig. 24). Ces similitudes dans la structure chimique des deux molécules

permettent sans doute de fournir un premier support pour expliquer la dualité des effets

du clofibrate et de la triiodothyronine sur les peroxysomes.

Un élément nouveau dans la comparaison des effets du clofibrate et de la T3 est

apporté par Issemann et Green (1990) qui ont cloné et séquencé un récepteur aux

substances inductrices de la prolifération des peroxysomes. Ce récepteur présente des

caractéristiques communes à plusieurs autres types de récepteurs appartenant à la

superfamille des récepteurs aux hormones thyroïdiennes et stéroïdes. Tous les membres

de cette superfamille ainsi que ce nouveau récepteur, mis en évidence chez la Souris,

présentent une très forte homologie dans la séquence des acides aminés de la région de la

molécule responsable de sa fixation à l'ADN nucléaire. Ce récepteur qui s'exprime chez

la Souris surtout dans le foie, le rein et le coeur, est activé spécifiquement par plusieurs

substances inductrices des peroxysomes dont le nafénopine et l'acide clofibrique. La

thyroxine et la triiodothyronine semblent n'avoir aucun effet sur son activation. Lalwani

et coll. (1983, 1987) avaient déjà mis en évidence un récepteur à la nafenopine dans le

foie de Rat dont les caractéristiques et notamment la spécificité vis à vis des substances

inductrices sont différentes de celles observées par Issemann et Green (l9)l) chez la

Souris.

Les proliférateurs de peroxysomes agissent rapidement sur la transcription

génique ce qui induit notamment une amplification de l'activité des enzymes de la p
oxydation peroxysomale (Reddy et coll., 1986). L'injection de T3 aboutit au même

résultat avec toutefois une amplitude plus faible. Cette réponse aux proliférateurs

peroxysomaux ou à la T3 est associée à la présence de récepteurs cytoplasmiques distincts

mais qui présentent des similitudes de structure. L'existence de tels récepteurs aux

proliférateurs des peroxysomes est un argument supplémentaire qui laisse supposer que

les hormones thyroïdiennes ainsi que ces substances prolifératrices présentent des

mécanismes d'action moléculaires au niveau génique qui sont comparables mais pas

strictement identiques. Les protéines nucléaires qui contribuent à la fixation de ces

récepteurs sur l'ADN diffèrent sans doute d'un proliférateur peroxysomal à l'autre.
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Comparaison de la structure du clofibrate (A) et de la
3,3',5 triiodo-L-thyronine (8).
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CONCLUSION

Ce travail nous a pennis de montrer que les Amphibiens Anoures possèdent dès le

stade prémétamorphose et pendant toute la métamorphose des peroxysomes hépatiques

produisant de l'eau oxygénée que dégrade la catalase.

L'emploi d'une technique cytochimique révélant in situ l'activité de la catalase a

démontré que ces organites étaient bien plus nombreux dans les hépatocytes d'Alytes

obstetricans que dans ceux de Xenopus laevis. L'activité de cette enzyme chez l'Alyte va

en augmentant des stades larvaires à ceux adultes alors que l'inverse est observé chez le

Xénope. Le dosage des activités enzymatiques de plusieurs oxydases peroxysomales a

révélé d'autres différences entre le comportement des peroxysomes hépatiques

d'Amphibiens dont la métamorphose s'accompagne d'un changement d'habitat comme

l'Alyte et ceux des espèces qui demeurent aquatiques après métamorphose comme c'est le

cas pour le Xénope. Il s'établit ainsi une relation étroite entre ce changement d'habitat

chez les Amphibiens et la participation active des peroxysomes hépatiques au

métabolisme cellulaire.

Le traitement des larves d'Anoures par la triiodothyronine nous a permis de

préciser le rôle que pouvait jouer cette hormone sur les peroxysomes hépatiques ainsi que

sur les enzymes qu'ils renferment. En effet les larves d'Alytes obstetricans traitées par le

propylthiouracyl, agent antithyroïdien qui empêche toute production d'hormones

endogènes, représentent des systèmes biologiques quasiment anhormonaux sur lesquels

on peut faire agir directement la T3 exogène et en observer les effets. Les peroxysomes
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hépatiques d'Alytes réagissent à ce traitement hormonal puisque l'on a constaté au cours

de cette étude, une variation de leur taille qui va en diminuant ainsi qu'une augmentation

des activités enzymatiques de la catalase et de la DAAOxase. Il existe donc un contrôle

des hormones thyroïdiennes sur les peroxysomes hépatiques et leur contenu.

La stimulation des mitochondries comme réponse finale à l'action des hormones

thyroïdiennes est bien établie chez les Mammifères (Sestoft, 1980). Elle engendre

plusieurs processus métaboliques dont l'oxydation des acides gras, une consommation

d'oxygène et une production de chaleur. Le comportement des peroxysomes tel qu'il a été

décrit dans cette étude laisse supposer que ces organites participent également à ce

métabolismè général chez les Amphibiens.

Les peroxysomes hépatiques de Rana esculenta adulte sont sensibles à l'action du

clofibrate et prolifèrent. L'induction des enzymes peroxysomales, notamment celles

concernant la ~-oxydation, est franche après 10 jours de traitement par le clofibrate. Dans

les mêmes conditions expérimentales, les peroxysomes du foie de Xenopus laevis restent

rares alors qu'une élévation des activités enzymatiques peroxysomales a été constatée. La

régulation de l'abondance des peroxysomes et de leur contenu enzymatique sous l'action

du clofibrate est différente chez ces deux espèces d'Amphibiens Anoures. Son étude

présente donc un intérêt pour la compréhension du mécanisme moléculaire qui rend

compte de l'effet proliférateur du clofibrate.

Comme nous l'avons montré, la triiodothyronine et le clofibrate ont sur les

peroxysomes hépatiques des effets convergents mais de moindre amplitude. Des résultats

semblables ont été obtenus chez les Mammifères ce qui laisse supposer un mode d'action

moléculaire assez semblable pour ces deux agents. Le fait que les deux molécules

présentent des similitudes de structure, renforce cette hypothèse. La découverte récente

dans le foie de Souris d'un récepteur aux proliférateurs de peroxysomes présentant des

caractéristiques structurales semblables à celles du récepteur à la triiodothyronine,

permettra sans doute d'élucider les mécanismes moléculaires d'action précis de ces

substances sur les peroxysomes.

En ce qui concerne les Amphibiens, la mise en oeuvre d'anticorps

antiperoxysomes spécifiques permettra d'approfondir l'expression des enzymes

peroxysomales au cours de la métamorphose naturelle ou induite par la T3. La recherche

d'un récepteur au clofibrate dans le foie des Amphibiens peut également être envisagée et

ouvre de nouvelles perspectives. La comparaison de sa structure avec celle du récepteur

présent chez la Souris fournira des éléments intéressants concernant l'évolution de ces

complexes biologiques des Vertébrés inférieurs aux Vertébrés supérieurs.
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Abstract-1. Liver catalase, o-amino acid oxidase, urate oxidase of Alytes obstetrieallS and Xenopus laevis
(anuran amphibians) and fatty acyl-CoA oxidase of Alytes were present at aH post-embryonic stages.

2. Catalase and D-amino acid oxidase activities increased during spontaneous metamorphosis of the two
species.

3. During triiodothyronine-induced metamorphosis of Alytes larvae, catalase and o-amino acid oxidase
activities increased after a latent period.

