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Summary. — The male accessory gland, of Tenebrio molitor that secre-
tes the adult spermatophore, presents for the pupal stage, a cell cycling
arrest in G2 at the peak of ecdysteroid. Glands from newly-ecdysed pupa,
dissociated with trypsin and cultured in Landureau’s S-20 medium with
or without 10 9 heat-inactivated FCS, form loose networks of muscle
cells and form aggregates of epithelial cells. Cells were incubated for
24 hr in basal medium and then in medium with 20-hydroxyecdysone
(10-% to 10-* M) for 24 hr. In the last 2 hr, cell cycling was blocked
with colchicine. Mitotic activity increased logarithmically with hormone
dose; the rate of increase with FCS was double that without FCS.

The accumulation of cells in G2 estimated by FACS using an Ortho-
paradigm, increased with hormone dose (10-® to 10-* M) and demons-
trated that the molting hormone acts in G1 as well as in G2.

Résumé. — La glande annexe male de Tenebrio molitor est constituée
par une tunique musculaire enveloppant un épithélium qui sécréte chez
I’adulte un spermatophore. Nous explorons la phase de prolifération
qui culmine chez la nymphe simultanément au pic d’hormone de mue
(20-0H Ecdysone), laissant les cellules épithéliales bloquées en G2.
Les cellules prélevées a la mue nymphale et dissociées & la trypsine éla-
borent, en milieu Landureau $20, un réseau musculaire contractile sur
lequel reposent des agrégats de cellules épithéliales. Ces cellules ense-
mencées a 5 X 10°/ml sont incubées 24 h a 25° C, puis soumises a I’hor-
mone de mue 24 h dont les deux derniéres en présence de 4 x 10-7 M de
colchicine. Le dénombrement des figures mitotiques ainsi bloquées en
présence de doses croissantes d’hormone (10-% a 10-* M) révéle un
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accroissement exponentiel de I’indice mitotique (y = 21,029x0,1063)
qui est doublé (y = 41,985x0,1108) avec I’apport de 10 ¢ de sérum de
veau feetal inactivé.

L’accumulation des cellules en G2 est estimée par le rapport G2
+ M/GO -+ G1 aumoyen d’un Ortho Diagnostic System 50H Dual laser
Cytofluorograph associé a un 2150 Data Handling System, aprés isole-
ment des noyaux au NP 40 et coloration a I’iodure de propidium. L’ana-
lyse démontre une corrélation logarithmique du rapport G2 + M/GO
+ G1 et des doses croissantes d’hormone (10-* a4 10-° M). La courbe
dose-réponse obtenue montre un effet plateau de 10~ 4 10-*M et un
effet inhibiteur-cytotoxique a 10— M. Ces faits confirment 1’accélération
par I’hormone de mue du cycle cellulaire [Szopa et coll. (25); Happ et
coll. (2); Yaginuma et coll. (3)] obtenu en culture d’organe de glande, en
démontrant sans équivoque que I’hormone de mue agit en G1 et en G2
par deux points de controdle.

Chez le Coléoptere Tenebrio molitor, insecte & métamorphose com-
pléte, nous avons étudié sur la glande annexe male (constituée d’une
tunique musculaire enveloppant un épithélium qui sécréte chez I’adulte
un spermatophore), la phase de prolifération qui culmine chez la nymphe
simultanément au pic d’hormone de mue. Nous avons montré en culture
d’organe que I’hormone de mue a un effet mitogéne (1) et qu’elle accélére
le cycle cellulaire (2). Dans le traitement actuel, nous nous sommes posé
la question de savoir, compte tenu de ’évolution des phases du cycle
cellulaire de la glande chez la nymphe (3), quels sont les effets de doses
croissantes de 20-OH Ecdysone sur les cellules isolées de la glande au
cours du cycle cellulaire en culture primaire.

Animaux, matériels et méthodes. — Les conditions d’élevage et de
datation physiologique des « vers de farine », de méme que les techniques
de dissection en solution saline et le milicu de culture, ont été précédem-
ment décrites (4).

DissociaTioN. — 50 glandes prélevées immédiatement aprés la mue
larve-nymphe sont dissociées en présence de 0,05 %; de trypsine (Sigma
type ITI) dans une solution saline contenant 83 mM NaCl, 30 mM K],
45 mM saccharose, 20 mM HEPES, 4 pH 7,2 soit 180 mOsmoles.

La disscciation est effectuée sous agitation vigoureuse pendant
10 minutes, puis arrétée avec 10 9 de sérum de veau feetal (SVF; Eurobio,
Seromed), inactivé 4 56° C pendant 1 heure, puis filtré a 0,22 um. Aprés
filtration sur toile a bluter (20 pm), le culot obtenu par centrifugation
a4 180 g pendant 10 mn est mis en suspension dans le milieu Landu-
reau S20, afin de contenir 5 x 10° cellules/ml.

