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Organogenése et cytodifférenciation de la prostate
de I'Escargot Helix aspersa Miiller

J. ENEE, L. GOMOT

Laboratoire de Zoologie et Embryologie,
E.R.A. CNRS n®° 071049, Faculté des Sciences,
Place Maréchal Leclerc, 25030 Besangon Cedex, France.

Summary. Organogenesis and cytodifferentiation of the prostate gland of the snail, Helix
aspersa Miiller.

Organogenesis of the prostate gland of the pulmonate stylommatophora, Helix aspersa
Miiller, has been divided into four stages which culminate in a tubular structure with
branched diverticula connected to the male portion of the spermoviduct.

Electron microscopic observations revealed the differentiation of undifferentiated
epithelial cells into two cell types : glycogen-storing ciliated cells and secretory cells. The
differentiation of glandular cells was characterized by the appearance of numerous lipid
droplets and the prominent development of granular ER and the Golgi apparatus.
Prosecretion granules {or post-Golgi sacs) left the maturing face of the dictyosome and
were transformed into heterogeneous phospholipo-protein granules.

Introduction.

Dans la classe des Gastéropodes, la prostate revét de multiples aspects selon
les groupes (Creek, 1951 ; Beeman, 1970 ; Duncan, 1975 ; Houston, 1976 ;
Guyomarch-Cousin, 1976). Chez les Pulmonés Stylommatophores, elle se dispose
généralement en un bourrelet arrondi, allongé le long du spermoviducte
{Baudelot, 1863 ; Dubrueil, 1873 ; Rouzaud, 1885 ; Baecker, 1932 ; Visser, 1977) et
présente une structure tubuleuse, souvent ramifiée (Yung, 1911 ; Filhol, 1938 ;
Goddard, 1960 ; Breucker, 1964).

Les travaux histologiques (Holm, 1946 ; Abdel Malek, 1954a, b ; Smith,
19656} et ultrastructuraux (Bailey, 1973 ; De Jong-Brink, 1969, 1973 ; Quattrini,
1966a, b, 1967a, b ; Quattrini et Fondi, 1969) révélent que la prostate de la
plupart des Gastéropodes est constituée de cellules ciliées intercalées entre un ou
plusieurs types de cellules sécrétrices. Les études histochimiques (Rangarao,
1963 ; Kugler, 1965 ; Plesch et a/, 1971 ; Nanaware et Varute, 1976) et
biochimiques (Bayne, 1967 ; Veldhuijzen et Van Beek, 1976) montrent que les
tissus prostatiques se caractérisent par une faible mise en réserve de
polysaccharides et une constitution fondamentalement protéique.
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Les données sur les aspects du développement de cette glande concernent
principalement les Limaces (Lusis, 1961 ; Smith, 1966 ; Runham et Laryea, 1968)
et un Prosobranche gonochorique, Littorina littorea (Herlin, 1980).

Nos observations sur la biologie du développement et de la reproduction de
I'Escargot Helix aspersa avaient permis d’établir une relation entre les étapes de la
croissance et la différenciation sexuelle de cet animal (Enée, 1980 ; Gomot et
Enée, 1980). Au cours de la différenciation sexuelle, les changements de |'appareil
génital sont continus et progressifs (Enée et Griffond, 1983) et jusqu’a présent, les
études ont porté surtout sur la gonade (Guyard, 1971 ; Griffond et Bride, 1981) et
sur la glande & albumen (Courtot et Gomot, 1982). Pourtant, I'une des premiéres
glandes annexes & se constituer est la prostate (Enée et al., 1977). Aussi, nous a-
t-il paru important de préciser les étapes de |'organogenése et de dégager les
caractéres histochimiques et ultrastructuraux des cellules sécrétrices de cette
glande associée & la gouttiére qui conduit les spermatozoides.

Matériel et méthodes.

Matériel. — Les Escargots Helix aspersa Miill, utilisés pour I'expérimentation
proviennent de |'élevage du laboratoire. La méthode d'obtention et d'incubation
des pontes a déja été décrite (Enée et Griffond, 1983) ainsi que les conditions
d’élevage des jeunes animaux (Gomot et Enée, 1980). Sur un lot de 245 Escargots
prélevés dans 8 pontes différentes et élevés jusqu'a la maturité sexuelle (8 a
9 mois), 5 & 10 animaux ont été sacrifiés chaque mois pour effectuer les fixations.

Techniques. — Le spermoviducte ou des fragments de prostate sont fixés
pendant 1 a4 2 heures a 4 °C dans une solution de glutaraldéhyde a 2 % (200
mOsM) tamponnée par le cacodylate de sodium (0,1 M, 200 mOsM) ; la pression
osmotique du fixateur est ajustée avec NaCl (0,17 M, 350 mOsM). Aprés plusieurs
lavages & 4 °C dans le mélange (tampon cacodylate 0,1 M & 200 mOsM ; NaCl
0,176 M a 300 mOsM : 1: 1), les pieces subissent une heure de post-fixation au
tétroxyde d’osmium a 2 % (80 mOsM) tamponné par le cacodylate de sodium 0,2
M a 400 mOsM (PO finale = 240 mOsM) a température ambiante. Aprés
déshydratation selon la méthode de Luft (1961), les inclusions sont réalisées dans
le mélange épon-araldite utilisé par Anderson et Ellis (1965) en ramenant la
proportion de DMP (*) 30 & 1,7 % au lieu de 4 %, suivant la méthode de
Mollenhauer (1964).