4. Our results suggest that expression of some hepatic peroxisomal enzymes is modulated by thyroid .
hormones.

INTRODUcnON

Peroxisomes have been described in a wide variety of
animal tissues including the Iiver of amphibians (for
review, see Bôck et al., 1980). These organelles are
characterized biochemically by the presence of
HlOl -generating oxidases and an H20 2 -destroying
catalase. The morphogenesis and enzyme equipment
of hepatic peroxisomes have been studied during the
development of avians (Stephens and Bills, 1967;
Essner, 1970) and mammals (Tsukada et al., 1968;
Rohr et al., 1971; Holmes, 1971; Stefanini, 1985). On
the other hand, information concerning the devel
opmental patterns of hepatic peroxisomal enzymes in
amphibians is remarkably limited. We have reported
that during spontaneous and thyroid hormone
induced metamorphosis of Rana catesbeiana tad
poles, the number, size and catalase activity of liver
peroxisomes increase (Dauça et al., 1982b, 1983). We
have also emphasized that no change in catalase
activity is detected in the liver during the entire
development of Xenopus laevis which remains aquatic
and ammonotelic after metamorphosis (Dauça et al.,
1983).

It is now clear that thyroid hormones (TH) have a
significant impact in modulating amphibian Iiver
organelles function and biogenesis. TH-induced
changes in tadpole liver organelles described to date
include an apparent proliferation of endoplasmic
reticulum, a marked morphological alteration of both
mitochondria and endoplasmic reticulum (Tata,
1967; Cohen, 1970; Atkinson, 1971), an increase
in mitochondrial and microsomal protein mass
(Brucker and Cohen, 1976), a differential alteration
in membrane cytochrome composition of amphibian

*Author to whom correspondence should he addressed.
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Iiver mitochondria (Brucker and Cohen, 1976), an
increased content of carbamyl phosphate synthetase
l in the mitochondriaJ matrix volume (Cohen, 1970),
an enhancement in the rate of incorporation of
isotopically labeled precursors into mitochondrial
DNA (Campbell et al., 1969; Atkinson, 1971; At
kinson et al., 1972), phospholipids and protein (Tata,
1967). However, the effect of TH on oxidases of
amphibian liver peroxisomes has not as yet been
investigated. Therefore, the aim of the present study
has been to investigate the changes occurring in the
activities of peroxisomal enzymes during amphibian
spontaneous and triiodothyronine (T))-induced met
amorphosis in order to define the effect ofT» a more
potent hormone than thyroxine (Kistler et al., 1977)
on the enzyme profiles of peroxisomes.

MATERIALS AND METHODS

Animalf

Experiments were carried out on two anuran amphibian
species: Xenopus laevis and Alytes obstetrieallS.

Xenopw adults were purchased from SEREA-CNRS
(Argenton l'Eglise; France). Embryos were obtained by
injecting adult pairs of Xenopus laevis with chorionic gonad
otrophin (I.S.H. Labs, Paris, France) as described by Singal
and Sanders (1974). Tadpoles were fed with boiled spinach
and staged according to the standard criteria of Nieuwkoop
and Faber (1956).

Alytes obstetrican.r larvae were collected from ponds of
the Montpellier area (South of France). They were fed ad
libitum with boiled salado Their developmental stages were
detennined according to Taylor and KoUros (1946). In
order to prevent the release of endogenous thyroid hor
mones, premetamorphic larvae were maintained at 15°C in
tap water containing 0.58 mM propylthiouracyl (Sigma,
Saint·Louis, USA). The solution was changed every week.
This treatment arrested development at the premetamorphic
stage but did not inhibit growth, so that at the time of use
which wU always at least one month in propylthiouracyl,
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dependent HP2 production by the method of Allain et al.
(1974). The reaction mixture contained, in a total volume of
1 ml, the following constituents: 50 mM potassium phos
phate (pH 8), 0.082 mM 4-aminoantipyrine (Prolabo, Paris,
France), 1.06 mM phenol (Merck, Darmstadt, RFA)
0.01 mM FAD for o-amino acid oxidase and FAO, or
0.01 mM FMN for urate oxidase (FAD and FMN were
purchased from Boehringer, Mannheim, RFA), 0.8 lU of
horse radish peroxidase (Sigma chemical Co, Saint-Louis,
USA) and the homogenate at a final dilution of 1/500. The
reaction was carried out at 20°C by adding the appropriate
substrate: 50 mM o-proline for D-amino acid oxidase,
0.1 mM uric acid for urate oxidase and 0.5 mM lauroyl CoA
for F~O. Substrates were purchased from Sigma Co. The
~ormatlon of HP2 was measured by fol1owing the increase
10 absorbance at 500 nm. A molar extinction coefficient of
48 x lOS mol/ml/cm was used. Oxidase activities were ex
pressed as milliunits, i.e., nmol per min and per g tissue
(total activity) or mg protein (specific activity).

2

Fig. 2. Catalase activity in liver of X. laevis during sponta
neous metamorphosis. 1, premetamorphosis; 2, adult.

RESULTS

Sponraneous metamorphosis

Three stages were selected during the spontaneous
post-embryonic development of Alytes obstetricans:
premetamorphosis (stages X-XII), late prome·
tamorphosis-onset of climax (stages XVIII-XX) and
post-elimax (stage XXV). In Xenopus laevis, prame
tamorphic tadpoles (stage 55) and young adults (2
years old) were used.

Developmentai patterns of catalase activity

The developmental patterns of catalase activity in
liver of Alytes obstetricans and Xenopus laevis are
iIlustrated in Figs 1 and 2.

In Alytes tadpoles, total catalase activity increased
in liver throughout metamorphosis (Fig. 1). In
prometamorphic tadpoles, the total activity of Iiver
catalase was at most 1.8 times that found in pre
metamorphic larvae. An increase of the same ampli
tude was noted in the specifie activity of catalase from
pre- to prometamorphosis. Thereafter, the specifie
activity slightly decreased up to post-climax while the
total activity continued to increase. This discrepancy

the resulting thyrostatic tadpoles were considerably larger
than normal animaIs at the same developmental stage
(Hughes and Astwood. (944).

Spontaneous and triiodothyronine-induced melamorphosis

For Xenopus as well as Alytes tadpoles. onset of sponta
neous metamorphosis was obtained by transferring larvae in
tap water at 20'C ± [oC. ln induced metamorphosis. thyr,
ostatlc tadpoles of Alytes obstetricans were selected at stages
X-XII and Immersed 10 a propylthiouracil solution enriched
with 5 nM of 3.3',5' triiodo-L-thyronine (T); Sigma Chem
Ical Co, Saint-LouIS. USA) at room temperature. The
solutIon was changed daily during the 17 days of hormonal
treatment. Controls were kept into propylthiouracil solu
t1On.

CAl.

Tissue preparation

Liver was removed and prepared as described in Dauça
et al. (1982b. 1983). ft was then blotted dry and weighed.
Hepatlc tIssues were homogenized in 11.5 vol of ice-cold
bidistilled water with a glass-Teflon homogenizer. at 4°C.
After homogenization. aliquots were taken for protein
assays according to Lowry et al. ([951). Triton X-loo was
added to the homogenates to a final concentration of 1% as
previously reported (Calvert and Menard. 1978; Dauça et al.
1982a.b. 1983) in order to release the enzymes.

