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Absence de transfert intestinal de protéines
chez la truite arc-en-ciel, Salmo gairdnerii, Rich.
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Summary. Absence of intestinal transfer of proteins in the rainbow trout, Salmo
gairdnerii, Rich.

Previous electron microscopic observations made by some authors have led to the
hypothesis that intact protein molecules might be absorbed by the hind-gut of rainbow
trout (Salmo gairdneri, Rich.). This paper reports a study of serosal transfer of «,-casein
using everted intestinal sacs. The results show that, although protein molecules of
endogenous origin appéared on the serosal side, there was no detectable serosal transfer of
the o -casein initially present in the mucosal compartment. Protein hydrolysis occurred in
the mucosal compartment, whereas nothing similar was observed on the serosal side. Our
results indicate that if there was some uptake of proteins by posterior intestine, it would be
followed by intracellular hydrolysis.

Introduction.

Il est bien connu que l'intestin gréle de certains mammiféres nouveau-nés
transfére des macromolécules, ce qui permet I'acquisition de I'immunité passive
(Morris, 1968). De nombreuses études de ce type d'absorption ont été réalisées
chez différentes espéces animales, notamment chez le Rat (Clark, 1959 ; Jones,
1976 ; Williams et Hemmings, 1978}, la Souris (Hugon, 1971), et le Porc (Bram-
bell, 1958 ; Kraehenbuhl et Campiche, 1969). Ces différents auteurs admettent
que l'absorption de ces substances se réalise par pinocytose. Les vésicules for-
mées par les invaginations de la membrane plasmique entre les microvillosités se
fusionnent pour former les vacuoles. Celles-ci, contenant les anticorps, sont
transférées vers la surface sérosale sans interférence des autres organites cellulai-
res ou se fusionnent dans la région supranucléaire ou les lysosomes peuvent les
dégrader (Kraehenbuhl et Campiche, 1969 ; Rodewald, 1973). De plus, le transfert
intestinal de protéine exogéne, pour des fins nutritionnelles, a été retenu chez la
Carpe adulte {Noalliac-Depeyre et Gas, 1973) et la Truite adulte (Ezeasor et Sto-
koe, 1981).

Si I'on prend en considération 1) que la Truite arc-en-ciel posséde un intestin
court, caractéristique des Téléostéens carnivores, et que son rapport longueur du
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corps sur longueur de l'intestin est d'environ 5 : 6 (Ezeasor et Stokoe, 1980) ;
2) que les besoins en protéines pour une croissance optimale semblent élevés
chez les Salmonidés comparativement a ceux des Vertébrés supérieurs {Luquet et
Kaushik, 1979) ; 3) que la membrane plasmique des entérocytes du segment
intestinal postérieur de la Truite arc-en-ciel, Salmo gairdnerii, Rich. montre des
invaginations, signe avant-coureur de la pinocytose (Bergot, 1976 ; Iwai, 1968) ;
4) que la vaccination par voie orale présente un intérét potentiel indéniable chez la
Truite, nous avons estimé opportun de chercher & quantifier le transfert intestinal
de protéines intactes chez cette espéce.

Matériel et méthodes.

Maintien des poissons. — Des truites arc-en-ciel (Sa/lmo gairdnerii, Rich.} de
23,0 + 2,5 cm (163,2 + 54,0 g), obtenues d'une pisciculture locale (Aulnaie-
sous-Bois, St-Féréol, Québec), sont maintenues en aquarium a raison d'un animal
par 30 litres d’eau. Une photopériode (lumiére : obscurité, 12 : 12) est établie et la
température est maintenue a 12 + 1 °C. Un filtre bactérien nitrifiant (Liao et
Mavyo, 1972 ; Pettigrew et al., 1978) reconditionne I'eau du robinet préalablement
déchlorée par aération. Un renouvellement de I'eau (50 %) est effectué tous les
sept jours afin de diminuer la concentration des nitrates produits par le filtre bac-
térien. Les poissons sont nourris quotidiennement de granulés commerciaux
{firme Ewos) d’'un diamétre de 3,2 mm. Le jour de I'expérience, les animaux fai-
sant I'objet d'étude ne recoivent pas leur ration quotidienne.

Montage intestinal. — Aprés sacrifice de I'animal par traumatisme cranien,
I'intestin postérieur ou rectum {Bertin, 1958 ; Burnstock, 1959) est tout d’abord
libéré des vaisseaux sanguins et des réserves lipidiques. Par la suite, le segment
intestinal est incubé selon la méthode des sacs retournés (Wilson et Wiseman,
1954), I'une des extrémités étant montée sur une canule {Crane et Wilson, 1958).
Les incubations sont réalisées par paires, a une température de 12 + 0,1 °C,
I'une des incubations étant conduite en présence de glucose (20 mM), I'autre sans
glucose. La composition de la solution physiologique (Holmes et Scott, 1960)
apparait au tableau 1.