MISE EN CULTURE. — Aprés adhérence en 20 minutes des cellules ense-
mencées sur boite de 35 mm de diamétre a raison de 250 ul, le milieu
est porté a 1 ml. Aprés 24 heures d’incubation le milieu est renouvelé,
contenant ou non 10 % de SVF et des concentrations croissantes d’hor-



402 SOCIETE DE BIOLOGIE

mone. Les incubations durent 24 heures, dont les 2 derniéres en présence
de 4 % 1077 M de colchicine.

CYTOFLUORIMETRIE EN FLUX (FACS, 5, 6, 7). — Elle a été effectuée
au Vermont sur un « Orhto Diagnostic System Modéle SOH Dual-
Laser Cytofluorograph » couplé a un traitement de données « 2150
Data handling system ».

ISOLEMENT NUCLBAIRE. — Les glandes entiéres sont dissociées en
tampon citrate (40 mM de citrate de Na a pH 7,6; 250 mM de saccha-
rose; S5 % DMSO). Les noyaux sont isolés par une solution mére conte-
nant 3,4 mM de citrate de Na a pH 7,6; 0,5 mM Tris et 0,1 %, de NP40
au moyen d’une seringue de 1 ml montée sur une aiguille de calibre 23 (3).
Apreés cultures primaires, les noyaux sont isolés en les incubant aprés
2 ringages en solution saline dans le tampon citrate (100 pl) (), puis
un tampon Tris 50 mM a 0,1 9 de NP40 en présence de 50 mM de
NaCl, 1 mM EDTA pendant 10 minutes a 0° C (9).

CoLORATION. — La fraction nucléaire des glandes entiéres est mise
a incuber a 0°C en présence de RNAse (1 mg/ml de solution mére
citrate) puis filtrée sur toile a bluter de 20 pm. L’iodure de propidium
dissous dans la solution mére est ajouté a la concentration finale de
420 pg/ml (9). La fraction nucléaire des cultures primaires est incubée
a 0°C en présence de RNAse (1 mg/ml de tampon Tris), puis filtrée
sur toile a bluter de 20 pm. L’iodure de propidium dissous dans un
tampon NaHCO; 30 mM et NaCl 30 mM a pH 8,1 est ajouté a la concen-
tration finale de 20 pg/ml.

Résultats. — La culture in vitro de cellules épithéliales et de myocytes
obtenue par dissociation trypsique se caractérise par une adhérence

F1G. I. — Dénombrement des phases du cycle cellulaire pendant 24 heures de culture
incluant les 2 derniéres en présence de colchicine (4 X 10-7 M). Les cultures pri-
maires ensemencées 24 heures avant 1’expérimentation, sont obtenues par disso-
ciation trypsique de cellules prélevées sur la glande annexe méle du ver de farine,
au moment de I’exuviation nymphale. Les barres verticales représentent |’erreur
standard & la moyenne( SEM).

Indice mitotique : Accroissement exponentiel de I'indice mitotique en fonction de
I’élévation de la dose d’hormone de mue (20-OH Ecdysone) par dénombrement
des plaques métaphasiques sur Squash a I’orcéine acétique.

Présence de sérum de veau feetal inactivé a 56° C et filtré (---). Absence de sérum
(—).

Accumulation en G2 : L’identification des populations de noyaux, isolés au NP40
et colorés a I'iodure de propidium, des différentes phases du cycle est obtenue
par cytofluorimétrie en Flux (Ortho Diagnostic System 50H). L’évolution du
rapport G2 + M/GO + GI1 refiéte une accumulation en phase G2 corrélable de
fagon logarithmique (y = 0,5212 log x*%%%) a des doses croissantes de 20-OH
Ecdysone comprises entre 10~° et 10~ M. Evolution de l’indice (G2 + M/GO
+ G1) x 100 sur culture en présence de sérum de veau feetal inactivé (—0 —).
Témoins en présence de colchicine seule. Toutes les mesures ont été effectuées sur
5 mises en culture.

e~ -



403

SOCIETE DE BIOLOGIE

(62+M/ G1+GOXX 100

134
129

indice
mitotique

119

- AP |

-
-
-

-,
|||||||| e L Al |
e
~
e
oo
~

.illwvlnlll-
l'

+SVF

lO-ﬁ)

1.5+

~SVF

9'? ‘

9!