Biochemical methods

. The catalase (EC.I. Il.1.6) activity was measured accord
mg to the method of Baudhuin el al. (1964). Briefly, this
enzyme was assayed spectrophotometrically at 20°C by
following the consumption of HP2 at 400 nm. The prepara
tIons were mcubated at O°C for 0, 3 and 6 min in a total
volume of 1060 tll containing: imidazole-HCI buffer pH 7
(21.2 mM), bovine serum albumin 1% and hYdroge~ per
oXlde (263 mM). The reaction was stopped by the addition
of 600 tl [ of a 0.125% (w/v) saturated solution of titanyl
sulphate (Touzart et Matignon, Paris, France) in 2N
H~ S04' and the remaining hydrogen peroxide was deter
mmed by the extinction at 400 nm of the yellow per
oxytltanIum sulphate. The initial hydrogen peroxide con
centration was measured similarly on an unincubated
mixture of the same composition. One unit of activity was
defined as the amount of enzyme causing the destruction of
90% of the substrate in 1 min in a volume of 50 ml under
the assay conditions. Catalase activity was expressed as
"Baudhuin Units" per min and per g tissue (total activity)
or per mg protein (specific activity),

D-amino acid oxidase (EC.1.4.3.3), urate oxidase
(EC.U,).3) and fatty acyl-CoA oxidase (FAO) activities
were assayed by measurement with specific substrates of the

Fig. 1. Catalase activity in live"r of A. obstelricans during
spontaneous metamorphosis. l, premetamorphosis; 2,

prometamorphosis; 3, post-climax.
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Fig. 4. D-amino acid oxidase activity in liver of X. larois
during spontaneous metamorphosis. l, prometamorphosis;

2, adult.

Fig. 5. Urate oxidase activity in liver of A. obstetricans
during spontaneous metamorphosis. l, premetamorphosis;

2, prometamorphosis; 3, post-climax.

1 2

Fig. 6. Urate oxidase activity in liver of X. larois during
spontaneous metamorphosis. l, prometamorphosls; 2,

adult.
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Table 1. Liver prolein conlent during spontaneous and Tl ·induced
metamorphosis

Slage of development Alytes XenopUJ
or lrealment obstetricans laevis

Spontaneous melamorphosis

Tadpole 69 ± 8' n.d.t
(stages X-XII)
Tadpoie 74 ± 8 92 ± 8.7
(slages XVIII-XX)
Juvenile 125 ± 9.6 n.d.
.-\dull n.d. 122 ± 32
T, ·induced melamorphosis
l Days of trealmenl)
Control 91 ± 12.6
~ days 143 ± 22.3
6 days 92 ± 22
8 days 142 ± 18
la days 168 ± 16.2
12 days 183 ± 23.7
14 days 170 ± 15.5
17 days 145 ± 21.5

'Mean:: SEM of prolein conlenl expressed as mg prolein/g liver.
tn.d.: nol delenmned.

may be explained by the increase in liver protein
content that occurred during spontaneous metamor
phosis (Table 1) and that has been already reported
by Atkinson (1971).

On the other hand, total and specifie eatalase.
activities in Iiver of prometamorphic Xenopus.
tadpoles was 2.6 and 3.4 fold higher than that
determined in adults (Fig. 2).

Developmental patterns of oxidases

The total and specifie aetivities of D-proline oxidase
in liver of Alytes obstetricians tadpoles inereased
about 3.8 and 2 fold respeetively during spontaneous
metamorphosis (Fig. 3). In Xenopus adults, the total
and specifie aetivities of hepatic D-proline oxidase are
15.8 and 19.3 times higher than that detected in
prometamorphie larvae (Fig. 4).

In metamorphosing Alytes tadpoles, signifieant
variations were not deteeted in the total and specifie
aetivities of hepatie urate oxidase (Fig. 5). On the
other hand, the total and specifie aetivities of urate
oxidase in liver of prometamorphie Xenopus tadpoles
were respectively 2.3 and 1.8 times higher than that
determined in adults (Fig. 6).

Fig. 3. D-amino acid oxidase activity in liver of A. ob
stetricans during spontaneous metamorphosis. l, pre

metamorphosis; 2, prometamorphosis; 3, post-climax.
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Fig. 7. Fatty acyl-CoA oxidase activity in liver of A.
obstetricans during spontaneous metamorphosis. l, pre

metamorphosis; 2, prometamorphosis; 3, post-climax.

The developmental pattern of lauroyl-CoA oxidase
in liver of Alytes obstetricans is shown in Fig. 7.
Significant changes were not observed in total and
specific activities of lauroyl-CoA oxidase during
spontaneous metamorphosis. ft is noteworthy that
under our assay conditions and with the sensitivity of
the method used, we failed to detect any FAü activity
in liver of prometamorphic as weil as adult Xenopus
laevis.

Effect of Tl on catalase activity

It was found that during an initial 4 day period, the
total and specifie activities of liver catalase decrease
markedly when compared with controIs (Fig. 8). A
two-fold increase in total and specifie activities of
catalase was noted between 4 and 6 days of
Tl-treatment. Thereafter, the hepatie catalase activity
remained at the high level up to day 17 of hormonal
treatment (Fig. 8).

DISCUSSION

Our results eonfinn and extend those doeumenting
the presence of peroxisomal enzyme activities in the
liver of amphibian species. Bioehemical assays as weil
as electron microscopie cytochemieal techniques have
demonstrated the presence of catalase in the adult

Effect of Tl on oxidase activities

After 4 days of Tl treatment, a 3 to 4 foid decrease
was found in the total and specific activities of hepatic
D-proline oxidase. Subsequent to this 4 day initial
period, treatment with triiodothyronine resulted in a
significant increase in the enzyme activity which
reached high values by day 10, then remained rather
constant up to day 17 (Fig. 9).

High individual variations were observed in the
total and specifie activities of urate oxidase during
Tl -treatment. Nevertheless as illustrated in Fig. 10,
the total and specifie activities of liver urate oxidase
in 4 day Tl -treated tadpoles were higher than that
noted in controls. Thereafter the enzyme activities
tended progressively to decrease (Fig; 10).