Les coupes semi-fines de 0,5 um a 2 pm d’épaisseur, récupérées sur lames de
verre, permettent une étude histologique et histochimique. Nous avons effectué
diverses colorations :

— au « Stains all » pH 5,4 et 2,8 selon Green et Pastewka (1974), aprés
élimination du milieu d’inclusion avec une solution saturée de soude alcoolique
selon la méthode de Lane et Europa (1965) ;

— au bleu de toluidine selon Trump et a/. (1961} ;

(*) DMP = 2,4,6,-tri (diméthylaminométhyl) phénol.
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— a I’APS-bleu de toluidine d'aprés Cardno et Steiner (1965) ;
— au Noir Soudan B d’aprés McGee-Russel et Smale (1963).

Les coupes ultrafines sont contrastées a l'acétate d'uranyle & 3-4 % dans
I"alcool 50°, puis au citrate de plomb selon Reynolds (1963). La mise en évidence
des polysaccharides est réalisée sur coupes fines montées sur des grilles en or et
traitées selon la technique a l'acide périodique-thiocarbohydrazide-protéinate
d’argent d’apres Seligman, modifiée par Thiery et Rambourg (1974).

Résultats.

1. Stade de I'ébauche prostatique (phase infantile)]. — Chez des animaux
agés de deux mois, sur des coupes transversales de spermoviductes isolés, on
observe, a un niveau donné, une évagination de l'épithélium qui constitue
I'ébauche d’un tubule prostatique (PI. |, fig. 1). Des coupes sériées montrent que
plusieurs évaginations épithéliales prennent naissance sur toute la longueur du
canal mixte. Chacune de ces formations se caractérise par sa continuité
épithéliale. Les divisions cellulaires se poursuivent au niveau de l'épithélium du
spermoviducte et également au sein de I'évagination primitive. Les noyaux des
cellules du spermoviducte conservent leur forme allongée, par contre, quelgues
noyaux des cellules engagées dans I'ébauche de la prostate commencent a
s’arrondir.

En microscopie électronique, les cellules épithéliales du spermoviducte
présentent le méme aspect que celui décrit 3 un mois (Enée et Griffond, 1983).
Cependant, les cellules sont plus hautes {12 & 18 um), les plages de glycogéne
sont beaucoup plus importantes, surtout dans la zone apicale, et elles sont
associées a des gouttelettes lipidiques plus nombreuses. Cet aspect cellulaire se
retrouve dans |'évagination de I'épithélium, ébauche de la prostate, au stade initial
de cette formation. Notons que les desmosomes latéraux et les hémidesmosomes
existant entre les cellules épithéliales indifférenciées du spermoviducte et la lame
basale sous-jacente sont observés moins fréquemment au niveau de I'épithélium
prostatique. Ensuite, le hyaloplasme des cellules épithéliales de la prostate
s'éclaircit, le glycogéne est toujours présent, mais la forme en rosette n'est plus
dominante. De plus, dans certaines cellules de I'ébauche, le noyau s’arrondit et
occupe la région basale de la cellule (Pl. I, fig. 2). Le nucléoplasme est envahi
d’hétérochromatine en mottes « effilochées », tandis que 1{a chromatine
périphérique est plus fine. Quelques lames d’ergastoplasme se développent dans
la zone péri-nucléaire ; les ribosomes sont répartis trés irrégulierement sur les
membranes du réticulum et sur la membrane externe de I'enveloppe nucléaire.
L'appareil de Golgi présente un réseau dilaté du coté de la face de formation et il
comprend 5 a 6 saccules qui émettent des vésicules a leur extrémité. Des saccules
de la face de maturation s’isolent du dictyosome et se dilatent en donnant
naissance aux granules de prosécrétion.

2. Stade d’apparition de la sécrétion — Début de la dichotomisation des

tubes (phase infantile). — Chez des Escargots 8gés de trois mois, les évaginations
primaires deviennent plus nombreuses et chacune s’allonge et s’enfonce dans le
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tissu mésenchymateux environnant dont les cellules commencent a s’orienter
pour former un premier pli dans la lumiére du spermoviducte (Pl. I, fig. 3). A
partir d'une évagination initiale naissent des tubules prostatiques secondaires dans
fesquels on remarque certaines cellules & noyau rond et trés volumineux qui
commencent a élaborer des globules de sécrétion. Dans ces tubules, on trouve
fréquemment une ou deux cellules dans une phase de sécrétion plus avancée.

En ultrastructure, on remarque que le mésenchyme qui entoure les tubules
prostatiques soutient également un gros nerf, vraisemblablement une branche du
nerf intestinal située & proximité de l'artére génitale ou artére utérine majeure
(Vosswinkel, 1976) ; des filets nerveux et des fibres musculaires s’infiltrent aussi
entre les tubules. Parmi I'ensemble des cellules de ces premiers tubules de la
prostate qui conservent leur aspect épithélial, on retrouve les cellules avec un
noyau plus ou moins arrondi qui présentent quelques grains de sécrétion.
D’autres cellules, & noyau allongé, sont probablement a I'origine du type cilié qui
apparait plus nettement dans les stades ultérieurs du développement (fig. 1,
Texte).

