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INTRODUCTION

Chez les Annélides Polycheétes, la cavité générale, ocu coelome,
gst spaciesuse. Elle est tapissée intérieurement, ainsi que tous les organss
qu'elle renferme, par un endothélium Péritonéal , trés mince membrane a
cellules aplaties. Cette membrane péritonéale forme un mésentére dorsal
gt un mésentére ventral soutenant le tube digestif. Elle présente des régions
plus ou moins abondamment garnies de cils vibratiles gui déterminent des

courants dans la lymphe périviscérale (ou liquide coelomique).

La cavité générale est distincte de 1l'appareil circulatoire qui
est clos, sang et ligquide coelomique ne se mélangeant pas.

C'est dans cette cavité générale que va s'accomplir la maturation
des produits génitaux qui, se détachant précacement, y flottent en grande
quantité. Maié outre les gamétes, on trouve aussi d’autres cellules : des
Protozoaires parasites et surtout une catégorie de cellules coelomiaues

particuliérement intéressante, les &léocytes.

Ces éléocytes se sont vus attribués différents noms : lymphocytes,
leucocytes, amibocytes, phagocytes, granulocytes, cellules chloragoganes
(voir P.FAUVEL, 1959). Mais on a pu montrer, notamment chez Sabella spallan-
zani et Amphitrite johnstoni (R.P.DALES, 1861, 1964), que ces cellules consti-
tuent les étapes de la vie d'un méme type cellulaire. D'apres A.DEHORNE (13830)
c'est M.ROMIEU (1923) qui a employé le premier !5 terme d'éléocvies. car il
avait observé dans ces cellules des gouttelettes de 2 3 3 u colofables au
Soudan III et au Tetroxyde d'osmium, donc riches en graisses non saturdes.
Dans notre étude il serait plus correct de parler de coelomocytes, terme plus

général qualifiant tous les éléments libres du coelome autres que les gamétes,

Le milieu intérieur des Annélides Polychétes n'a suscité que peu
d’études biochimiques, sans doute les prémiers auteurs ont-ils dédaigné ces
animaux de petite taille. Sans doute aussi, leur petitesse était-elle un
handicap pour les premiers chercheurs qui ne possédaient pas encore les

techniques permettant aujourd’hui de faire des microdosagesw

Selon M.DURCHON et M.LAFON (1851) c'est ThE.BRAND qui en 13827
a le premier tenté une étude de la composition chimique de différentes esnéces

d'Annélides.



C.G.WILBER et W.M.BAYORS (1847) ont aussi fait une étude globale
de quelques Annélides marines,étude qui ne concerne gque la composition en -
lipides.

Bien plus tard, M.E.CLARK (18863 a et b, 1864) a entrepris l'explo-
ration systématique des acides aminés et de quelgues glucides du liguide
coelomique de Nephtys hombergi et, en 1968, elle fait une étude comparée des
acides aminés chez différents Polychétes.

F.B.DE JORGE et J.A.PETERSEN (1968} font aussi une étude biochimigue
globale, selon la maturité du ver, de différentes parties de Chaetbpterus
variopedatus.

M.L.KARNOVSKY (1868) gui remarque gu'il y a fort peu de-travaux sur
les composants et le métabolisme lipidigues des Annélides, cite A.C.GIESE
qui a effectué en 1966 une analyse globale de la composition en acides gras
de plusieurs invertébhrés marins.

C.G.N. DE VOOYS (1875) dose la teneur en glycogeéne et en lipides
totaux chez Arenicola marina

F.RAHEMTULLA et S.LBVTRUP présentent en 1975 une étude biochimi-

que globale sur les Annélides.