As shown in Fig. II, no significant changes were
noted in the total and specifie activities of tiver
lauroyl-CoA oxidase throughout Tl -induced meta
morphosis except a decrease during the 4 day initial
period. The activity of this f3 -oxidation enzyme ex
hibited in liver of TH-treated tadpoles values in the
same range than that determined during spontaneous
metamorphosis (Fig. 7).
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Triiodothyronine-induced metamorphosis was per
formed only on thyrostatic tadpoles of Alytes ob·
stetricans since enough tissue can be obtained from a
single animal at any hormonal treatment stage. After
14 days of immersion in Tl' treated tadpoles began
to leave the hormonal solution, although Tl treat
ment was continued up to 17 days. As already
emphasized, during the normal development of Al
ytes obsietricans tadpoles, a significant inerease was
noted in the liver protein content during Tl -induced
metamorphosis (Table 1).
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liver of Gymnophiona: lchthyophis glutinosus (Gor
gas and Storch, 1984) and Anura: Rana pipiens
(Visentin and Allen, 1969; Scott et al., 1969), Rana
catesbeiana (Dauça et al., 1982b; Fujiwara et al.,
1987), Rana ridibunda perezii (Barja de Quiroga et al.,
(985), Xenopus laevis (Dauça et al., 1982b), Bombina
orientalis (Hayashi et al., 1984), Bufo marinus (Roe1s
et al., 1970, Jones et al., 1981) and Discoglossus pictus
(Barja de Quiroga et al., 1985). Our present in
vestigation shows that cata1ase is aIso present in liver
homogenates of Alytes obstetricans. The presence of
this enzyme has also been reported in the kidney
(Scott et al., 1969; Roels et al., 1970; Dauça et al.,
1982b), th yroid (Picheral, 1972), pancreas (Picheral,
1972; Trandaburu, 1980: Dauça et al., 1982b), uri
nary bladder (Goodman et al., 1980; Jones et al.,
1981, (982), intestine (Dauça et al., 1982a), heart and
brain (Barja de Quiroga et al., 1985), interrenal cells
(Berchtold, 1975) and fat body adipocytes (Davis et
al., 1986) of adult amphibians. In addition to catalase
activity, the activities of several oxidases invo1ved in
the production of hydrogen peroxide have been de
tected in hepatic tissue of adu1t amphibians. The liver
homogenates of adult Alytes obstetricans and Xeno
pus laevis contain o-amino acid oxidase and urate
oxidase. This observation is in good agreement with
previous reports indicating that purified peroxisomes
fromadu1t amphibian liver are characterized by their
content of :t -hydroxy-acid oxidase, o-amino acid
oxidase (Scott et al., 1969), urate oxidase (Scott et al.,
1969; Visentin and Allen, 1969; Fujiwara et al., 1987),
allantoinase and allantoicase (Visentin et al., 1969;
Takada and Noguchi, 1983; Noguchi et al., 1986),
FAO (Hayashi et al., 1984). Of particu1ar interest is
FAO. The activity of this enzyme was detected
spectrophotometrically in 1iver of Alytes obstetricans
at all developmental stages studied while under our
standard conditions we failed to detect any FAO
activity in prometamorphie and adult Xenopus laevis.
Further investigations with more sensitive techniques
using for example fluorescence, are needed before to
assume that the peroxisomal fJ ·oxidation system does
not exist in aU anuran species.

We have reported herein the developmental pat
terns of hepatic peroxisomal enzymes during sponta
neous metamorphosis of Alytes obstetricans tadpoles.
The present investigation shows that the total and
specific catalase activities inerease during the post
embryonie development of Alytes tadpoles. Similar
results have been reported from our laboratory dur
ing metamorphosis of Rana catesbeiana tadpoles. In
this latter species the increase in hepatie eatalase
activity coincides with a rise in the number of hepa
toeyte peroxisomes (Dauça et al., 1982b). It is inter
esting to point out that the increase in liver catalase
activity during the larval and juvenile development of
Alytes obstetricans is paraUeled by inereases in oxi
dase activities. The total and specifie aetivities of liver
o-amino acid oxidase inerease steadily throughout
the entire development of Alytes obstetricans. The
urate oxidase and FAO activities showed slight in
creases mostly during the larval period. These results
suggest that as the post-embryonie development pro
ceeds the peroxisomal oxidases are more and more
involved in the hepatocyte metabolie pathways. The
funetion of o-amino acid oxidase remains somewhat

puzzling as o-amino acids do not ongmate phys
iologicaUy in the animaIs cells. However, they have
been found in b100d conceivably from the intestinal
fiora (Hoeprich, 1965). Urate oxidase is a participant
in the sequence of enzymes responsible for the de
gradation of purines which catalyzes the oxidation of
uric acid to allantoin. It is to be reeaIled that the
degradation of purines to urate is common to aIl
animal species while the degradation of urate is much
less complete in higher animaIs (White et al., 1973).
The presence of aIlantoinase and allantoicase located
in the same protein molecule in amphibian liver
peroxisomes has been reported by Takada and
Noguchi (1983). The enzyme allantoinase hydrolyzes
allantoin to allantoic acid which in amphibians is
ultimately cleaved to glyoxylic acid and urea by the
allantoinase/allantoicase complex (Noguchi et ai.,
1986). The third peroxisomal enzyme studied, i.e
FAO is an enzyme involved in the fJ -oxidation system
which degrades medium· and long-ehain acyl-CoA. It
is very 1ikely that the changes in peroxisomal oxidase
activities contribute to a large extent to the bioehem
ical modifications observed in hepatocytes during
spontaneous metamorphosis of Alytes obstetricans. A
strikingly different deve10pmental pattern of cata1ase
and urate oxidase activities is observed during the
deve10pment of Xenopus laevis as those enzymes
showed higher activities in liver of premetamorphie
tadpo1es than in adu1ts. On the other hand, the
transition from larval to adult life is marked by a
drastic increase in the total and specifie activities of
o-amino acid oxidase in the liver of Xenopus laevis.
The very different developmental patterns of per
oxisomal enzymes observed during the post
embryonie development of Alytes obstetricans and
Xenopus laevis are possibly related to differenees in
the physiology of these two species. In Alytes ob
stetricans, the aquatic ammonotelie larvae beeome
terrestrial ureotelie adults. Xenopus laevis remains
aquatie and ammonote1ic throughout life. In light of
these observations, it should be of particular interest
to determine whether peroxisomes play a role in this
adaptation to a terrestrial habitat.

The present study also provides sorne insight about
the effects of triiodothyronine on amphibian liver
peroxisomes. It was observed that during an initial 2
to 4 day period, the total and specifie activities of
catalase, o-amino acid oxidase and urate oxidase of
liver Alytes obstetricans exhibited marked deereases
when compared to that of thyrostatic tadpoles. Such
a decrease in the specifie activity of catalase has not
been observed by Dauça et ai. (1983) during thyr
oxine (T4)-induced metamorphosis of Rana cates
beiana tadpoles. The discrepancy may be due to: (1)
the difference in species; (2) the absence of pre
treatment of tadpoles with propylthiouracil in the
preliminary report; (3) the use of T4 instead of TJ.
However, subsequent to that initial period,
TJ-treatment resulted in increases in total and specifie
activities of catalase, o-amino acid oxidase and urate
oxidase in Uver of Alytes obstetricans tadpoles. In
contradistinetion to the effect of triiodothyronine on
these peroxisomal enzymes, there was no significant
effect on the activity of the FAO enzyme. We have
already emphasized that during T4 -induced meta
morphosis of Rana catesbeiana tadpoles, a slight
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increase was observed in hepatic catalase activity by
day 3, followed by a prominent rise by day 9. The
changes in catalase activity were concomitant with an
increase in the abundance of Uver peroxisomes
(Dauça et ai. 1983). Recent evidence has indicated
(hat prolonged administrations of triiodothyronine
(Fringes and Reith, 1980) or thyroxine (Just et ai.,
1982, 1983) cause a remarkable increase in the num
ber of rat hepatocyte peroxisomes. Treatment of rats
for ten days with thyroxine raises hepatic catalase
activity by 68 % (Just et ai., 1982). It was also
observed by these authors that a new peroxisomal
population was fonned under the influence of thyroid
honnones, exhibiting a characteristic change in their
size, their mean equilibrium density in sucrose gra
dients and their enzyme pattern. Results obtained
during spontaneous metamorphosis, i.e when the
plasmatic level of endogenous TH increases at clio
max, and during T3 -treatment of Aiytes obstetricans
tadpoles are in good agreement with those reported
in mammals. Comparison of data from spontaneous
and T3 -induced metamorphosis leads to the conclu·
sion that TH do influence the liver peroxisome
enzyme activities.