TABLEAU 1

Composition de la solution physiologique {pH 7,4).

Sel g sel anhydre/|
NaCl .................... 7,41
HCl ... 0,36
CaCly ...t 0,17
MGSO oo 0,15
Na,HPO, ..o 1,60
NaH,PO, ..o 0,40

NaHCOz ................. 0,31
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Nous avons isolé la fraction «, & partir de la micelle de caséine du lait {Sigma
Chemical Company, St-Louis, Mo) selon la méthode de Tripathi et Gehrke (1970).
Une dialyse avec le tampon A (tabl. 2} nous permet de solubiliser la fraction o,
conservée par la suite lyophilisée. Nous avons également utilisé de ' -caséine
commerciale (Sigma Chem. Co., St-Louis, Mo}, de méme comportement électro-
phorétique.

Dans la solution mucosale, la concentration initiale de la caséine «, est de
1 % (P/V) pour des incubations de 30 min {(n = 3) et 60 min (n = 6). Lors des
incubations & une concentration mucosale protéique initiale de 3 % (P/V), la
durée d’incubation est de 30 min (n = 2}. Un barbotage continu d‘air dans la
solution mucosale assure un mélange et un apport en oxygéne adéquats.

Les échantillons de la solution mucosale prélevés durant et aprés l'incubation
sont mélangés avec le tampon B (tabl. 2} afin d’obtenir une concentration protéi-
qgue maximale de 1 mg/ml, cette concentration permettant une bonne séparation
électrophorétique. A la fin de la période d’incubation, la face mucosale du sac
intestinal est soigneusement rincée avec la solution physiologique afin d'éviter
une contamination ultérieure de la solution sérosale, puis épongée. Une incision
est effectuée a I'extrémité libre du sac intestinal et la solution sérosale est récupé-
rée pour étre ensuite ajustée avec le tampon B jusgu’a un volume final de 0,2 ou
0,3 ml. A la suite du mélange avec le tampon B, tous les échantilions sont chauf-
fés a 100 °C (bain-marie) pendant 5 min afin d'éviter une hydrolyse subséquente a
l'incubation. Un volume équivalent d'urée 4 M est alors mélangé a I"échantillon
refroidi, puis une gotitte de bromophénol bleu (saturé dans I'acide acétique 7 %
(V/V) compléte la préparation des échantilions.

Electrophorese du gel. — Les protéines des divers échantillons sont détermi-
nées par électrophorese sur gel de polyacrylamide 7 % (P/V) en présence d'urée
selon la méthode de Jovin et al. (1964), telle que décrite par Simard et al. (1979).
La composition du gel de séparation est décrite au tableau 3. La polymérisation
s'effectue dans des tubes transparents de 5 mm de diameétre intérieur, d'une lon-
gueur de 75 mm. Les tubes sont placés dans une cellule d’électrophorése (Bio

TABLEAU 2

Composition des tampons.

Tampon Réactifs/1 000 ml (H,0)
« A Tris {2/ 521 g
Dialyse Glycine 3453 g
pH 8,2 EDTA NA, 0,64 g
_«B» H3PO, 1 M 128,0 ml
Echantillon Tris 28,5 g
pH 7,8 Urée 10 M 800,0 ml
«Co» Glycine 1440 g
Electrodes Tris 300 g
pH 8,3 a diluer 1:9

‘@) {Hydro-méthyl) amino méthane.
) Acide éthyléne diamine tétraacétique-disodique.
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TABLEAU 3

Composition du gel de séparation.

Réactifs/100 ml (H,0) Volumes '
Acrylamide 280 g
Bis V! 0,735g 1
Urée 10 M 80,0 ml
HCl 1N 120 g
Tris pH 8,9 9,07 g 5
Temed ¢ 0,12 ml
Urée 10 M 80,0 ml
{NH,),S,04 0,28 g 1
Urée 10 M 80,0 ml

e} Méglange des solutions méres ; ™ N, N'-Méthylene - Bis - Acrylamide ; * N, N, N', N’
Tétraméthyl-Ethylénediamine.

Rad’s, model 155) contenant le tampon C (tabl. 2). Les échantillons {50 pl.) sont
déposés sur le gel et la migration s’effectue a une intensité de 4 milliampéres par
tube.