Qutre ces exemples de travaux gqui concernent donc la recherche
des glucides, lipides, acides aminés, de 1l'animal en entier ou de son milieu
intérieur, ces derniéres années an a recherché quels pouvaient étre le rdéle
et les rapports entre les différents &léments hébergés par ce milieu intérieur.
Le milieu intérieur c'est, chez les Annélides Paolychétes, comme
il & été dit plus haut, & peu preés exclusivement le liquide coelomique, c'est

a4 dire le milieu ol se fait la maturation des gamétes.

Comme a pu l'écrire M.PORCHET (1874) au moment de la reproduction,
le corps des heteronereis est presque réduit & l'état d'un sac bourré de pro-
duits génitaux mdrs. Ainsi, remarque-t-il, chez les Perinereis cultrifera
épitogues. le contend coelomique des femelles (ovocytes, liquide coelomigue
et coelomocytes) représente plus de la moitié du poids total de 1'animal,

“alors gue le "coelome” du ver sexuellement indifférencié n'en constitue que
10% environ.

D'autre part, comme le souligne A.FISCHER (1974) 1'ovogenése est
"diffuse" chez les Nereis dans le sens o0 les ovocytes croissent dans la cavité
coelomigue partout de la méme fagon sans contact permanent avec d'autres
cellules. Ces ovocytes croissent ainsi de fagon & peu prés synchréne et sont
dunc un systéme test valable pour évaluer lé degré de maturation sexuelie

du ver.



Comme 1l'ont montré M.DURCHON et M.PORCHET (1871), M.PORCHET (1874)
chague taux hormonal est caractéristique d'une étape déterminée de 1'évolu-
tion génitale, et l'activité endocrine du cerveau influence directement la
teneur en glucides du ligquide coelomigue et des ovocytes.

Chez les Néréidiens, les ovacytes,libres dans la cavité du coelome
vont donc y puilser le matériel qui servira & 1'élaboration de leurs réssrves.
Cela pose deux problémes

.- quelle est 1l'origine du matériel nutritif contenu dans le
liquide coelomique ? ‘

. quelles sont les modalités d'absorption de ce matériel par les

ovocytes ?

On pense depuis longtemps que les éléocytes jouent un rdle
important dans l1’élaboration des réserves ovocytaires, mais cela n'a jamais
été démontré de fagon formelle.

Des 1885, W.KUKENTHAL considére que les cellules de la cavité
coelomigue des annélides sont en relation avec le développement des cellules
germinales femelles, notamment avec l'élaboration du vitellus. W.C.MAC INTOSH
(1807) parle aussi d'"ovigerous tissue”. A.DEHORNE (1822 a et b, 1830) étudie
aussi ces éléocytes et remarque leur rdle dans 1l'histolyse et la phagocytose
musculaire dans le coelome de Hediste diversicolor, & la fin de la maturaticn
des ovocytes, mals remargue cet auteur (A.DEHORNE, 1930), c’'est EdCLAPAREDE
(1888} qui aurait été le premier & s'intéresser & ces cellules.

M.DURCHON et M.LAFON {1851) notent que la multiplication et la
maturation des cellules germinales, aux dépens des éléocytes, s'accompagnent
de changements importants dans la composition chimique du liquide coelomique.

R.P.DALES (1857) estime aussi que ces cellules coelomigues jouent
un rdle dans le stockage et le transport de nourriture chez certains Polychétes.

R.P.DALES (1861, 1963, 1967) étudie plusieurs Polychétes Sabellidés
et affirme : les cellules coelomigues constituent un dépdt pour la maturatiocn
des gameétes.

R.P.DALES (1964), a propos du Polychéte Tersbellidae Amphitrite
Jjohmstoni dit que les éléocytes accumulent huile et glycog@ne destinés aux
zametes.

A.DHAINAUT (1966 a) a fait 1'étude ultrastructurale des €léocytes
de Nereis pelagica & 1l'approche de la maturité sexuelle et il montre aussi
(1886 b) gue la membrene des ovocytes de Nereis pelagica en cours de vitello-

genése est souvent en contact avec les éléocytes. Cette membrane des ovocytes

(@

5% traversées de microvillosités tubulaires et rectilignes dont 1l'extrémité

23t en contect avec des rosettes de glycogéne des éléocytes.