It is now weil established that TH have a significant
impact, at least in certain tissues of higher eu·
karyotes, on mitochondrial function and biogenesis.
The TH status influences the cellular level (Tata,
1967; Reith et ai., 1973; Beckingham-Smith and Tata,
1976), turnover rate (Katyare et ai., 1970; Gross,
1971), the ultrastructure (Roodyn et ai., 1965; Kad
enbach, 1966; Bennett et ai., 1970; Cohen, 1970;
Atkinson, 1971; Cohen et ai., 1978), endogenous
enzyme specifie activities (Lee et ai., 1959; Tata et ai.,
1963; Lee and Lardy, 1965; Kadenbach, 1966; Sell·
inger et ai., 1966; Tarentino et ai., 1966; Tata, 1967;
Cohen, 1970; Katyare et ai., 1970; Okamoto, 1971;
Brucker and Cohen, 1976; Cohen et ai., 1978), and
membrane cytochrome composition (Tata et al.,
1963; Roodyn et al., 1965; Kadenbach, 1966) of
mitochondria. We may conclude from our results
that peroxisomes are also, either directly or indi·
rectly, target organelles of TH. They probably act
co-operatively with mitochondria during spontane
ous and TH·induced metamorphosis.
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ABBREVIATIONS

CoA, coenzyme A ; DAAOxase, D-amino acid oxidase ; DAB, 3-3' diaminobenzidine
tetrahydrochloride ; EDTA, ethylenediaminetetracetic acid ; FAD, flavin adenine
dinucleotide ; FAOxase, fatty acyl coA oxidase ; H202, hydrogen peroxide ; KCN,
potassium cyanide ; MOPS, (3-[N-morpholino]propanesulfonic acid) ; NAD+, NADH,
(reduced) nicotinamide adenine dinucleotide ; PBE, enoyl-CoA hydratase/3-hydroxy
acyl-CoA dehydrogenase



SUMMARY

Liver peroxisomes of two anuran amphibian speeies, Rana esculenta and

Xenopus laevis, were srudied in untreated and in elofibrate-treated adults by means of

eomplementary teehnieal approaehes, i.e, ultrastructural cytochemistry, cell fraetionation

and marker enzyme aetivity assays. In untreated adults, hepatic peroxisomes were found

to be very searee in Xenopus when eompared ta Rana. Aetivities of catalase, D-amino

acid oxidase and of the three fust enzymes of the peroxisomal ~-oxidation system were

deteeted in the light mitochondrial fractions enriched in peroxisomes and prepared from

livers of both speeies. Administration of clofibrate at a daily dose level of 60 mg (Rana)

and 90 mg (Xenopus) during ten days induced a drastie peroxisome proliferation in Rana

hepatocytes but had no visible effeet on the hepatie peroxisomal population of Xenopus.

The eatalase aetivity and the peroxisomal ~-oxidation system of liver eeUs were enhaneed

in Rana as weIl as in Xenopus. The hepatie D-amino aeid oxidase specifie aetivity was

increased in Rana whereas it remained rather constant in Xenopus. Taking advantage of

the behaviot!of Rana and Xenopus hepatie peroxisomes, the molecular meehanisms of

clofibrate induction is now investigated in the target liver cells of the two amphibian

species.
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INTRODUCTION

Since the earliest ultrastnlctural observations of livers of rats fed clofibrate by

Paget [25], it has been weIl documented that this hypolipidemic agent and other

compounds related or unrelated to clofibrate induce hepatic peroxisome proliferation in

rodents and sorne non-rodents [10, 14,16, 22, 23, 26, 27, 29, 32, 34]. In addition,

conspicuous increases of fatty-acid p-oxidation activity and modifications of other

peroxisomal enzymatic activities were also noted in the livers of those peroxisome

proliferator-treated animals (for reviews see Reddy et al [28] and Hawkins et al [12]).

Despite the important number of studies showing how the magnitude of these

effects changes in relation to the different species, these investigations were only

restricted to higher vertebrates (avians and marnrnals including primates). So that very

little is known about the effects of these drugs on liver peroxisomes of 10wer vertebrates.

It has ooly been reported [13] that administration of c10fibrate to frog Bombina orientaiis

enhanced sorne enzyme activities of hepatic peroxisomes but changes in the number, size

and shape of the peroxisomal population were not analyzed.

Therefore, the airn of the present study has been to define more precisely the

effects of clofibrate on the morphological and biochemical features of amphibian liver

peroxisomes.



MATERIALS AND METHODS

Materials

Clofibrate (ethyl 2-(4-chlorophenoxy)-2-methyl propionate), horse radish pero

xidase, D-proline, lauroyl-coenzyme A and coenzyme A were from SigmaChemical Co

(Saint-Louis, MD, USA). Titanyl sulphate and 4-aminoantipyrine were from Touzan et

Matignon and Prolabo (Paris, France) respectively. Phenol was purchased from Merck

(Darmstadt, Germany). Flavin and nicotinamide adenine dinucleotide were from

Boehringer (Mannheim, Gennany).

A nimals and treatment

Experiments were carried out on male adults of two anuran amphibian species :

Rana esculenta andXenopus laevis. Adults were commercially obtained and kept at 20°C

with a lighting rythm of 12/12. Rana and Xenopus were fed ad libitum on insects and

fresh meat, respectively. Clofibrate was given orally via a microsyringue at a daily dose

of about 60 mg (R. esculenta) and 90 mg (X. laevis) for ten days. Then, the animals

were anesthesized by cooling in ice-cold water and decerebrated. The livers were isolated

and immediately fixed for ultrastructural cytochemistry or used for liver subcellular

fractionation.

Electron microscopy

Liver samples were fixed in 2.8 % glutaraldehyde buffered either with Ml15

sodium phosphate or with 0.1 M sodium cacodylate, pH 7.4, for 1 h at 4°C and washed

in the same buffer for at least 1h. Peroxisomes were identified by demonstrating the

peroxidatic activity of catalase. Tissue slices were incubated for 2 h at 25°C in the alkaline

3-3'-diaminobenzidine (DAB)-medium defined by Novikoff et al [24]. Control samples

were incubated with 0.2 M 3-amino-1,2,4-triazole that blacks the enzyme activity. Both

samples were then washed in cold 0.1 M sodium cacodylate, post-fixed for 30 min in 1%

osmium tetroxide prepared in the same buffer, dehydrated in ethanol and embedded in

Araldite/epon mixture (v/v).

Thin sections (50-100 nm) were stained with uranyl acetate and lead citrate [31]

and examined in a Zeiss EM9S2 electron microscope.



Liver subcellular fractjonation

Whole liver homogenates (10 % w/v) were handly prepared in ice-cold buffer

consisting of 0.25 M sucrose, 1 mM EDTA, 5 mM MOPS and 0.1 % ethanol (pH 7.4)

with the aid of a glass-teflon Potter homogenizer. Fractionation was performed according

to the method of De Ouve et al [9]. Nuclear (N), heavy mitochondrial (M), light

mitochondrial (L), microsomal (P) and supernatant (S) fractions were obtained by

centrifugation at 700 x g for 10 min, 3000 x g for 10 min, 15000 x g for 20 min and

100.000 x g for 40 min, respectively. Centrifugations were carried out in a Kontron

ultracentrifuge (model T 2055) with a TF[ 50.13 rotor. AIl pellets were resuspended in

0.25 M sucrase. Aliquots were taken for protein assays [21]. Triton X-100 was added to

the homogenates to a final concentration of 1 % in order to release the peroxisomal

enzymes as previously reported [6-8].