FIG. 1. — Texte. — Schémas des deux types de cellules constituant les tubules prostatiques
au stade de I'ébauche (a) et au stade d’apparition de la sécrétion (b).

c: cil; CC:cellule cilige; Cl: cellule épithéliale indifférenciée ; CS : cellule sécrétrice ; d:
dictyosome ; e : ergastoplasme ; gl : glycogéne ; gps : granules de prosécrétion ; gs : grains de
sécrétion ; js: jonction septée; L : liposomes; Ib: lame basale; Lu: lumigre; m:
mitochondries ; mv : microvillosités ; N : noyau ; za : zonula adherens.

Les premiéres cellules glandulaires deviennent volumineuses (17 a 24 ym de
haut) et s’étendent en direction du mésenchyme (PI. Il, fig. 1). La surface apicale
de ces cellules sécrétrices présente des microvillosités qui peuvent étre trés
nombreuses ou au contraire rares. A cette extrémité des cellules et sur le quart de
leur hauteur, les membranes latérales sont épaissies par des « zonula adherens »
suivies de jonctions septées. La lame basale (PI. Il, fig. 2) est trés fine (10 nm). Le
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noyau est souvent polymorphe avant d’'étre ovale puis rond et volumineux. Le
nucléoplasme est trés riche en hétérochromatine condensée, celle-ci constitue de
véritables plages qui apparaissent fenestrées.

La région basale de la cellule sécrétrice peut encore contenir du glycogéne,
présent en faible quantité prés du noyau. De nombreuses gouttelettes lipidiques
s’accumulent en position infra-nucléaire ol |'ergastoplasme peut former des
figures d’enroulement en empreintes digitales ou « whorls » (Rebhun, 1961 ;
Marshall, 1973) qui ont été observées a un stade sensiblement identique dans la
prostate d'Agriolimax reticulatus (Bailey, 1973). Au niveau de ces « onion
bodies », on remarque une communication étroite entre la cavité du réticulum et
les gouttelettes de lipides (PI. I, fig. 3) ; dans ces derniéres, des zones claires
apparaissent et représenteraient I'emplacement d'un matériel utilisé pour la
formation des membranes endoplasmiques (Singal et Sanders, 1974). Plusieurs
nappes de réticulum endoplasmique granulaire se développent aussi le long des
membranes latérales. Le réticulum lisse est peu abondant et se présente sous
forme de petites vésicules rondes ou aplaties.

L'appareil de Golgi est représenté par plusieurs dictyosomes en position
latérale ou supra-nucléaire. Sur la face de formation des dictyosomes, la
coalescence de nombreuses vésicules de transition constitue le premier saccule
qui apparait trés boursoufflé (Pl. |, fig. 4}). Sur la face de maturation, les saccules
golgiens distaux s’isolent, d’autres se dilatent et sont a l'origine de la formation
des petites vacuoles qui se transforment en granules de prosécrétion. La région
golgienne est riche en vésicules lisses ou hérissées qui s’associent aux granules de
prosécrétion.

Dés leur apparition, les grains de sécrétion sont trés polymorphes. lls
possedent tous une membrane limitante. Les granules de sécrétion localisés dans
la région golgienne présentent le plus souvent un aspect vacuolaire. Les grains de
petites tailles sont en général denses aux électrons, alors que les grains de
sécrétion plus gros présentent un matériel moins homogéne et moins dense {Pl.
I, fig. 4).

Les mitochondries sont réparties dans I'ensemble du hyaloplasme, elles sont
parfois trés longues et possédent une matrice dense. Certaines mitochondries, de
taille plus réduite, cotoient les enroulements du réticulum rugueux (PI. Il, fig. 3).
Des microtubules, orientés selon I'axe de la cellule sécrétrice, sont présents au
sein du hyaloplasme, plus fréquemment le long des membranes latérales.

L'apparition précoce de la sécrétion ne concerne que quelques cellules de
I’ébauche prostatique. La plupart des cellules épithéliales adjacentes ont conservé
une charge en glycogéne importante qui est dispersée dans le hyaloplasme sous
forme d’unités 3. Dans ces cellules ne présentant pas de grains de sécrétion, les
mitochondries se regroupent dans la zone apicale. Dans cette méme région, on
observe assez fréquemment un diplosome dans une aire cytoplasmique riche en
microtubules d'un diamétre de 18 nm ou un centriole et un cinétosome (PI. II, fig.
5). Ces cellules qui amorcent leur ciliogenése, présentent également des
microvillosités apicales. '
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3. Stade tubulaire composé (phase juvénile) — Du 4¢ au 6 mois, le
développement de la prostate est important (Enée et al., 1977) ; les tubules
prostatiques continuent de se ramifier et s'allongent ; leur ensemble constitue un
ruban glandulaire annexé a la gouttiére méale du canal mixte. Les évaginations
primitives qui deviennent des formations tubuleuses principales sont revétues d'un
épithélium comprenant beaucoup plus de cellules ciliées, comparativement aux
tubules secondaires qui présentent plus de cellules sécrétrices. Au cours de cette
phase dite juvénile, le spermoviducte est donc essentiellement formé par la
composante male que représente la prostate, dont un grand nombre de cellules
entre en phase sécrétoire (PI. Ill, fig. 1). Le tissu vésiculeux, dont quelques
cellules peuvent subsister entre les tubules de la glande (Sminia, 1972 ; Bani et
Delfino, 1974), reste abondant autour de I'artére génitale.

