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RESUME. - L’interaction du transport de la méthionine et des mouvements ioniques a été étudiée au niveau des diffé-
rents segments intestinaux (antérieur, postérieur et cdlon) de Sparus aurata avec la technique du courant de court-circuit.
Cette étude montre que 1’addition de la méthionine, a la concentration 10 mM, du c6té muqueux en présence de 140 mM de
NaCl, provoque une baisse du courant de court-circuit et du potentiel transépithélial des différents segments intestinaux.
Ces résultats suggerant ’interférence du transport intestinal de la méthionine avec des mouvements ioniques de charge
négative, le transport de la méthionine a été effectué en présence et en absence de I’ion chlore qui est I’ion majeur de charge
négative dans le milieu intérieur de I’animal. Les résultats montrent que, en milieu gluconate (substitué au NaCl), 1’addi-
tion de la méthionine, a la méme concentration (10 mM) et du méme c6té que précédemment (muqueux), provoque une
stimulation du courant de court-circuit et du potentiel transépithélial des trois segments intestinaux. Notre étude indique
que, chez la daurade, le transport intestinal de la méthionine interfere avec les mouvements de deux ions : le sodium et le
chlore.

ABSTRACT. - Electrical effects of methionine in relation to ion transport in Sparus aurata intestine.

The intestinal transport of the amino acids, and in particular the methionine, remains little informed in fishes. The aim
of this work is to study the interaction between methionine transport and ionic movements by different intestinal parts in
Sparus aurata, using the technique of Ussing chambers under short-circuited current conditions. Three rings were used:
anterior, posterior and colon. The results of this study showed that the mucosal addition of methionine (10 mM), in pres-
ence of 140 mM NaCl, provoked a decrease of short-circuited current and potential (serosa positive) of all intestinal rings.
The results suggest the interference of the intestinal methionine transport with ionic movements of negative load. To eluci-
date this hypothesis, methionine transport was carried out in presence and in absence of chloride ion, which is the major ion
of negative load in animal interior medium. The results showed that, in absence of chloride, addition of the methionine, in
the same conditions (10 mM, mucous side, gluconate medium), provoked a short-circuited current and potential stimula-
tion of intestinal rings. Our study indicates that methionine transport across intestine of Sparus aurata interferes with
movements of underlying two ions sodium and chloride.
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Les études du transport des acides aminés par les mem-
branes cellulaires chez les mammifeéres ont montré que 1’ab-
sorption de ces derniers, et particulicrement celle des acides
aminés neutres, met en jeu plusieurs systemes de transport
(Stevens et al., 1984 ; Christensen, 1985 ; Bertran et al.,
1994). Pour les cellules épithéliales, la présence de plusieurs
transporteurs des acides aminés dans la bordure en brosse
complique beaucoup I’analyse de cinétique de transport. Le
développement des études relatives a I’absorption intestinale
des acides aminés chez les poissons est récent (Bogé et
Rigal, 1981 ; Bogé et al., 1982, 1983, 1985 ; Vilella et al.,
1990) et le transport intestinal des acides aminés et en parti-
culier la méthionine reste peu documenté.

Pour mieux élucider les mécanismes de transport de
substances organiques a travers la paroi intestinale, certains
auteurs se sont intéressés a 1’effet d’ions comme le chlore,
le sodium et le potassium. La dépendance au chlore du

transport membranaire de certains acides aminés a été
constatée depuis longtemps (Vidaver et Shepered, 1968).
Plus tard, certains travaux ont montré 1’intervention de 1’ion
chlore dans le transport des acides aminés par les épithé-
liums rénaux et intestinaux des poissons (Bogé et Rigal,
1981 ; Bogé et al., 1982 ; Munck, 1993, 1995a). La dépen-
dance au chlore peut refléter un besoin en ion Cl- comme
catalyseur du transporteur sodium dépendant ou comme
cotransporté avec 1’acide aminé et le sodium (Munck,
1995a).

En outre, certaines études ont montré que 1’absorption
de la méthionine, qui est un acide aminé a longue chaine,
suit un modele tres complexe par lequel les transporteurs
sodium-dépendants catalysent le transfert de la méthionine
méme en absence de Na* (Paterson et al., 1980).

L’objet de ce travail est I’étude de I’interaction entre les
mouvements des ions chlore et sodium et le transport de la
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méthionine, a travers les différents segments intestinaux de
la daurade Sparus aurata (Linnaeus, 1758).