Enzyme assays

The catalase activity was measured according to the method of Baudhuin et al [2].

Briefly, the preparations were incubated at O°C for 0, 3 and 6 min in a total volume of

1060!Jl containing 18.9 mM imidazole-HCl buffer (pH 7),0.1 % bovine serum albumin,

1.85 IlM hydrogen peroxide and the homogenate at a final dilution of 1/2000. The

reaction was stopped by the addition of 600 !Jl of a 0.125 % (w/v) saturated solution of

titanyl sulphate in 2N H2S04, and the remaining hydragen peroxide was determined

spectrophotometrically at 20°C by the extinction of the yellow peroxytitanium sulphate at

400 nm. The initial hydrogen peroxide concentration was measured similarly on an

unincubated mixture of the same composition. The breakdown of hydrogen peroxide

followed fIrst-order kinetics. Catalase activity was expressed as nmol substrate convertes

per min and per g tissue or per mg protein.

D-amino acid oxidase (DAAOxase) and fatty acyl-CoA oxidasè (FAOxase) were

assayed by measurement with specific substrates of the dependent H202 production by

the method of Allain et al (1] with sorne modifications concerning the substrate

concentrations. The reaction mixture contained in a total volume of 1 ml, the following

constituents : 50 mM potassium phosphate (pH 8), 0.082 mM 4-aminoantipyrine, 1.06

mM phenol, 0.01 mM FAD, 4 ru of horse radish peroxidase and the preparation at a

fInal dilution of 1/500. The pH of the solution was adjusted to pH 8 as preliminary

assays have revealed that it was the pH optimum for DAAOxase and FAOxase. The
reaction was carried out at 200 e by adding the appropriate substrate : 50 mM D-proline



for DAAOase and 500 llM lauroyl-CoA for FAOxase. The fonnation of H202 was

measured by following the increase in absorbance at 500 nm. A molar extinction

coefficient of 48.105 moVm1Jcm was used.

The enoyl-Co hydratasel3-hydroxy acyl-CoA dehydrogenase simply referred to as

peroxisomal bifunctional enzyme or PBE in this paper was estimated as described by

Lazarow and De Duve [18]. The method was based on the increase in absorbance at 340

nm due ta reduction of NAD+, in the presence of KCN to prevent reoxidation of the

NADH fonned. The assay was perfonned at 20°C in 30 mM potassium phosphate buffer,

pH 7.4, containing 200 llM NAD+, 50 llM CoA, 1 mM KCN, 12 mM dithiothreitol,

0.15 mg/ml bovine serum albumin, 0.04 % (v/v) Triton X-lOü and the preparation at a

final dilution of 1/400. The reaction was started by adding lauroyl-CoA ta a final

concentration of 50 llM. A molar extinction coefficient of 6.3.103 moVmVcm was used.

The oxidase activities were expressed as units or milIiunits, i.e, mmol or nmol

respectively per min and per g tissue or per mg protein.

Statistical analyses

AlI results were calculated as the mean ± standard deviation. Comparison

between the treated animals over the contraIs were computed by the Student's t test.



RESULTS

Morphological changes in liver

In normal Rana liver ce1ls incubated in the complete-DAB medium, aIl

peroxisomes showed an unifonn intense reaction of their matrix (Fig. lA). The catalase

positive structures were few, usually spherical and their mean diameter measured either

0.55 ± 0.08 /lm (60 %) or 0.32 ± 0.06/lm (40 %). Ten days of treatment with clofibrate

at a 60 mg daily dose level resulted in a substantial increase in the number of

peroxisomes in all hepatocytes (Fig. lB). As a consequence of the drug treatment, sorne

peroxisomes (15 %) were elongated and had a 0.57 ± 0.08 /lm diameter, others (85 %)

were round shaped and sma1ler (0.34 ± 0.08 /lm in diameter). In addition there was

conspicuous proliferation of smooth endoplamic reticulum. A close spatial relationship

between endoplasmic reticulum and peroxisomes was common (Fig. lB). Occasionally a

strand of rough endoplasmic reticulum lying within a mitochondrion was seen to encircle

part of a peroxisome (Fig. 1C). Partition or fusion of sorne peroxisomes was clearly seen

(Fig. ID). It is noteworthy that reduced dose levels of clofibrate failed to induce any

morphological changes in Rana liver.

In livers of nonnal Xenopus adults, the DAB-reacted peroxisomes were scarce

whatever the hepatocyte observed at the electron microscopie level (Fig. 2A). They had a

round to ovoid shape, and a diameter ranging from 0.41 /lm to 0.52 /lm. The matrix

appeared finely granular or floculent and the intensity of the catalase reaction was always

lower than that observed in peroxisomes of Rana hepatocytes. The treatment with

clofibrate had no effect on the number, size and shape of peroxisomes even at the high

daily dose level used of 90 mg (Fig. 2 B, C).

Subcellular fractionation

The distribution and the enrichment of peroxisomes after fractionation of the

homogenates prepared from livers of normal and clofibrate-treated Rana and Xenopus

adults are shown in figures 3 and 4. The distribution profile of different peroxisomal

marker enzymes, i.e catalase, FAOxase, PBE and DAAOxase, indicates that peroxisomes

are recovered in the heavy and light mitochondrial fractions. In all animals, a substantial

activity of catalase was also recovered in soluble fraction.



Hepatic index and protein content

The hepatic index is expressed as the liverlbody weight ratio. Table l shows that

clofibrate treatment induced a significant decrease (p < 0.0 l) in Rana hepatic index

whereas it had no effect in that of Xenopus.

Total cellular proteins expressed in mg per g fresh liver weight showed no

significant changes in Rana but exhibited a 25 % decrease in Xenopus. In addition a 1.6

and 1.4- fold increase was observed in the protein content of the peroxisome-enriched

fraction prepared from Rana and Xenopus livers, respectively (Table 1).

Peroxisomal enzyme activities

The changes in peroxisomal enzyme activities as measured in the liver

homogenates and in the light mitochondrial fractions are summarized in Tables II and III.

Ten days of clofibrate treatment induced a 1.4-2.1-foid increase of catalase

activity (U/mg of protein) measured in the liver homogenate of Rana and Xenopus

adults, respectively. After measurement in the peroxisome-enriched fraction, there was a

1.6-1.8-fold increase for Rana andXenopus respectively.