En microscopie électronique, on reconnait deux types cellulaires dans
I'épithélium prostatique (PI. 1lI, fig. 3 et fig. 2, texte) :

— les cellules non sécrétrices, intercalées entre les cellules sécrétrices,
s'étendent de la lame basale a la lumiére. Leur noyau, a hétérochromatine
condensée, est trés allongé. Le cytoplasme, chargé de glycogéne, contient
quelgques gouttelettes lipidiqgues. L'apex de ces cellules posséde quelques
microvillosités et différencie des cils.

— les cellules sécrétrices d'une hauteur de 20 3 35 pm possédent, a la partie
basale, un noyau ovale ou rond avec des masses importantes d’hétérochromatine

PLANCHE |

FIG. 1. — Ebauche prostatique (PR), évagination épithéliale du spermoviducte (SP)} d'un animal 49é
de 2 mois (& = 12,5 mm) & proximité de [artére génitale (AG). Coloration au bleu de
toluidine. x 500

FIG. 2. — Cytodifférenciation d‘une cellule sécrétrice au sein de I'‘ébauche de la prostate. Les
premieres citernes de réticulum endoplasmique granulaire (REG) apparaissent dans le cytoplasme
périnucléaire sans disposition réguliére. Les ribosomes sont libres ou disposés irrégulierement sur
les membranes du réticulum et sur la membrane externe de 'enveloppe nucléaire. On distingue un
dictyosome dont les saccules empilés sont bien rectilignes. Du coté de la face de maturation
(FM), plusieurs saccules sont isolés ; un saccule dilaté (SD) présentant une inclusion dense se
transforme en granule de prosécrétion {GPS). x 30 000
m : mitochondrie ; N : noyau.

FIG. 3. — Apparition de la sécrétion (S} au niveau de I'évagination qui s‘allonge et s’enfonce dans le
mésenchyme entourant le spermoviducte d’un animal 4gé de 3 mois (& = 13,6 mm).
Coloration au bleu de toluidine. x 500
mt : mitose.

FIG. 4. — Coupe transversale d'une cellule sécrétrice de la prostate d’un animal 4gé de 3 mois
(D = 14,5 mm). Aspect trés boursoufflé du premier saccule sur la face de formation (FF)
des dictyosomes, en regard du réticulum rugueux. Bourgeonnement de nombreuses vésicules de
transition (VT) alignées a I'extrémité des lames de réticulum endoplasmique granulaire (REG). Du
co6té de la face de maturation (FM), des saccules restent en contact avec les saccules empilés du
dictyosome ou des saccules isolés (Sl) se fragmentent et donnent naissance aux granules de
prosécrétion (GPS) auxquels s'associent des vésicules hérissées (VH). x 25 000
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et de |'euchromatine dispersée et dense. Quelques petites inclusions trés denses
sont présentes dans le nucléoplasme (PI. lll, fig. 3), celles-ci ressemblent a des
granules périchromatiniens, car elles sont entourées d’un halo clair, mais leur taille
(100 a 160 nm) est trop importante pour les identifier & ces structures.
L'ergastoplasme, trés développé sous forme de nappes paralléles, garnit
toute la région périnucléaire et infranucléaire, ou de nombreuses gouttelettes
lipidiques (PI. Ill, fig. 2) sont associées ou non a des plages claires de glycogéne.
Le développement du réticulum endoplasmique granulaire se fait par un
empilement de citernes trés longues qui se prolongent le long des membranes
latérales. L’ergastoplasme forme encore quelques figures d’enroulement et
entoure des mitochondries ; il se présente rarement sous forme de vésicules
dilatées, hérissées de ribosomes. Quelques vésicules de réticulum lisse sont
localisées au niveau du réseau tubulaire qui le relie au complexe golgien.
L'appareil de Golgi comprend plusieurs dictyosomes trés allongés en position
latérale ou supranucléaire. Chaque dictyosome est constitué de 5 ou 6 saccules
contenant un matériel dense aux électrons. Sur la face de maturation, des
granules de prosécrétion parfois fenestrés (Pl. 1ll, fig. 4) naissent d'une dilatation
des parties fragmentées du dernier saccule golgien. Quelques vésicules hérissées
sont présentes dans la région golgienne ou les grains de sécrétion sont clairs. Ces
derniers sont toujours pourvus d'une membrane et renferment une ou deux
inclusions denses, d’aspect pseudocristallin. Des granules plus hétérogénes

PLANCHE Il

Stade d’apparition de la sécrétion
{animaux-agés de 3 mois. & = 14,56 mm)

FIG. 1. — Epithélium de la prostate ; cellule sécrétrice {(CS), au noyau riche en hétérochromatine
trés condensée, qui s’étend en direction du mésenchyme. Le cytoplasme renferme les premiers
grains de sécrétion (GS). x 5000
m : mitochondrie ; mv : microvillosités ; N : noyau ; ne : nerf ;

REG : réticulum endoplasmique granulaire.

FIG. 2. — Pble basal d’une cellule sécrétrice : celie-ci repose sur une lame basale (LB) qui est trés
mince a ce stade. x 80 000
ne : nerf ; REG : réticulum endoplasmique granulaire.

FIG. 3. — Lamelles concentriques et aplaties de réticulum endoplasmique granulaire (REG) disposées
autour d’une inclusion lipidique. Relation de continuité (fleche) entre les cavités de |'ergastoplasme
et la gouttelette de lipide. x 18 000
m : mitochondrie.