A la fin de la migration, le gel est récupéré et le front de migration est mar-
qué. La coloration, d'une durée d'une heure, est réalisée au moyen du bleu de
Coomassie G-2560 (Reisner et al., 1975). Une fois la coloration stabilisée (24 h,
acide acétique 7 % (V/V), des densitogrammes des gels sont alors réalisés (Den-
sicomp model 445, Electrophoresis densitometer, Clifford Instruments Inc.,
Natick, Ma). L'identification des bandes protéiques est faite par rapport au front
de migration (Rf).

Résultats.

La méthode des sacs retournés nous a permis de déceler I'apparition de subs-
tances dans le compartiment sérosal ainsi que les modifications du contenu
mucosal. Les échantillons de la solution mucosale (n = 7) montrent une
hydrolyse enzymatique de la caséine « (fig. 1). Toutefois, on ne dénote aucun
changement de solution mucosale durant quatre autres incubations supplémen-
tées en D-glucose et trois autres incubations non supplémentées. De plus, le
mélange d’une solution de caséine o 1 % {(P/V) supplémentée en D-glucose avec
la solution mucosale finale (t = 60 min) provenant d'une incubation réalisée sans
protéine (fig. 1) montre une hydrolyse enzymatique.

Les densitogrammes de la solution sérosale des segments incubés en pré-
sence de caséine o, montrent I'apparition de bandes protéiques (fig. 2 et 3). La
mobilité électrophorétique de la caséine o (1,69) et celle de la fraction caséine x
(1,47) servent de référence. Les bandes protéiques de la solution sérosale ont des
rapports de migration de 1,23 ; 1,40 ; 1,57 ou 1,63.

Des séparations électrophorétiques d'un intestin lyophilisé (non incubé) et
consécutives a une incubation dans la solution physiologigue sans protéine ont
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FIG. 1. — Modifications du contenu de la solution mucosale. Densitogrammes de gels obtenus ;
a) des solutions mucosales a ty (----) et & tg {----, ....) de segments incubés en présence de la
caséinex, 1 % (P/V) mucosale supplémentée en glucose (20 mM) ; b} du mélange (t = 5 min,

) d’une solution identique de caséine x¢ avec la solution mucosale finale (t = 60 min)
d'un segment incubé en présence de la solution physiologique sans protéine. Rf. 1,47 : caséine «;
1,69 : caséine ag ; 1,96 : produit d’hydrolyse.
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FIG. 2. — Apparition de protéines dans la solution sérosale. Densitogrammes de gels obtenus a partir
de la solution sérosale finale (t = 60 min) (————) d'un segment incubé en présence d’'une
solution mucosale initiale (----) de caséine %, 1 % (P/V) supplémentée en glucose. Rf. 1,23 : pro-
téine endogéne ; 1,40 : protéine endogeéne ; 1,567 : protéine endogéne ; 1,47 : caséine «; 1,69 :
caséine ag.

FIG. 3. — Apparition de protéines dans la solution sérosale. Densitogrammes de gels obtenus a
partir de la solution sérosale {————) finale (t = 30 min) d’'un segment incubé en présence
d’une solution mucosale initiale (----) de caséine o, 1 % (P/V). Rf. 1,63 : protéine endogéne ;
1,47 : caséine k; 1,69 : caséine x,.
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également été effectuées (fig. 4). Les bandes protéiques de la solution sérosale
ont alors des rapports de migration de 1,21 ; 1,38 ; 1,55 ; 1,63 et 1,84. Le petit
nombre de bandes protéiques révélées pour I'intestin lyophilisé s’explique par une
détection limitée par le type et la concentration du gel. Les caractéristiques du gel
ont été choisies de fagcon a obtenir une migration suffisamment importante de la
caséine o, de méme qu’un empilement maximal {bande mince).

Les résultats présentés a la figure 5 prouvent qu’aucune hydrolyse de la
caséine «g introduite dans le compartiment sérosal n’est détectable aprés une
incubation de 30 min en présence de glucose (20 mM). De plus, I'absence de glu-
cose dans la solution mucosale méne a des résultats (non illustrés) identiques a
ceux que l'on a obtenus en sa présence (fig. 5).
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FIG. 4. — Apparition de protéines endogénes. Densitogrammes de gels obtenus : a) d'un intestin

lyophilisé non incubé (———) et b) de la solution sérosale (----) finale {t = 60 min) d'un

segment incubé en présence de la solution physiologique sans protéine. Toutes les bandes iden-
tifiées correspondent a des protéines d’origine endogéne.

FIG. 5. — Modifications du contenu de la solution sérosale. Densitogrammes de gels obtenus :
al pour une solution de caséine o, introduite dans le compartiment sérosal (----) et b) a la
suite d'une incubation de 30 min {(———) en présence de D-glucose {20 mM). Rf. 1,20 : pro-

téine endogéne ; 1,38 : protéine endogéne ; 1,84 : protéine endogéne ; 1,47 : caséine « ;
1,69 : caséine z,.