'20-OH ecdysone

0
colchicine

FiG. 1.

seule



404 SOCIETE DE BIOLOGIE

rapide (20 min). La différenciation s’effectue en moins de 36 heures pour
les deux populations cellulaires. Il se constitue un réseau de cellules mus-
culaires spontanément contractiles, soit mononucléées, soit regroupant
de 2 4 16 noyaux enclavés dans des éléments striés identifiables aux
stries Z. Les cellules épithéliales sphériques se regroupent en agrégats,
dont I’étude ultrastructurale révéle la présence de granules de sécrétion
identifiables a certains des types décrits par Dailey et coll. (10). Le dia-
metre des noyaux de ces cellules est double de celui des noyaux des
cellules musculaires. Ces derniéres tendent a fusionner, tandis que les
cellules épithéliales se divisent. La culture, tout en préservant les types
cellulaires, survit de 2 a 3 mois par renouvellement pour moitié¢ du milieu
toutes les semaines.

L’application durant 24 heures de 20-hydroxyecdysone (Fig. 1) allant
de 1072 a4 1073 M révéle un effet dose-réponse sur le dénombrement
des plaques métaphasiques par blocage a la colchicine (4 x 1077 M)
pendant les 2 derni¢res heures de culture. La présence de sérum de
veau feetal inactivé et filtré, double I'indice mitotique observé avec des
doses croissantes de 20-hydroxyecdysone comprises entre 10~ 8 et 10~ M.
En effet, la pente de‘la droite de régression exponentielle cumulant le
nombre de plaques métaphasiques pour 5000 cellules est de 21 (la
fonction exponentielle de corrélation étant : y = 21,0297%1°¢%) en
I’absence de sérum, alors qu’elle est de 42,9 (la fonction exponentielle
de corrélation étant : y = 42,985%%:1198} en présence de sérum. Dans
le milieu dépourvu de sérum, I’indice mitotique n’est significativement
pas différent en I’absence de 20-hydroxyecdysone qu’en la présence de
faibles doses d’hormone (10™° a 1077 M). Par contre en présence de
sérum, la 20-hydroxyecdysone accroit ’indice mitotique dés 1078 M.
Un effet plateau ou méme inhibiteur de la 20-hydroxyecdysone en
présence de sérum se manifeste au-dela de 10™% M.

Compte tenu de la présence de deux types cellulaires et de la non-
synchronisation du cycle cellulaire des cellules épithéliales, nous avons
exprimé la variation des populations de cellules dans les différentes
phases du cycle cellulaire sous la forme d’un indice représentant le
rapport G2 + M/G0 4+ G1 multiplié par 100 (Fig. 1). Ce rapport
traduit I’accumulation des cellules en phase G2 + M, lorsqu’on accroit
les doses de 20-hydroxyecdysone de 10~° a 1073 M, L’analyse statis-
tique démontre une corrélaticn logarithmique de ce rapport (y = 0,5212
log x + 12,15) en fonction de I’accroissement de la concentration d’hor-
mone exprimée en micromoles. L’accumulation maximale des cellules
en phase G2 + M est acquise & la concentration physiologique maxi-
male du pic d’ecdystéroides hémolymphatiques de la nymphe (1). Un
effet plateau se manifeste de 107> 4 10~ * M; une chute du rapport
apparait 3 107* M (soit 100 fois la dose physiologique maximale),
ramenant ce dernier & une valeur comparable a la concentration 100 fois
inférieure au pic physiologique. La culture témoin en 1’absence d’hor-
mone montre un rapport a peine significativement différent de la dose
1078 M de 20-hydroxyecdysone.
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Discussion. — Le travail actuel n’a pas pour but d’entrer dans la
polémique de la fonction prolifération et/ou différenciation de I'hor-
mone de mue ou 20-OH Ecdysone (11 & 14), mais de démontrer que,
dans les conditions expérimentales adoptées, cette hormone accélére
le cycle cellulaire avant que ne s’instaure la différenciation par la produc-
tion de protéines spécifiques de la glande annexe méle du ver de farine
produisant le spermatophore.

Nos travaux antérieurs (2, 3) ont établi, qu’a I'issue¢ de 1’élévation
nymphale du titre hémolymphatique de 20-OH Ecdysone, les cellules
de la glande annexe, s’accumulent en phase G2 du cycle cellulaire.
En effet, si I’on exprime les résultats récemment publiés (3) en utilisant le
rapport G2 + M/GO + G1 (Fig. 2), on met en évidence, aprés le pic

R G2+M/GI+G0
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FiG. 2. — Evolution du rapport G2 - M/GO0 + G1 a chaque jour du développement
nymphal (de 0 a 8 jours) a partir du dénombrement des ¢ de noyaux dans les
différentes phases du cycle, aprés prélévement de la glande annexe male du ver
de farine, selon (3).