FIG. 4. — Grains de sécrétion hétérogénes munis d’une membrane limitante festonnée. x 14 000

FIG. 5. — Région apicale d’une cellule ciliée : formation d'un cil a partir d'un des centrioles. Les
microvillosités (MV) sont courtes et irréguliéres. Le cytoplasme est chargé de particules de
glycogéne (GL) et de microtubules {mt). x 27 000
c : centriole ; ¢i : cinétosome ; js : jonction septée ; za : zonula adherens.
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remplissent entiérement la région cellulaire apicale. Ces grains de sécrétion, trés
denses, baignent dans le hyaloplasme riche en glycogéne et en liposomes ; ceux-
ci sont quelquefois associés aux grains denses.

4. Stade de maturité (phase préadulte ou de maturité). — Aprés la puberté
{6 mois), la prostate atteint son développement maximum, en raison d'une

FIG. 2. — Texte. — Schémas des deux types de cellules constituant les tubules prostatiques au stade
tubulaire composé (a) et gu stade de maturité (b).

c: cil; CC: cellule ciliée; CI: cellule épithéliale indifférenciée ; CS : celiule sécrétrice; d:
dictyosome ; e : ergastoplasme ; gl : glycogéne ; gps : granules de prosécrétion ; gs : grains de
sécrétion ; js: jonction septée; L: liposomes; I|b: lame basale; Lu: lumiére; m:
mitochondries ; mv : microvillosités ; N : noyau ; za : zonula adherens.
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accumulation importante de grains de sécrétion dans les cellules sécrétrices. Ce
bourrelet glandulaire arrondi surmonte toute la région du spermiducte et
s'épanche sur un c6té surtout dans la région distale (fig. 3, texte).

ag\

®

FIG. 3. — Texte. — Schéma général du spermoviducte (a) (x 2) et aspect de la prostate sur
coupe transversale de spermoviducte (b) (x 10).

ag : artére génitale ; GLo : glande de l'oviducte ; GIs 1: glande subépithéliale type 1; Gls 2:
glande subépithéliale type 2 ; Ov : oviducte ; Pr : prostate ; sp : spermiducte.

La poursuite de I'élaboration de globules de sécrétion jusqu’a son paroxysme
augmente considérablement la hauteur des cellules sécrétrices qui atteint 50-
80 um. Cette synthése importante de grains de sécrétion s’accompagne de
diverses modifications dans I'ultrastructure des cellules.

La région basale qui comprend encore des plages compactes de gouttelettes
lipidiques au moment de la puberté, va é&tre fortement perturbée par
I'envahissement progressif des grains de sécrétion. Le réticulum endoplasmique
granulaire dont les membranes sont tapissées de nombreux ribosomes, se
présente fréguemment sous forme de vésicules dilatées dans la région infra et
péri-nucléaire (Pl. IV, fig. 1). Les cavités de |'ergastoplasme, au contenu finement
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granuleux, sont en étroite relation avec les gouttelettes lipidiques. Cette zone
basale de la cellule est particulierement riche en mitochondries.

Le systéme endomembranaire développe également de longues citernes
aplaties qui gagnent toute la région apicale de la cellule sécrétrice en s’insinuant
entre les grains de sécrétion.

Le noyau des cellules sécrétrices s'éloigne de la région basale, il est plus ou
moins arrondi, car il est légérement comprimé latéralement. Son, diamétre est
inchangé (8 a 10 um), par contre son contour est plus régulier ; la membrane
externe de I'enveloppe nucléaire est tapissée de nombreux ribosomes et montre
des relations de continuité avec les membranes du réticulum endoplasmique (PI.
IV, fig. 1). La citerne périnucléaire est souvent dilatée ; I'espace ménagé entre les
deux membranes, généralement de l'ordre de 50 nm, atteint alors 80 & 120 nm.
L'hétérochromatine granulofilamenteuse reste trés dense aux électrons ; elle est &
la fois marginale et répartie en mottes d'une facon irréguliére dans le
nucléoplasme. Elle entoure incomplétement le nucléole qui ménage un halo clair a
sa périphérie. Les zones claires du nucléoplasme sont constituées d’euchromatine
et de nombreux grains interchromatiniens (20-25 nm) qui peuvent étre groupés en
chainettes. De grosses inclusions denses entourées de corps denses sont
présentes, assez fréquemment, dans le nucléoplasme ; ces grains d’'un diametre
de 80 & 120 nm pourraient représenter des enclaves protéiques (Pl. 1V, fig. 2).

L'appareil de Golgi, trés comprimé par les grains de” sécrétion, occupe une
position supra-nucléaire latérale (Pl. IV, fig. 3). Les saccules des dictyosomes, trés
allongés, paralléles aux membranes latérales, contiennent un matériel dense. La

PLANCHE Ili

FIG. 1. — Aspect d’un tubule de la prostate d'un Escargot de 6 mois (& = 20,5 mm). Les
cellules sécrétrices, au noyau volumineux (N) en position basale, renferment des grains de
sécrétion (GS) colorés intensément en rouge {(constitution protéique) ; la coloration de I'inclusion
n'est pas constante ; les gouttelettes lipidiques, non colorées, apparaissent trés claires. Le
cytoplasme des cellules ciliées est bleu clair (glycogene).

Coupe semi-fine dérésinée. Coloration : « stains all » pH 5,4. x 700

FIG. 2. — La plupart des gouttelettes de lipides (GL) sont concentrées dans la région basale des
cellules sécrétrices. Dans les cellules ciliées, on observe également quelques inclusions lipidiques
isolées (L).