Discussion et conclusions.

Dans la présente étude, nous observons une hydrolyse rapide de la caséine
ag mucosale fort probablement causée par une libération d’'enzymes par I'intestin
postérieur (fig. 1). Toutefois, les changements qui surviennent dans la solution
mucosale semblent indépendants de la supplémentation en D-glucose (20 mM).
Lors d'une étude de I'absorption des acides aminés, Bogé et al. (1979) ont d’ail-
leurs démontré que I'apport énergétique nécessaire au transport actif des acides
aminés est endogéne, le glucose de la solution mucosale n'y jouant aucun rdle.
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Nous remarquons également que la solution sérosale ne contient jamais la
fraction caséine o présente initialement dans la solution mucosale. Sachant que,
contrairement au gel en présence de SDS (dodecylsulfate de sodium), dont la
migration est basée sur le poids moléculaire, I'utilisation d'un gel de polyacryla-
mide en présence d'urée permet une séparation électrophorétique selon la charge
de la protéine, on pourrait penser que les bandes retrouvées dans la solution séro-
sale {fig. 2 et 3) sont des fragments de la caséine «,. Cependant, les résultats des
incubations « témoins » (fig. 4) nous démontrent que ces bandes protéigues sont
indubitablement de source endogéne. Il convient de préciser que la concentration
protéique de 3 % (P/V) présente initialement dans la solution mucosale n'a pas
favorisé le transfert sérosal de la caséine «.

L'impossibilité de démontrer un transfert sérosal de la caséine o pourrait
s’expliquer par certaines caractéristiques de cette protéine, telies que la charge, la
conformation, etc. Cette explication ne devrait cependant pas étre retenue, car
les essais d'incubation menés avec une autre protéine aux caractéristiques trés
différentes, I'immunoglobuline du colostrum de bceuf, ont donné des résultats
tout & fait similaires & ceux obtenus en présence de la caséine «g (absence de
transfert sérosal). De plus, I'absence de transfert sérosal de la caséine o ne peut
étre imputable a la non-viabilité du montage expérimental (Marcotte et de la
Noiie, 1983).

Selon lwai (1968}, le mode d’absorption pour les cellules épithéliales de
I'intestin des alevins de Truite est virtuellement le méme que pour d’autres Téléos-
téens, tel le Poisson rouge. Le phénomeéne de la pinocytose dans l'intestin posté-
rieur devrait donc permettre I'absorption de protéines, tout comme dans l'intestin
gréle de certains Mammiféres nouveau-nés. Cependant, Yamamoto (1966) a
démontré que l'intestin de la Truite adulte différe de celui du Poisson rouge. On ne
retrouve pas d’invagination entre les microvillosités des cellules épithéliales, signe
habituel d’activité pinocytosique. Cette différence serait attribuable a la présence
d’'un estomac bien développé chez la Truite adulte. La capacité d'absorber des
macromolécules protéiques par pinocytose serait donc temporaire, comme chez
les Mammiféres. Pourtant, les études au microscope électronique de Bergot
(1976) et de Ezeasor et Stokoe {1981), sur les entérocytes de l'intestin postérieur
de ia Truite arc-en-ciel, ont démontré la présence d’invaginations et de vésicules
tout a fait comparables & celles du Poisson rouge et de I'avelin de la Truite arc-en-
ciel. Sur ces bases, |'absorption de protéines par pinocytose serait un phénomeéne
durable pour la partie postérieure de l'intestin de Truite. Nos résultats ne vérifient
cependant pas la possibilité du transfert sérosal de la caséine o, et de |I'immuno-
globine, et nous indiquent qu’a l'instar du Lapin (Kraehenbuhl et Campiche,
1969), la Truite arc-en-ciel ne transfére pas les protéines intactes. On peut suppo-
ser que, s'il y a prise en charge des protéines par micropinocytose, celle-ci est sui-
vie d'une hydrolyse intracellulaire, mécanisme qui s'ajouterait a la digestion
intraluminale, avec pour conséquence une absorption plus importante des protéi-
nes ingérées. Cette explication est d'autant plus plausible que les besoins en azote
d’origine protéique sont tres élevés chez la Truite (Luquet et Kaushik, 1979). 1l
conviendrait cependant d’'étendre |'étude physiologique & des protéines autres que
la caséine oy et d'immunoglobuline. Dans cette optique, une étude similaire a la
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présente, mais dont le but serait de retracer |'apparition d'une protéine exogéne
dans le tissu du segment postérieur, suite a une incubation in vivo ou in vitro,
permettrait alors de statuer définitivement sur la capacité de l'intestin de la Truite
arc-en-ciel, a prendre en charge des protéines intactes.
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