The peroxisomal ~-oxidation system was also found to be enhanced by

administration of the drug. In treated Rana adults the capacity of the test liver

homogenates to oxidize lauroyl-coA was 1.4- (for FAOxase) and 2.0-fold (for PBE)

greater than the controls when activities were expressed as mU/mg of totalliver protein

(Table II). On the other hand, under same assay conditions, we were unable to detect any

enzyme activity of the peroxisomal ~-oxidation system in the liver homogenates of

clofibrate treated and untreated Xenopus adults. In addition, a I.4-2.3-fold increase was

noted for FAOxase and PBE specific activities measured in the light mitochondrial

fractions of treated Rana aduits as compared to the controls (Table lm. We point out that

in treated and untreated Xenopus, the activities of the peroxisomal ~-oxidation enzymes

were detectable in the light rnitochondrial fractions whereas they were not in the liver

homogenates. In this amphibian species, assays of FAOxase and PBE activities in the

peroxisome-enriched fractions revealed that the specific activities (mU/mg of protein) of

these enzymes were enhanced 1.6- and 1.I-fold, respectively, by clofibrate treatment. A

1.2- and 3.8-foid increase was noted when FAOxase and PBE activities in the

peroxysome-enriched fractions were expressed as mU/g of liver.

There was a 1.5- and 1.6-fold increase of total DAAOxase activity (mU/g of liver)

in liver homogenates after clofibrate treatrnent of Rana and Xenopus adults, respectively.

When DAAOxase activity in liver homogenates was expressed as mU/mg of total liver

protein, a 1.5-fold increase over the controis was noted for Rana whereas the enzyme



activity remained rather constant for Xenopus. Activities of DAAOxase determined in the

light mitochondrial fractions and expressed as mU/mg of protein or mU/g of liver,

elevated 2- and 3.3-fold respectively, after clofibrate treatment of Rana esculenta. They

were raised only 1.1- and 1.4-fold, respectively, in the liver light mitochondrial fractions

of treated Xenopus.



DISCUSSION

Liver ceUs of nonnal Rana esculenta and Xenopus laevis show sorne differences

10 the morphological and biochemical features of their peroxisomes. Under same

cytochemical conditions, hepatic DAB-positive structures were found to be scarce in

Xenopus whereas their presence was easily demonstrated in Rana. Comparison of the

peroxisomal enzyme activities reveals that they were always higher in liver homogenates

of Rana than in Xenopus. It is noteworthy that under our assay conditions and with the

sensitivity of the method applied, we failed to detect any activity of FAOxase and PBE in

liver homogenates of Xenopus. FAOxase is the first enzyme of the peroxisomal p

oxidation system. It catalyzes dehydrogenation of fatty acyl-CoA leading ta the

production of H202 [11]. PBE catalyzes the second and third reactions of the p-oxidation

cycle yielding 3-ketoacyl-CoA from enoyl-CoA [17]. Casteels et al [4] have also

encountered similar difficulties with the detennination of FAOxase activity in the liver

homogenate of Bombina orientalis. According to these authors sorne components in the

Bombina liver homogenate could interfered with the detection of H202, on which the

acyl-coA oxidase assay is based on. If this interference has prevented us ta measure the

low level of H202 produced in Xenopus hepatocytes, however we may assume that the

peroxisomal p-oxidation system does exist in the liver of this amphibian species as

FAOxase and PBE activities were detected in the peroxisome-enriched fractions. It may

be added that the latter exhibited higher DAAOxase activities in Xenopus than in Rana.

The function of DAAOxase remains somewhat puzzling as D-amino acids do not

originate physiologically in the animal ceUs. However, they have been found in blood

conceivably from the intestinal flora [15]. The differences observed between Rana and

Xenopus liver peroxisomes are the consequence of their respective ontogenie patterns. In

anurans whose spontaneous metamorphosis is characterized by the transfonnation of

aquatic arnrnonotelic larvae into terrestrial ureotelic adults, the number, size, catalase and

DAAOxase activities of hepatic peroxisomes have been reported to increase during post

embryonic development [5, 7]. On the other hand during metamorphbsis of Xenopus

laevis, a species which remains aquatic and ammonotelic throughout life, no change is

observed in the number of liver peroxisomes whereas a significant decrease in catalase

activity and a drastic elevation of DAAOxase activity are notOO [5, 7].

Our results confmn and extend those of Hayashi et al [13] documenting the

effects of clofibrate on liver peroxisomes of terrestrial Bombina orientalis adults. The

present study shows that administration of clofibrate to Rana esculenta and Xenopus

laevis adults results in significant changes of most peroxisomal enzyme activities. Under

clofibrate treatment of anuran species, differences were observed in the hepatic



DAAOxase specifie activity as the latter was found to be enhanced in Rana esculenta, to

remain rather constant in Xenopus laevis and to be diminished in Bombina orientalis.

This study also demonstrates clearly that clofibrate induces in Rana liver cells a slight

increase in the amount of smooth endoplasmic reticulum and causes a notable

proliferation of the peroxisomal population. A similar situation was noted in higher

vertebrates with the administration of chemicals possessing hypotriglyceridemic

properties [12]. Nevertheless if these agents induce hepatic peroxisome proliferation in

sorne amphibian, avian and mammalian species it should be emphasized that their effects

in the peroxisomal enzyme activities are more important in higher (particularly in radents)

than in lower vertebrates. In addition a variability in peroxisomal size was observed in

Rana under the drug treatment. Presumably, the increased number of peroxisomes that

are smaller than normal represents a true proliferation because the increase was present in

aIl zones of the hepatic lobule and was accompanied by a simultaneous increase in

peroxisomal catalase and oxidase activities. Recent studies revealed that peroxisomes do

not originate from other organelles such as endoplasmic reticulum but arise from

preexisting peroxisomes [3, 19]. In the present study, it is very likely that fission of

peroxisomes does exist in Rana hepatocyte after clofibrate treatrnent. On the other hand

no hepatic peroxisome proliferation was observed in treated Xenopus despite the high

dose level used. For this amphibian species the results presented herein demonstrate that

clofibrate is capable of elevating the activities of the main peroxisomal enzymes without

causing an evident proliferation of the organelle. A sirnilar result has been obtained when

female rodents were treated by clofibrate [20]. Thus in Xenopus liver cells, the dose

response for peroxisomal enzymes apparently differs from the dose response for

proliferation.

These results together with those of other workers [14, 18, 20, 23, 30, 33]

further substantiate the conclusion that clofibrate exerts a specifie and delicate regulation

of the peroxisomal abundance and enzymatic composition. On the basis of the very

similar effects of clofibrate and thyroid hormones [5, 8] on the behavior of Rana and

Xenopus hepatic peroxisomes, those two anuran amphibian species could represent

good biological models to explore and compare the molecular mechanism of induction of

these peroxisome prolifer~tors in the target liver cells.
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Fig. 1 : Electron micrographs of liver cells from control (A) and clofibrate-treated Rana

esculenta (B, C and D).

A : A few large DAB-positive structures are c!early seen x 8000. B : Note the presence

of numerous small peroxisomes. Sorne exhibit elongated profiles. x 10500. C : Close

spatial relationship between a mi tochondrion, tubule of smooth endoplasmic reticulum

and a peroxisome. x 19000. D : Formation of new peroxisomes by partition. x 34600.

M : mitochondrion, N : nucleus, P : peroxisome, ER : endoplasmic reticulum.

bar = 0,51lm

Fig. 2 : Electron micrographs of liver cells from control (A) and clofibrate-treated

Xenopus laevis (B, C).