Animal agé de 6 mois (& = 24 mm). Coloration : noir soudan. x 1100
N : noyau.

FIG. 3. — Aspect ultrastructural de ['épithélium prostatigue d’un Escargot 4gé de 6 mois
(& = 22 mm). Les cellules épithéliales devenues fonctionnelles (CS) acquiérent leur polarité :
noyau {N) en position para-basale et grains de sécrétion {GS) en majorité dans la partie apicale.
On notera la différence d’aspect des noyaux des cellules sécrétrices et des cellules ciliées
(CC). x 7000
c: cil, gl : glycogéne ; L : lipide.

FIG. 4. — Fragmentation du dernier saccule golgien et aspect fenestré d’un granule de prosécrétion
(GPS)} contenant une inclusion dense, sur la face de maturation d’un dictyosome.
Animal 4gé de 6 mois (& = 25 mm). x 32 000
GS : grain de sécrétion ; m : mitochondrie.
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face de maturation est constituée de saccules dilatés qui se fragmentent pour
donner naissance aux granules de prosécrétion. Ceux-ci comprennent une zone
dilatée contenant une inclusion dense et une zone aplatie, a I'intérieur de laguelle
« un matériel modérément dense forme de fines travées perpendiculaires aux
parois ».

Les grains de sécrétion, qui occupent la plus grande partie de la cellule, sont
encore hétérogénes. L'inclusion dense, d’aspect pseudo-cristallin, est située au
sein d’'une matrice de densité variable aux électrons, mais qui est généralement
plus claire que dans le stade précédent. Un matériel polymorphe et trés dense est
observé fréquemment en position marginale des grains de sécrétion et constitue
des inclusions secondaires (P!. 1V, fig. 3 et 4).

Au cours de cette phase de maturité, a I'apex des cellules sécrétrices, la
membrane de quelgues grains et la membrane plasmigue entrent en contact
(PI. 1V, fig. 4), se soudent, puis le grain de sécrétion apparait dans une
invagination de la lumiére limitée par une membrane (Pl. V, fig. 1). L'excrétion est
donc de type mérocrine. La membrane apicale, garnie de nombreuses
microvillosités, est souvent en retrait de la lumiére tubulaire proprement dite ; ceci
conduit & la formation fréquente de petites cryptes (Pl. IV, fig. 4) tapissées de
microvillosités et bordées par I'extrémité apicale des cellules ciliées.

A ce stade, dans les cellules sécrétrices, le glycogene persiste sous forme de
rares petites plages situées entre les grains de sécrétion {PIl. V, fig. 2).

Les cellules ciliées s’étendent toujours de la lame basale a la lumiére des
tubules prostatiques, mais elles sont trés comprimées par les cellules sécrétrices

PLANCHE IV

FIG. 1. — Noyau d’une cellule sécrétrice. L'hétérochromatine, trés dense, entoure incomplétement
le nucléole (n) qui ménage un halo clair & sa périphérie. Amas de particules (ribonucléo-
protéiniques) de 25 nm dans les zones claires du nucléoplasme constituées d’euchromatine.
Communication (fleches) entre la citerne périnucléaire et les cavités dilatées de [|'ergasto-
plasme. x 16 000
Animal dgé de 7 mois (< = 26,8 mm).

FIG. 2. — Corps denses (cd) intranucléaires. Les grains interchromatiniens sont nombreux, épars
dans le nucléoplasme ou disposés en chainettes (fleches). x 39 000
Animal 4gé de 8 mois (J = 30 mm « bordé »).

FIG. 3. — Dictyosomes (D) en position latérale de deux cellules sécrétrices adjacentes. A droite, sur la
face de maturation du dictyosome, on distingue deux granules de prosécrétion présentant une
zone dilatée claire (zd) contenant une inclusion dense, et une zone aplatie (za) a l'intérieur de
laquelle on trouve un matérie! sous forme de fines travées perpendiculaires aux parois.  x 19 000
Animal agé de 8 mois (& = 30,7 mm « bordé »).
mp : membrane plasmique.

FIG. 4. — Partie apicale d’'une cellule sécrétrice (CS) entourée de deux cellules ciliées (CC).
Affrontement de la membrane plasmique et de la membrane limitante des grains de sécrétion
(GS). Zone de retrait de la membrane apicale constituant une crypte garnie de microvillosités
(mv). Produits de sécrétion (S) dans la lumiére du tubule prostatique. x 14 000
Animal 4gé de 7 mois (J = 26,8 mm).
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adjacentes. Le noyau occupe une position variable ; généralement placé dans une
zone moyenne, on le trouve quelquefois dans la partie apicale des cellules (PI. V,
fig. 4). Le réticulum endoplasmique granulaire est peu développé ; sous forme
d’'une nappe unique qui longe les membranes cellulaires et qui apparait
discontinue, il est observé plus fréguemment en regard de la face de formation
des dictyosomes dont les saccules émettent des petites vésicules denses aux
électrons. Le glycogene, sous forme de rosettes, mis en évidence par la méthode
de Thiery et Rambourg (1974), est abondant dans tout le cytoplasme (Pl. V,
fig. 3). Les mitochondries et des corps multivésiculaires sont situés le plus
souvent dans la zone apicale élargie. A cette extrémité de la cellule, on observe
des microvillosités et une forte ciliature.