MATERIEL ET METHODES

Animaux d’expérience

Les daurades utilisées au cours de cette expérimentation,
pesant entre 200 et 250 g, proviennent de la station d’élevage
d’aquaculture tunisienne (Hergla, Tunisie). Les animaux
sont transportés vivants et stockés au laboratoire dans un
aquarium rempli d’eau de mer. La température du bac est
maintenue entre 18 et 20° C.

Trois parties de 1’intestin ont été considérées : intestin
antérieur, intestin postérieur et cdlon. Un segment de un cen-
timetre est découpé dans chaque partie antérieure et posté-
rieure ; le c6lon est prélevé en entier.

Technique

La technique utilisée est celle du courant de court-circuit
(Ussing et Zerahn, 1951). Elle permet de mesurer les para-
metres électriques (courant de court-circuit et potentiel trans-
épithélial) ainsi que les flux d’ions ou de molécules organi-
ques. Cette technique a été largement utilisée pour différents
épithéliums chez diverses especes (White, 1977 ; Gunter-
Smith et al., 1982 ; Lahlou et Avella, 1993 ; Saidane et al.,
1999).

Le tissu étudié est monté a plat entre les deux comparti-
ments de la chambre de Ussing en plexiglass, fournie par
World Precision Instrument (WPI, USA).

En raison du faible diametre de ’intestin, 1’ouverture des
chambres présente un diametre de 6 mm (Réf : CH4 S). La
présence d’un joint torique évite I’effet d’écrasement de bord
(edge-damage).

Deux paires d’électrodes impolarisables adaptées a ces
chambres ont été utilisées, 1’une pour le courant, 1’autre pour
le potentiel.

L appareil de courant de court-circuit est un DVC 1000,
Dual Voltage/current clamp (WPI, USA) qui permet en outre
d’obtenir la résistance (en homs/cm?) du tissu en envoyant
régulierement de courtes impulsions supplémentaires qui
font varier le potentiel transmembranaire. Le DVC 1000 est
relié & un MacLab qui permet a 1’aide d’un logiciel, appelé
Chart, d’enregistrer, d’afficher et de représenter les données
expérimentales sur ordinateur et de les soumettre a des ana-
lyses variées.

Le milieu d’incubation est constitué d’une solution phy-
siologique, ayant la méme pression osmotique que le milieu
intérieur de 1’animal : Ringer & 9%o de NaCl (140 mM de
NaCl).

Les résultats sont exprimés en moyenne + erreur stan-
dard. Pour analyser les résultats, le test Anova a été appliqué
en utilisant le programme informatique Stat View™ 512+,
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RESULTATS

Apres stabilisation du tissu, la lecture du courant de
court-circuit et du potentiel transépithélial est réalisée. Le
tableau 1 regroupe les parametres électriques des trois seg-
ments intestinaux. Tous les segments intestinaux présentent
un courant de court-circuit et un potentiel transépithélial
séreux positifs.

Les résultats de cette étude montrent que 1’addition de la
méthionine au milieu d’incubation, a la concentration
10 mM, du c6té muqueux, provoque une baisse du courant
de court-circuit et du potentiel transépithélial des différents
segments intestinaux (Fig. 1). Pour équilibrer la pression
osmotique, 10 mM de mannitol sont ajoutés du coté séreux.
Au niveau de I’intestin antérieur, I’inhibition est respecti-
vement de 26,4% pour le courant et de 8,77% (n =9) pour le
potentiel. Pour I’intestin postérieur la réduction du courant
est de 12,5% alors que celle du potentiel est de 23,5%
(n = 10). En ce qui concerne le c6lon, une baisse de 35% est
enregistrée pour le courant, celle du potentiel est de 22%
(n = 8). Cette variation est significative a 5% d’erreur pour
les trois segments intestinaux. Ces résultats suggerent 1’in-
terférence du transport intestinal de la méthionine avec des
mouvements ioniques de charge négative. Pour tester cette

Tableau 1. - Parametres électriques des trois parties de 1’intestin de
Sparus aurata apres stabilisation (I : courant de court-circuit en
microamperes par cm?; V : potentiel transépithélial et R : résistance
du tissu intestinal en homs cm?). [Electrical characteristics of the
differents parts of the intestine of Sparus aurata after stabilization.]