(4¢ jour) d’ecdystéroides nymphal (6 x 10~8 M) (1), une incrémentation
des cellules en phase G2 jusqu’au jour 7. Cette accumulation en G2 cul-
mine au jour 8 & I'indice 24, soit 10 fois plus qu’au jour 0 ou ’hormone
de mue n’est qu’a la concentration de 1077 M (1). La population de
cellules en G1 décline pendant la nymphose de 30 %; & prés de 3 % au
our 8, moment de I’exuviation imaginale.

Nous constatons, qu’il y ait ou non présence de sérum (Fig. 1), que
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les cellules cultivées & la concentration culminante d’hormone (10~ ° M)
sont, soit les plus nombreuses, bloquées significativement en plaques
métaphasiques, soit les plus nombreuses accumulées en phase G2 en la
présence de sérum. La non-prise en compte des cellules en phase S
résulte de la procédure d’isolement des noyaux, rompant les figures
métaphasiques bien qu’agrégées par la colchicine et libérant les chromo-
somes (n = 10) (15) dans le bruit de fond hors des canaux G1 et G2
du cytofluorimétre. L’étude cytonumeérique des plaques métaphasiques
par squashes & ’orcéine acétique compense cette lacune. L’amplifica-
tion du nombre de plaques métaphasiques par le sérum de veau feetal
inactivé et filtré suggére I’intervention de facteurs de croissance. L’effet
amplificateur du sérum (Eurobio), dés la dose 1078 M par rapport
a I’absence de sérum in vitro, suggére un mécanisme de seuil déclenché
par de I’hormone de mue, pour de telles doses qui sont physiologiques
in vivo. Les doses maximales in vitro 10™* M et 1073 M, suggérent un
effet de rétro-contréle négatif in vivo. L’utilisation de sérum Seromed,
n’a révélé d’effet amplificateur qu’a la dose de 10™* M, significativement
différent de ce que I’on observe en I’absence de sérum (Fig. 3). La courbe
dose-réponse de ’accumulation des cellules en G2 souléve de nombreuses
questions.

nombre de métaphases
pour 5000 cellules
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F16. 3. — Evolution des plaques métaphasiques sur une méme mise en culture en
utilisant deux sérums inactivés et filtrés (Seromed, Eurobio) en présence de doses
croissantes de 20-OH Ecdysone, selon le méme protocole que pour la figure 1.
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Plus on accroit la concentration de 20-OH Ecdysone par unité de
temps, en bloquant par la colchicine le cycle cellulaire en métaphase,
plus on recrute de cellules en Gl1, afin de les faire circuler dans ce cycle.
En d’autres termes, le résultat le plus important de cette expérimentation
est de recruter d’autant plus de cellules que la dose d’hormone est éle-
vée, dans l’intervalle des doses physiologiques, en raccourcissant les
transitions Gl1, S, G2. La question est de savoir, si les cellules évoluent
vers une immobilisation spontanée en G2 ou si ’hormone ne fait que
lancer les cellules dans le cycle sans étre responsable de leur blocage en
phase G2 (16, 17, 18). La présence de colchicine conduit a penser que
les cellules, bien qu’immobilisées en phase M, offrent un point de controle
en G1 du cycle cellulaire par I’hormone de mue en plus du point de
contréle en G2, démontré par la culture d’organes (3) en présence
d’hydroxyurée. Les cellules d’insecte présenteraient comme la levure (19),
2 points de contréle en Gl et en G2 au cours du cycle cellulaire. La
question se pose de savoir, si cette double commutation des cellules
au cours du cycle (20) fait intervenir les protéines kinases et/ou acti-
vation du « Mitotic Promoting Facteur » (MPF), si par ailleurs ce
stéroide qu’est ’hormone de mue agit en commutateur en amont des
points de contrdle.

L’intérét de notre matériel expérimental est d’avoir permis de mettre
en évidence qu’une méme hormone, la 20-OH Ecdysone, conduit le
cycle cellulaire par commutation en Gl et G2 (Fig. 4). Notre expéri-
mentation suggére une unicité dans le monde vivant du ou des points
de contrdle, en posant le probléme de I’homologie du réle des génes cdc

CYCLE CELLULAIRE AU JOUR 4 NYMPHAL
partle tubulaire ® de 48 heures

E

20%

Fi16. 4. — Schématisation hypothétique de deux points de contrdle (*) du cycle cellu-
laire de la partie tubulaire de la glande, selon Happ et coll. (2). La colchicine bloque
en phase M, I’hydroxy-urée en début de phase S.
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de la levure (19, 20, 21), du MPF chez I’amphibien (22) et de la
protéine p34 des cellules Hela du mammifére (20), ainsi que le suggeére
par ailleurs le role de I’Ecdysone sur I’ovocyte en méiose du Criquet (23)
et de la 20-OH Ecdysone sur I'ovccyte de Manduca (24) (¥*).
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