Discussion.
1. Origine et différenciation des cellules de la prostate.

La différenciation de la prostate de |I'Escargot Helix aspersa qui se réalise a
partir d’évaginations de I'épithélium du spermoviducte est comparable a celle qui
a été décrite chez Limax maximus (Hoffmann, 1922) et chez Agriolimax agrestis
(Filhol, 1938). Cependant, chez Agriolimax, Filhol (1938), Runham et Laryea
(1968), Runham (1978) suggérent que les cellules sécrétrices se différencient a
partir d’éléments mésenchymateux s’infiltrant entre les cellules épithéliales. Au
contraire, chez Helix aspersa, notre analyse ultrastructurale nous incite a croire
que les cellules sécrétrices et les cellules ciliées dérivent du type épithélial,
constituant les tubules prostatiques d’origine. Notons que la méme conception

PLANCHE V

FIG. 1. — Excrétion mérocrine. Ouverture de la membrane plasmique et expulsion du contenu
hétérogéne d’'un grain de sécrétion. x 25 000
Animal 4gé de 8 mois (& = 30 mm « bordé »}.

m : mitochondrie ; mv : microvillosités.

FIG. 2. — Mise en évidence du glycogéne (GL) par la réaction PATAg dans les cellules sécrétrices.
Quelques particules de glycogene sont soit éparses dans le cytoplasme, soit groupées en petites
plages entre les grains de sécrétion (GS). x 39 000
Animal a4gé de 8 mois {J = 30,7 mm « bordé »).

FIG. 3. — Mise en évidence du glycogéne (GL) par la réaction PATAg dans les cellules ciliées (CC).
Sous forme de rosettes, il est abondant au pole apical des cellules. x 8000
Animal 4gé de 7 mois (J = 26,8 mm).

FIG. 4. — Zone apicale d’une cellule ciliée avec son noyau (N) allongé. Le glycogéne (GL) est
le constituant principal du cytoplasme ; on observe un dictyosome (D) et des mitochondries {m).
La membrane apicale est garnie de quelques microvillosités {mv) et de cils {c). x 9000
Animal 4gé de 7 mois (& = 24 mm).
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concernant {'origine des cellules de la glande a albumen a été retenue par Courtot
et Gomot (1982).

L'accroissement considérable du volume cellulaire et nucléaire qui
accompagne la différenciation d’une cellule sécrétrice provoque une forte
extension de la cellule en direction du tissu mésenchymateux. Ainsi, sur
certaines coupes paralleles ou tangentielles a un tubule prostatique, on peut
rencontrer une ou plusieurs cellules sécrétrices isolées au sein du mésenchyme, et
ce genre d’observation peut préter a confusion quant a |'origine de cette catégorie
cellulaire. Le principal argument retenu en faveur de l'origine épithéliale des
cellules sécrétrices repose sur la présence de la lame basale qui circonscrit a la
fois I'épithélium initial et les cellules sécrétrices volumineuses, au moment de la
différenciation des premiers tubules. De plus, aucune infiltration de cellules
mésenchymateuses dans I'épithélium n’ayant été observée a un stade précoce du
développement du spermoviducte {Enée et Griffond, 1983), il apparait que les
cellules sécrétrices et les cellules ciliées se différencient & partir de I'épithélium de
I'ébauche prostatique, composée de cellules indifférenciées, toutes identiques.
Nos observations rejoignent celles de Yung (1911) et Quattrini (1967a) en ce qui
concerne |'origine épithéliale des deux catégories cellulaires ; mais selon le dernier
auteur, les cellules ciliées représentent la structure d’origine et l'acquisition de
I'activité sécrétrice s'accompagne de la perte des cils. Au contraire, notre étude
ultrastructurale révéle I'absence de ciliogenése dans les cellules sécrétrices et son
existence dans les autres cellules épithéliales.

Dans les premiers tubules prostatiques de I'Escargot, les divisions des cellules
épithéliales indifférenciées sont nombreuses. Au cours de l|‘organogenése,
I'observation de mitoses est moins fréquente et il est difficile de préciser la
catégorie des cellules qui se divisent. Cependant, au cours de la période juvénile,
on rencontre de nombreuses cellules non sécrétrices sans cils ; mise a part une
ciliature trés faible qui peut échapper a I'observation, il est possible que certaines
cellules restent indifférenciées longtemps et continuent a se diviser en fournissant
les cellules nécessaires au développement de la glande ; en outre, on n’observe
pas de cellules de réserve contre la lame basale.

La mise en place progressive de cellules sécrétrices et de cellules non
sécrétrices ciliées dans I'épithélium des tubules ramifiés qui constituent la
structure définitive de la prostate d'Helix aspersa est bien établie ; les cellules
sécrétrices sont situées intégralement dans les limites de I'épithélium et ne
peuvent étre confondues en aucun cas avec les cellules des glandes
subépithéliales (fig. 3b texte).

