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Summary. Purification of the brain hormone of Nereis diversicolor and Perinereis cultrifera
(Annelida : Polychaeta) by high-pressure liquid chromatography (HPLC).

Five thousand brains inhibiting gametogenesis in Nereis diversicolor and Perinereis cultri-
fera were extracted with cold methanol, giving a micromolecular fraction containing the
whole of the inhibitory activity of the brains. This micromolecular fraction, fractionated
(i) on Sephadex G 25 fine and (ii) on Sephadex G 25 superfine, gave an inhibitory peak (P 5)
in organ culture.

Fraction P 5, purified by high-pressure liquid chromatography, showed an area with
the same biological inhibitory activity as the blank brains.

Introduction.

Chez les Néréidiens, le cerveau contréle le développement somatique ainsi que
la gamétogenése, par I'intermédiaire d’'une hormone libérée au niveau des cellules
neurosécrétrices (Durchon, 1948, 1967 ; Hauenschild, 1956, 1965 ; Clark et Ruston,
1963 ; Schrdder, 1966 ; Dhainaut-Courtois, 1968).

Au moment de la maturité génitale 'animal subit une véritable métamorphose
somatique : I’épitoquie. La Nereis porte alors le nom d’Heteronereis.

Pour les espéces présentant naturellement une épitoquie, cette hormone inhibe
chez les deux sexes les transformations morphologiques et anatomiques et empéche
les animaux de devenir Heteronereis ; une décérébration provoque une épitoquie
prématurée Perinereis culirifera (Durchon, 1948, 1952, 1956) ; Nereis irrorata (Durchon,
1952) ; Perinereis marionii (Durchon, 1952) ; Nereis pelagica (Choquet, 1962) ; Platy-
nereis dumerilii (Hauenschild, 1964a) et Nereis succinea (Malecha, 1967).

Chez toutes les espéces cet effet inhibiteur s’exerce, aussi, sur la gamétogenése
des deux sexes. Chez les males, I'ablation du cerveau déclenche la spermatogenése ;
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elle aboutit & la libération des spermatozoides (Durchon, 1962). Chez les femelles,
par conire, I’évolution des cellules sexuelles en I'absence d’hormone inhibitrice est
plus nuancée et varie selon les espéces (Hauenschild, 1956 ; Clark et Ruston, 1963 ;
Choquet, 1962).

L’activité hormonale du cerveau diminue régulierement au cours de la vie de
I'annélide, pour finalement devenir nulle & I'approche de la reproduction (Durchon,
1960, 1962 ; Hauenschild, 1964a, b ; Durchon et Porchet, 1971).

A partir de ces résultats notre travail a été consacré a isolement et a ia purifi-
cation de I’hormone. A ce jour, aucun auteur n’a pu en effet obtenir ia preuve expéri-
mentale de I'existence de plusieurs hormones au niveau du cerveau (Durchon et
Joly, 1978). Le probléme de I'unicité ou non du principe hormonal ne doit pas cepen-
dant &tre considéré comme résolu. Dans ce but nous exposerons une méthode de puri-
fication par chromatographie liquide de haute pression (HPLC).

Matériel et méthodes.

Il est indispensable pour extraire et caractériser une substance hormonale de dis-
poser d’un test biologique dont les données soient répétitives. Ce test est basé sur I'évo-
lution in vitro des spermatogonies en absence ou en présence d’hormeone cérébrale
{Durchon et Schaller, 1964). Le principe de cette méthode consiste & mettre en culture
organotypique des parapodes de Nereis diversicolor, contenant des spermatogonies,
en absence (cultures isolées de parapodes) ou en présence d’hormone (association
parapode-cerveau).

En culture isolée, donc en milieu anhormonal (température : 20 °C), les sperma-
togonies subissent la méiose au 3¢ jour. Le stade de spermatozoide est atteint au
6¢ jour. Dans le cas d’une association parapode-cerveau, donc en présence d’hormone,
cette derniére assure un blocage de la méiose ; un mois plus tard, les spermatogonies
n'ont subi aucune évolution.

Dans ces conditions, pour évaluer I'efficacité des fractions isolées par voie bio-
chimique, des cultures organotypiques sont effectuées (4 20°C) : d’une part, des
cultures témoins, parapodes isolés dans lesquels les spermatogonies subissent leur
passage au stade de spermatozoides en 6 jours. Une deuxiéme catégorie de témoins
est constituée paYt des associations cerveau-parapode, pour lesquelles la spermatoge-
nése doit &tre absente aprés un mois de culture pour que 'ensemble de |'expérimenta-
tion soit pris en considération (Durchon et Schaller, 1964).