IenpA/cm®| VenmV R enhoms/cm?
Intestin antérieur (n=11) | 595+ 0,64 (093 +0,17| 128,7+6,6
Intestin postérieur (n=11)| 5,92 + 0,67 091 +0,13| 118 £10,6
Coélon (n=9) 1224 +198(1,87+0,17| 134,1 £ 11,2
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Figure 1. - Exemple d’enregistrement du courant de court-circuit en
microamperes par cm? de tissu, avant et apres 1’addition de la
méthionine a la concentration 10 mM, du co6té apical, au milieu
d’incubation de I’intestin postérieur de Sparus aurata. [Typical
recording of short-circuit current in pAlcm?, before and after addi-
tion of 10 mM methionine at the mucosus side of posterior segment
of Sparus aurata intestine.|
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Figure 2. - Effet de I’addition de la méthionine a la concentration
10 mM, du c6té apical, au milieu d’incubation de I’intestin posté-
rieur de Sparus aurata, dans du Ringer sans chlore (gluconate).
Exemple d’enregistrement du courant de court-circuit en microam-
peres par cm? de tissu. [Effects of Cl- substitution by gluconate on
both sides of Sparus aurata posterior intestine. Typical recording of
short-circuit current in yAlcm?, before and after mucosus addition
of 10 mM methionine in normal and chloride-free Ringer.]
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Figure 3. - Effet de I’addition de la méthionine a la concentration
10 mM, du c6té apical, au milieu d’incubation de I’intestin posté-
rieur de Sparus aurata, dans du Ringer sans sodium (NMDG).
Exemple d’enregistrement du courant de court-circuit en microam-
peres par cm2 de tissu. [Effects of Na* substitution by NMDG on
both sides of Sparus aurata posterior intestine. Typical recording of
short-circuit current in uAlem?, before and after mucosus addition
of 10 mM methionine in normal and sodium-free Ringer.]

hypothese, I’étude du transport de la méthionine a été effec-
tuée en présence et en absence de 1’ion chlore qui est I’ion
majeur de charge négative dans le milieu intérieur de 1’ani-
mal.

Dans le milieu dépourvu de chlore le NaCl est remplacé
par du gluconate de sodium. La méthionine et le mannitol
sont préparés dans ce milieu. Les résultats montrent que, en
milieu gluconate, I’addition de la méthionine, a la méme
concentration (10 mM) et du méme co6té que précédemment
(muqueux), provoque une stimulation du courant de court-
circuit et du potentiel transépithélial des segments intesti-
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naux antérieur et postérieur (Fig. 2). En effet, les variations
des parametres électriques de I’intestin antérieur sont res-
pectivement 11,4% pour le courant et 31,6% (n = 9) pour le
potentiel ; au niveau de I’intestin postérieur : 8,77% pour le
courant et 19% (n =9) pour le potentiel. En ce qui concerne
le colon, une 1égeére augmentation est enregistrée pour le
potentiel (5,4%), le courant n’est pas modifié (n = 8). Cette
variation est significative a 5% d’erreur pour les segments
antérieur et postérieur ; elle est non significative pour le
colon.

Pour vérifier le role de 1’ion sodium dans I’absorption
intestinale de cet acide aminé, le transport de la méthionine a
été effectué en absence de cet électrolyte. Dans le milieu
dépourvu de sodium, le NaCl est remplacé par du NMDG
(N-méthyl D-glucamine). La méthionine et le mannitol sont
préparés dans ce milieu. L’addition de la méthionine dans du
Ringer sans sodium, et dans les mémes conditions que pré-
cédemment, ne provoque aucune modification des parame-
tres électriques des différentes parties de I’intestin (Fig. 3),
ce qui indique que la réponse électrique a la méthionine est
fortement inhibée dans ces conditions.

DISCUSSION

Les parametres électriques des différents segments intes-
tinaux montrent qu’ils sont séreux positifs, ce qui indique un
transfert d’ions de charge positive du c6té séreux (Lahlou et
Avella, 1993).

Les trois parties de 1’intestin présentent une résistance
inférieure a 200 en Qcm?, donc I’intestin de la daurade peut
étre considéré comme un tissu lache (Lahlou et Avella,
1993).

Par ailleurs, 1’addition de la méthionine en milieu
dépourvu de 1’ion chlore est suivie d’'une augmentation du
courant et du potentiel des portions antérieure et postérieure
de I’intestin. L’ensemble des résultats de cette étude montre
que ’absence de 1’un des deux ions Na* et Cl- perturbe les
parametres électriques des trois portions intestinales enregis-
trés suite a I’addition de la méthionine au milieu d’incuba-
tion du c6té apical. En effet, en Ringer NaCl, une diminution
du courant de court-circuit et du potentiel transépithélial est
obtenue. En Ringer-Gluconate, le phénomene inverse est
observé. L’addition de la méthionine est accompagnée d’une
augmentation 1égere des deux parametres électriques des
portions antérieure et postérieure de I’intestin. En fait, I’inhi-
bition du courant et du potentiel, qui suit d’habitude 1’appli-
cation de la méthionine, disparait et une dépolarisation
d’amplitude variable selon les segments intestinaux est obte-
nue. En Ringer-NMDG, I’ajout de I’acide aminé n’a plus
d’effet sur le courant de court-circuit et le potentiel transépi-
thélial ; par conséquent il est permis de penser que ce trans-
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port comprend une composante sodium-dépendante (White
et Hinton, 1988).