A : Catalase-positive structures are very scarce in hepatocytes. Sorne of them are seen

adjacent to mitochondriae. x 6000. B : The clofibrate treatrnent had no apparent effect on

the number of peroxisomes. x 7500. C : A clofibrate-treated hepatocyte containing

severa! peroxisomes adjacent to lipid droplers. x 16000. G : glycogen : LD : lipid dropler;

M : mitochondrion ; N : nuclear ; P : peroxisome.

bar =1 Ilffi

Fig.3 : Subcellular distribution of hepatic peroxisomal enzyme activities in normal

(strippled areas) and clofibrate-treated (white areas) Rana adults. Homogenates were

fractionated as described in Materials and Methods. The ordinates represent specifie

activities. The abscissas indicate relative cumulative proteins content; N, M, L, P and S

represent nuclear, heavy mitochondrial, light mitochondrial, microsomal and supernatant

fractions, respectively. A : catalase ; B : Lauroyl-CoA oxidase ; C : Peroxisomal

bifunctional enzyme ; D : D-amino acid oxidase.

Fig. 4 : Subcellular distribution of hepatic peroxisomal enzyme activities in normal

(strippled areas) and clofibrate-treated (white areas) Xenopus adults. For explanations

see legend of Figure 3.



Table 1: Effect of clofibrate on hepatic index and on protein content of liver and of

peroxisome-enriched fraction from Rana esculenra and Xenopus laevis

adults.

The peroxisome-enriched fraction corresponds to the light mitochondrial

fraction. Results are expressed as mean ± standard deviation. Number in

square brackets corresponds to the number of individual experiments.

Number in parentheses corresponds to the increase factor as compared to the

control at +P < 0.05 and *p < 0.01.

Hepatic index Liver protein Protein content
Species Treatrnent Liverlbody content of peroxisome-

weight ratio (w/w) (mglg of liver) enriched fraction
(mglg of liver)

ControIs 3.9 ± 1 118.14 ± 35.21 7.21 ± 2.83
[15]

Rana esculenta

Treated animais 2.3 ± 0.5 111.63 ± 32.53 11.52 ± 0.75
[5] (0.58)* (0.94) (1,59)+

Controis 3.6 ± 0.5 134.38 ± 24.02 4.02 ± 2.27
[5]

Xenopus laevis

Treated animais 3.7 ± 0.8 101041 ± 18.16 5.85 ± 1.28
l7J (1.02) (0.75) (lA5)



Table II: Effect of clofibrate on total peroxisomal enzyme activities measured in liver homogenales of

Rana esculenta and Xenopus laevis

Species Liver CataJase Lauroyl-coA oxidase Peroxisomal bifunCLional D-amino acid oxidasc
homogenaLeS enzyme

U/g liver U/mg DrOl mU/g liver mU/mg prOL mU/g liver mU/mg proL mU/g livcr mU/mg prol

He 135 ± 21 1.39 ± 0.63 111±1O 0.96 ± 0.08 46± 10 0.49 ± 0.27 958 ± 279 7.56 ± 1.09

Rana escuJenJa Hr 269 ± 51 1.92 ± 0.33 115 ± 26 1.34 ± 0.35 87 ± 12 1 ± 0.02 1449 ± 28 11.7±4

HT/He 1.99* 1.38 1.03 1.39i- 1.89i- 2.04i- 1.51* 1.54

He 51 ± 8 0.48 ± 0.08 ND ND ND ND 398 ± 10 6.9 ± 2.8

Xenopus Jaevis Hr 97 ± 9.4 1.01 ± 0.28 ND ND ND ND 630 ± 149 6.7 ± 2.8

HT/He 1.90* 2. lOi- - - - - 1.58* 0.97

Results are expressed as mean ± standard deviation. The statistical significance of the fold innease of enzyme activities from treated animaIs

as compared to controls (HT/Hc) are given at +P < 0.05 and *p <0.01 (Student's 1 test). He: Liver homogenates of controls ;

HT : Liver homogenates of clofibrate-treated animals ; ND : not detectable.



Table III : Alterations in the hepatic peroxisomal enzyme activities of the light mitochondrial fractions from RaM and

Xenopus treated with clofibrate

Species Light Catalase Lauroyl-eoA oxidase Peroxisomal bifuncLionaJ D-amino acid oxidasc
mitoehondrial enzyme

fraction
U/g liver U/mg mU/g liver mU/mg mU/g liver mU/mg mU/g liver mU/mg

Drotein nrotein prOlein prolcin

Le 8.38 ± 2.12 1.59 ±0.2 20.94 ± 3 2.49 ± 0.29 32 ± 4 3.3 ± 0.7 88 ± 17 17 ± 4.6

Rana esculenla LT 28 ± 1 2.56 ± 0.2 39.52 ± 2.50 3.4 ± 0.2 61 ± 2 7.5 ± 0.2 289 ± 39 35 ± 9

LT/l...c 3.34* 1.61+ 1.98+ 1.36+ 1.9* 2.27* 3.28* 2.05*

Le 2.35 ± 1.2 0.60 ± 0.1 8.33 ± 3 1.23 ± 0.19 12.01 ± 1 1.4±O.15 182 ± 29 43.5 ± 5.7

Xenopus laevis LT 6 ± 0.58 1.09 ± 0.29 10.21 ± 2.91 2.03 ± 0.37 46 ± 2 1.6 ± 0.5 254 ± 60 48 ± 1

LT/l...c 2.55* 1.81+ 1.22 1.65+ 3.83* 1.14* 1.39 1.10

Results are expressed as mean ± standard deviation. The Slatistical significance of the fold increase of enzyme activities

from treated animals as compared to controIs (LTILc) are given at +P< 0.05 and *p < 0.01 (Student's t test). Le : light

mitochondrial fraction of controls ; LT: light mitochondrial fraction of clotibrate-treated animais.
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Résumé

La révélation in situ de l'activité de la catalase par cytochimie ultrastructurale a
pennis de suivre l'évolution des peroxysomes hépatiques au cours de la métamorphose
naturelle ou induite par la triiodothyronine (T3) chez les Amphibiens Anoures.

Les activités enzymatiques de la catalase et de diverses oxydases peroxysomales ont
été analysées par dosages spectrophotométriques pendant le développement post
embryonnaire d'Alytes obstetricans et de Xenopus laevis. Des différences s'établissent dans
le comportement des peroxysomes hépatiques entre les animaux dont la métamorphose
s'accompagne d'un changement d'habitat (Alyte) et ceux qui restent aquatiques (Xénope).
Le traitement des larves d'Alytes obstetricans a permis de montrer que les peroxysomes
étaient sensibles à l'action de la T3.

Les effets du clofibrate sur les peroxysomes hépatiques ont été recherchés chez les
Amphibiens Anoures. Cette substance est sans effet apparent sur les peroxysomes des larves
d'Alytes obstetricans. Elle provoque une prolifération des peroxysomes hépatiques ainsi
qu'une induction de leurs enzymes en particuliers celles de la ~-oxydation chez Rana
esculenta adulte (espèce terrestre) et n'induit que les activités enzymatiques peroxysomales
dans le foie de Xenopus laevis adulte (espèce aquatique).

L'expression de la catalase et de la D-aminoacide oxydase post-embryonnaire a été
étudiée chez ces différentes espèces d'Amphibiens par électrophorèse monodimensionnelle et
Western blotting à partir des protéines extraites de fractions hépatiques enrichies en
peroxysomes.

Mots dès : Amphibiens Anoures - Métamorphose - Foie - Peroxysomes - Catalase 
Oxydases peroxysomales - ~-oxydation peroxysomale - Triiodothyronine - Clofibrate.
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