Enfin, les autres séries expérimentales de cultures sont constituées de parapodes,
prélevés sur le méme animal, et placés sur un milieu de culture contenant une fraction
biochimique donnée. Dans le cas ot cette derniére est efficace, on enregistre un retard
dans e temps mis par les spermatogonies pour accéder a laspermatogenése (X jours).
Le degré d’efficacité des différentes fractions est évalué en fonction du temps
X + 6 jours (par rapport aux témoins) ; plus la valeur de X est grande, plus I’effica-
cité de la fraction est élevée.

Invivo, 'ablation des ganglions cérébroides déclenche la maturation génitale chez
les deux sexes ; en outre, tous les caractéres somatiques de |’épitoquie naturelle
apparaissent chez des individus jeunes ayant subi cette opération. Une injection intra-
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ceelomique de la fraction hormonale suffit & prévenir maturation génitale et épito-
quie prématurées.

Préparation du matériel brut. — 5 000 cerveaux prélevés sur des individus jeunes,
sont homogénéisés dans 20 m| d’eau bidistillée. A 'homogénat sont ajoutés 300 ml de
méthanol redistillé refroidi & — 70 °C ; on obtient une précipitation des macromolé-
cules. Aprés centrifugation de I'homogénat & 3 000 g pendant 10 min, on obtient un
sédiment et un surnageant. L’opération est répétée 3 fois sur le sédiment. On récupére,
a chaque fois, le surnageant.

En fin d’expérience on a : une fraction insoluble et une fraction méthanolique
constituée par I’ensemble des surnageants. Le méthanol est éliminé a I'évaporateur
rotatif. La fraction aqueuse résiduelle est alors délipidée par I'éther dépourvu de
péroxyde.

On obtient finalement deux phases : 1° une phase éthérée, 20 une phase aqueuse.
La phase éthérée nous fournit la fraction lipidique et la phase aqueuse la fraction
micromoléculaire (Durchon, Montreuil et Boilly-Marer, 1963) responsable de I'acti-
vité biologique. On entend par fraction micromoléculaire, I’ensemble des constituants
qui n’ont pas précipité sous I'action du méthanol et qui restent solubles dans I’eau.

Fractionnement du facteur micromoléculaire hormonal par tamisage moléculaire. —
Une quantité de fraction « micromoléculaire » correspondant & 1 500 cerveaux est
dissoute dans 1 ml d’eau bidistillée. Cette solution est chromatographiée sur une
colonne de gel de sephadex (hauteur 114 cm ; diamétre 1 cm) G 25 « normal » ou
« medium » et G 25 « super-fine » (Cardon, 1970). Le déplacement des composés est
effectué par passage d’eau bidistillée.

Aprés chromatographie sur G 25 normal une fraction P 2 posséde toute I'activité
biologique.

Cette fraction P 2 est alors purifiée sur G 25 « super-fine » ; seuls les pics P 5 et
P 6 se montrent alors inhibiteurs de la spermatogenése.

Détermination de la masse moléculaire de la fraction hormonale par tamisage molé-
culaire. — On a utilisé une colonne de Sephadex « G 25 fine» (1,3 x 100 cm) (An-
drews, 1964), équilibrée par une solution de tampon acétate 0,05 M additionnée de
0,4 M de NaCl & 20 °C (Kanatani et al., 1971).

Le volume d’élution de la fraction active est comparé d'une part & celui de la
bacitracine par détermination des courbes d’absorption en lumiére ultraviolette &
254 nm et 280 nm, d’autre part & celui de I'ocytocine. Dans ce dernier cas on a recours
a I’essai biologique sur un utérus isolé de rate en preestrus. La masse moléculaire
estimée par ce procédé est de I'ordre de 2 000 daltons. ‘

Purification par chromatographie de haute pression. — L’appareil est un chromato-
graphe « Waters associate » M 6000 A, muni d’un injecteur & boucle de type U 6 K,
d’un détecteur réfractométrique « Differentiel refractometer R 401 » et d'un détec-
teur photométrique a 254 nm (model 440 absorbance detector). L’enregistrement sur
papier est réalisé & I'aide d’'un « Omniscribe recorder Houston instrument ».

La colonne chromatographique est une p-bondapak C 18 Waters assoc. dont les
dimensions sont les suivantes : diamétre inférieur 3,9 mm ; longueur 30 cm.
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La phase mobile consiste en une solution a 40 p. 100 de méthanol distillé, dégazé
dans I'eau bidistillée, elle-mé&me dégazée. Le débit est de 1,4 mi/min. La pression en
téte de colonne est d’environ 1 100 p.s.i. La chromatographie est réalisée & la tempéra-
ture du laboratoire (de 'ordre de 20 oC).