Nos résultats suggerent I’interférence du transport intes-
tinal de la méthionine avec des mouvements ioniques de
charge négative. Certains auteurs pensent que I’ion CI- sti-
mule le transport sodium-dépendant (Nelson et Rudnick,
1982 ; Bogé et al., 1983). Nos résultats sont en accord avec
certains travaux antérieurs, qui ont été réalisés dans le méme
axe, en vue de mettre en évidence une éventuelle dépendan-
ce du transport des acides aminés vis-a-vis de 1’ion chlorure.
C’est ainsi que Bogé et al. (1983) ont étudié le transport de
D-glucose, I’acide 2-aminoisobutyrique et la glycine par les
vésicules de bordure en brosse membranaire de I’intestin de
Boops salpa. En effet, ils ont montré que le transport de ces
trois substances est stimulé par le gradient électrochimique
de Nat* (Cext > Cint). Pour le glucose, une élévation du
potentiel électrique membranaire augmente le transport Na*-
dépendant. En revanche, le transport de la glycine et de
I’ AIB exige en plus de gradient Na* la présence de CI- du
coté externe des vésicules. Ces auteurs ont souligné égale-
ment que dans le cas ou le gradient de sodium est altéré ou
quand le Na* est négligeable ou absent du milieu d’incuba-
tion, la présence de Cl- du c6té externe des vésicules n’est
pas suffisante pour stimuler le transport de la glycine ou de
I’AIB. En outre, Balocco ef al. (1993) ont démontré que le
transport de la méthionine par I’intestin du poisson Dicen-
trarchus labrax nécessite la présence de 1’ion chlorure dans
le milieu. Par ailleurs, la dépendance au chlore peut refléter
un besoin en ion Cl- comme catalyseur du transporteur
sodium-dépendant (Munck, 1993). En ce qui concerne le
transport de la méthionine par I’intestin de la daurade, il est
permis de penser que ce transport est sodium-dépendant
puisque 1’absence de sodium annule toute variation des para-
metres électriques enregistrés a la suite de 1’addition de cet
acide aminé. Aussi, il est probable que le transport de la
méthionine est chlore-dépendant mais avec une stoechiomé-
trie ou les ions chlorure seront en nombre plus important que
le sodium, ce qui expliquerait la baisse du courant qui suit
immédiatement ’application de la méthionine au coté
muqueux de I’intestin.

La dépendance du transport des acides aminés a été ana-
lysée par Munck et ses collaborateurs chez différentes espe-
ces de mammiferes telles que le rat (Munck et Munck, 1994a
; Munck, 1995a), le porc (Munck et Munck, 1994a ; Munck,
1995a ; Munck ef al., 1995), le lapin (Munck et Munck,
1990, 1992a, 1992b, 1992a, 1997 ; Munck, 1993) et I’hom-
me (Munck, 1995b). Les auteurs ont mis en évidence la pré-
sence de transporteurs sodium-chlore dépendants tel que
I’imino acide transporteur, le 3 amino acid transporteur et le
3 alanine transporteur appelé aussi B+ chez le lapin (Munck
et Munck, 1994b, 1994c¢), I’imino acide transporteur, le 3
amino acid transporteur chez le porc (Munck et Munck,
1994b ; Munck, 1995a) et chez I’homme (Munck, 1995b).
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Les auteurs ont analysé la stoechiométrie de ces transpor-
teurs. Elle est en général de 2CI-1Na*1 acide aminé chez le
rat, le porc et le lapin (Munck et Munck, 1994a ; Munck,
1995a) et chez I’homme (Munck, 1995b). Il est probable que
I’intestin de Sparus aurata posséde un transporteur sodium-
chlore dépendant avec une stecechiométrie identique a celle
qui est mise en évidence chez le lapin et ’homme. En tenant
compte de la nature de 1’acide aminé en question le plus pro-
bable sera le 3 amino acid transporteur.
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