2. Premiere phase sécrétoire de la prostate.

a) Les cellules non sécrétrices ciliées. — La présence de celiules ciliées,
riches en glycogene et intercalées entre les cellules sécrétrices, est fréquente dans
les glandes sexuelles accessoires de plusieurs Invertébrés (Adiyodi et Adiyodi,
1975). Dans la prostate de I'Escargot, ces cellules s'étendent de la périphérie a la
lumiére des tubules glandulaires. L'alternance avec les cellules sécrétrices est
irr(aguliére ; elles sont plus nombreuses dans les tubules proches du spermiducte
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ou I'évacuation rapide des produits de sécrétion nécessite une action ciliaire
efficace.

b) Les cellules sécrétrices. — La quasi-totalité du volume cytoplasmique des
cellules sécrétrices est occupée par des grains de sécrétion hétérogénes. Les
renseignements sur la nature des grains, obtenus par étude histochimique (Enée,
1980), révelent que la constitution de la sécrétion prostatique est complexe. Une
réaction légérement positive au PAS montre qu’il existerait une composante
glucidigue qui n’a pas été confirmée en cytochimie ultrastructurale par la méthode
de Thiery et Rambourg (1974). Les autres réactions histochimiques montrent que
les grains de sécrétion contiennent deux constituants essentiellement protéiques
qui ne sont pas mélangés. L'inclusion des grains, constituée de phospholipides et
de protéines, figure au sein d’une matrice protéique. Les grains de sécrétion
prostatique de la Sangsue Hirudo medicinalis étudiés par Pastisson (1968) sont
également de nature mixte, protéique et phospholipidigue, mais c’est la partie
protéique du grain qui est entourée d’'une zone claire de nature phospholipidique.

En ultrastructure, les cellules sécrétrices de la prostate d’Escargot présentent
un ergastoplasme et un appareil de Golgi particulierement développés comme cela
a été décrit dans de nombreuses cellules sécrétrices (Jamieson et Palade, 1967a,
b ; Neutra et Leblond, 1969 ; Sandoz et al., 1971 ; Jamieson et Palade, 1977 ;
Courtot et Gomot, 1982). Un développement prééminent de I'ergastoplasme a été
également signalé par De Jong-Brink (1969) dans la prostate de Biomphalaria, ce
qui témoigne de l'intense activité de synthése protéique de ces glandes.

L’acheminement des protéines vers I'appareil de Golgi se fait classiquement
par de nombreuses vésicules de transition qui fusionnent avec le premier saccule
golgien. La forte activité sécrétoire se traduit par un accroissement du diametre
des saccules qui est de "ordre de 1 a 1,6 um dans les cellules en différenciation et
atteint 5 a 7 um dans les cellules en pleine activité sécrétrice. I} semble qu'll
n‘existe pas de compartiments physiologiquement différents dans un méme
saccule, comme cela a été signalé dans les cellules des glandes multifides
d’Escargot qui élaborent une sécrétion mixte composée de protéines et de
glycoprotéines {Ovtracht et Thiery, 1972). Par contre, le dernier saccule observé
sur la face de maturation des dictyosomes présente une grande similitude avec le
sac post-golgien décrit dans les cellules des glandes muitifides (Ovtracht et
Thiery, 1978). Les saccules golgiens dilatés ressemblent aux « vacuoles de
condensation » (Hand et Oliver, 1977 ; Novikoff et al, 1977) et évoluent en
granule de prosécrétion qui renferme une inclusion dense au sein d’'une matrice
claire. Lorsque les granules de prosécrétion s’éloignent de la zone golgienne, ils
confluent avec les vésicules golgiennes et constituent des grains de sécrétion
dont le volume et la guantité de matériel de la matrice augmentent fortement. On
observe également dans cette zone la confluence de formations tubulaires ayant
I'aspect de saccules golgiens isolés (Hollande, 1972) ou de formations du
réticulum endoplasmique {Novikoff et al., 1971 ; Dubois et Tachon, 1974 ; Hand
et Oliver, 1977). Ainsi, certains constituants protéiques ou lipidiques pourraient
participer a la constitution des grains de sécrétion sans transiter obligatoirement
par I'appareil de Golgi bien que la liaison entre les protéines et le constituant
lipidique puisse se réaliser dans les saccules golgiens (Claude, 1970), de méme
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que la synthése des phospholipides (Alliet, 1976). En phase de sécrétion
abondante, on observe méme la confluence de grains de sécrétion avec des
enclaves cytoplasmiques de glycogéne et de lipides.

Au cours de cette premiére phase sécrétoire de la prostate, nous avons
observé la libération de quelques grains de sécrétion a l'apex des cellules.
Toutefois, ce processus d’excrétion de type mérocrine est faible pendant la
période qui précéde la reproduction et la perte des grains est largement
compensée par la poursuite de leur élaboration au niveau de 'appareil de Golgi. |l
s’ensuit une accumulation trés importante de grains de sécrétion dans les cellules
sécrétrices jusqu’au moment de l'accouplement qui s'accompagne de la décharge
des cellules sécrétrices (Enée, 1980).

La différenciation de la prostate se caractérise donc par un développement
précoce par rapport aux autres glandes annexes du tractus génital telles que la
glande & albumen ou les glandes multifides, et il existe un synchronisme entre la
phase organogénétique et la phase sécrétoire de cette glande méle. De plus, on
remarque une correspondance entre la différenciation des cellules prostatiques et
le protandrisme de I'animal. Une observation comparable a été également faite
chez divers Limacidés par Laviolette (1954) et chez Agriolimax reticulatus par
Runham et al. (1973) qui ont démontré I'existence d'un facteur provoquant la
différenciation de la prostate dans des conduits génitaux juvéniles greffés chez
des Limaces dont la gonade est en phase méle.

Recu en mai 1983.
Accepté en mai 1984.
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