La fraction P 5, résultat de la chromatographie d’une fraction micromoléculaiire
correspondant & 1 500 cerveaux sur « G 25» normal et G 25 super-fine, est reprise
par 5 m! d’eau bidistiliée ; cette solution est centrifugée & 5 000 trs/min pendant 5 min.
On récupére le surnageant, le culot est éliminé. Le surnageant est lyophilisé, repris
par 0,6 ml d’eau bidistiliée ; il est filtré sur millipore 0,45 v, on ajoute av filtrat 0,4 ml
de méthanol redistillé. On obtient ainsi un extrait de 1 500 cerveaux dans 1 mlde
phase mobile.

A I'aide d’une seringue Hamilton spéciale haute pression, on réalise une suite
d’injections de 25 pl, ce qui correspond & un extrait équivalent de 37 cerveaux. Les
fractions correspondantes sont rassemblées et aprés élimination du méthanol & I'éva-
porateur rotatif, elles sont lyophilisées, et testées en culture organotypique.

Résultats.

Les trois fractions : insoluble, éthérée et aqueuse ont été étudiés in vitro et in vivo.
In vitro le test utilisé est I'évolution des spermatogonies contenues dans les parapodes
explantés sur des Nereis diversicolor mdles immatures et cultivés isolément (Durchon
et Schaller, 1963, 1964). Lorsque la fraction micromoléculaire (équivalent de 15 cer-
veaux) est incorporée au milieu de culture, la spermatogenése est retardée de 11 jours
par rapport aux témoins. Les autres fractions sont inactives (Cardon, 1970). In vivo,
des animaux décérébrés (Perinereis cultrifera) regoivent des injections de ces différentes
fractions. Seuls les individus ayant regu des injections de la fraction micromoléculaire
ne présentent ni maturation génitale ni épitoquie précoces.

D’aprés ces résultals, on peut considérer que ’hormone inhibitrice est présente
dans la fraction micromoléculaire.

Fractionnement par tamisage moléculaire.

Les constituants de la fraction « micromoléculaire » sont séparés par chromato-
graphie sur colonne en utilisant des supports tels que le Sephadex G 25 « fine» ou
« medium ». Cette séparation par tamisage moléculaire fournit un diagramme sur
lequel se dessinent de nombreux pics (fig. 1). Cette chromatographie est reproductible.

Les différentes fractions qui absorbent la lumiére ultraviolette et qui correspon-
dent aux pics, sont isolées et incorporées au milieu de culture. Seule la fraction P2
posséde un pouvoir inhibiteur. Elle inhibe la spermatogenése pendant 6 a 7 jours
(pour une concentration équivalente & 15 cerveaux).

La fraction P 2, est sous-fractionnée sur G 25 « super-fine ». Le diagramme obtenu
comporte de nombreux pics (fig. 2). Seuls les deux derniers, parfaitement séparés
se sont montrés inhibiteurs de la spermatogenése : ce sont les pics 5 et 6.

La fraction P 5 a un effet inhibiteur pendant 6 a 7 jours ; la fraction P 6 pendant
5 a 6 jours, soit 24 h de moins que la précédente.
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FIG. 1. — Fractionnement de la fraction « micromoléculaire » sur gel de Sephadex G 25 « medium ».
Colonne (114 cm X 1) ; 15 mg de fraction micromoléculaire dans 1 ml d’eau. Eiuant : eau bidis-
tillée ; vitesse d’élution 8 mi/h ; absorbance mesurée en continu @ 254 nm.
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FIG. 2. — Fractionnement de P 2 sur gel de Sephadex G 25 « super fine ».
Colonne (114 cm X 1) ;15 mg de fraction P 2 dans 1 ml d’eau. Eluant : eau bidistillée ; vitesse d’élution
8 ml/h ; absorbance mesurée en continu & 254 nm.

FIG. 3. — Isolement d’une fraction intermédiaire enire P 5et P 6.

Des mises en culiures ont été pratiquées avec des fractions correspondant au
maximum d’absorption des fractions P 5 et P 6 et avec la fraction intermédiaire c’est-a-
dire la zone qui correspond au retour a la ligne de base (fig. 3). Nous avons alors
constaté un maximum de retard pour la fraction intermédiaire et P5. Celles-ci
inhibent, en effet, la spermatogenése deux fois plus longtemps que la fraction P 6.

Les retards enregistrés, lors des précédentes mises en cultures avec les fractions
correspondant a P 5 et P 6 s’expliquent parfaitement. Au moment de la séparation en
fractions 5 et 6, chacune d’elles contenait une quantité plus ou moins grande de pro-
duit actif. '

En effectuant un isolement des fractions tube par tube et en incorporant chacune
d’elles au milieu de culture, nous avons obtenu par enregistrement spectrophotomé-
trique des courbes, qui, superposées, donnent une courbe d’activité biologique qui
délimite exactement la fraction hormonale (fig. 4).
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FIG. 4. — Fractionnement de P 2 sur « Sephadex G 25 super-fine ».
En trait continu : absorbance mesurée en continu a 254 nm ; tracé discontinu : activité biologique.

Purification par chromatographie liquide-liquide de haute pression.

La fraction hormonale se situe au niveau des pics P 5 et P 6. Celte répartition se
fait & 70 p. 100 dans le pic 5 et la zone intermédiaire 5-6 (fig. 4).

Lorsque P 5, zone intermédiaire, et P 6 sont rassemblés et incorporés aux cul-
tures organotypiques la spermatogenése reste bloquée 10 a 11 jours. Par contre si on
ne conserve que la fraction correspondant & P 5 et & la zone intermédiaire, la sperma-
togenése reste bloquée 6 & 7 jours. On en déduit donc que 70 p. 100 de I'activité bio-
logique est rassembliée au niveau du pic 5 et de la zone intermédiaire.

Nous avons essayé d’améliorer le procédé de purification de cetfte fraction hor-

monale par chromatographie liquide de haute pression.
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FIG. 5. — Résultat d’analyse de la fraction P 5 sur colonne y.-bondapak C 18. La phase mobile consiste
en méthanol-eau (40 : 60 V/V). Le débit est de 1,4 mI/min. La pression en téte de colonne est de
1100 p.s.i. L’absorbance est mesurée a 254 nm. Volume injecté : 25 pul. Vitesse de déroulement du

papier : 5 cm/min.
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Les neurohormones étant de nature peptidique, notre choix s’est porté sur une
colonne y-bondapak-C 18 susceptible de séparer des peptides.
Quatre phases mobiles ont été essayées :
— méthanol-eau-acide acétique 50:50:1, V/V ;
— méthanol-eau-acide orthophosphorique 50:50:0,1, V/V ;
— acétonitrile-eau-acide orthophosphorique 25:75:0,1, V/V ;
— méthanol-eau 40:60, V/V.
(Hancock et al., 1978 ; Hearn, Hancock et Bishop, 1978.)

La chromatographie liquide-liquide de haute pression, & I'aide de cette derniére
phase mobile, nous a donné pour chaque injection 5 fractions majeures et des dia-
grammes particulierement reproductibles (fig. 5). L'incorporation de chacune d’elles
dans les milieux de culture nous a permis de déterminer la zone d’activité biologique.
Il semble que V'activité maximum soit rassemblée au niveau du pic 4 (6 jours d’inhi-
bition de la gamétogenése) et décroit au niveau du pic 5 (4 jours d’inhibition).

Conclusions.

L’isolement de la neurohormone d’origine cérébrale des Néréidiens a été réalisé
& partir de cerveaux prélevés sur des Nereis diversicolor immatures.
Nos résultats permettent d’avancer les conclusions suivantes :

L’extraction méthanolique des cerveaux fournit 3 fractions (macromoléculaire,
lipidique et micromoléculaire) ; seule la fraction micromoléculaire posséde une
activité biologique in vivo et in vitro. Cet extrait micromoléculaire est fractionné par
tamisage moléculaire. Ce procédé de fractionnement et de sous-fractionnement par
filtration sur gel permet d’obtenir deux fractions (5 et 6) actives. Une mise en culture
tube par tube nous a révélé que le principe actif était réparti & 70 p. 100 au niveau
du pic 5 et entre les pics 5 et 6. La méthode de fractionnement sur gel de sephadex
nous a permis d’estimer la masse moléculaire & 2 000 daltons.

Cette fraction active est purifiée de fagon trés satisfaisante par chromatographie
préparative de haute pression. On obtient, par cette méthode, 5 pics, dont 'un (le
pic 4) posséde la majorité de P'activité biologique. Il faut souligner, que cette fraction
correspond & moins de 5 cerveaux et qu’elle permet d’inhiber la spermatogenése
pendant 6 jours, in vitro. Actuellement, le probléme de I'isolement de I’hormone inhi-
bitrice cérébrale des Néréidiens semble &tre en partie résolu ; par contre celui de sa
nature chimique demeure posé. Nous espérons que la fraction 4 issue de la chroma-
tographie en HPLC est dans un état de pureté suffisant, pour envisager I'application
de méthodes analytiques moléculaires (spectrophotométrie de masse, spectrophoto-
métrie en infra-rouge, utilisation possible de la RMN) et accéder & la connaissance
de sa nature et de sa structure chimique.

Regu en juillet 1980.

Accepté en novembre 1980.
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