R.P.DALES (1968) note que le glycogéne et 1'huile des coelomocytles,
bien gue présents en grande quantité, semblent &tre inutilisables, alors
que le glycogéne des muscles peut &tre réduit : les coelomocytes de Sabella
spallanzani peuvent contenir prés de la moitié de leur poids total de
matiére séche sous forme de lipides et 1/5 sous forme de glycogéne, mais
tandis que ces vers peuvent survivre en conditions anaérobies pendant 25 heures,
ces réserves ne sont pas affectées. Du glycogénes est utilisé, mais pas celuil
des coelomocytes. Les réserves des coelomocytes semblent, pense-t-il,destinées
aux gametes. »

R.T.HESS (1970) fait l'étude -ultrastructurale des éléocytes de
1'Annélide Enchytraeus fragmentosus et pense que ces cellules jouent un rdle
dans la synthése de protéines dans la régénération, ainsi gue dans le trans-
port de matériel nutritif et d'excrétion.

R.L.PRESTON [1971)sur Glycera dibranchiata:.les coelomocytes accu-
mulent certains amino-acides.

P.C.SCHROEDER (1971) note l'existence de contacts entre ovocytes
et &éléocytes a différentes étapes de l'ovogenése (chez Nereis grubei) comme
cela a déja été montré chez d'autres annélides tels que N.pelagica (A.DHAINAUT,
1966). A.FISCHER fera en 1374 la méme observation chez Platynereis dumerilit.

K.J.ECKELBARGER (1974) travaille sur le Polychéte Terebellidae
Nicolea ;osteriéola : 1'ovocyte, écrit-il, absorbe des substances dans le
liquide éoelomique. D'autre part : chez les coelomocytes deux types de
cellules se succédent; dans le premier type présence de lipides et de glycogene,
dans le deuxi&me type apparition d'une synthése de protéines, matériel destiné

a 1'ovocyte.

Notons qu'aucune étude ultrastructurale, pas plus celles de
A.DHAINAUT, P.C.SCHROEDER ou K.J.ECKELBARGER, n' a pu démontrer le transfert
de matériel des coelomocytes vers les ovocytes. Dans tous les cas on ne releve
gue des rapports de contiguité entre ces deux catégories cellulaires.

Dfautre part, le nombre péu important de vésicules de pinocytose observé |

au niveau de l'enveloppe ovocytaire laisse penser gue seul un matériel de
faible poids moléculaire peut pénétrer dans l'ovocyte. Ainsi l'ovocyte peut
réaliser ses synthéses de vitellus et d'alvéoles corticaux a partir de
précurseurs simples : acides aminés et monosaccharides notamment (A.DHAINAUT,
1967; A.DHAINAUT et M.PORCHET, 1877).

Les résultats obtenus en immunologie (A.DHAINAUT, M.PORCHET et
F.FONTAINE, 1980) montrent chez Perinerets cultrifera qu'il existe dans le
liquide coelomique une substance présentant une identité antigénique avec
les coelomocytes et les ovocytés. Cette substance est absente chez les 0" ot

les trés jeunes @ . A.FISCHER (1878) a fait une obscrvation sembilable chez



Nereis virens = l'existence d'une substance antigénigue commnune aux ovocytes
et au liguide coelomique. A,.FISCHER va jusqu'a assimiler cette substance
& une vitelline.

L'étude de cette substance a débuté , aprées fractionnement du liquide
coelomique, des extraits de coelomocytes et d'ovocytes (A.DHAINAUT, M.PORCHET et
F.FONTAINE, 1880) : on observe une méme fraction macromoléculaire danms les tprpis
milieux étudiés. Cette fraction est riche en sucre et en protéines. Dans
notre D.E.A. (F.FONTAINE, 1973) nous avons aussi été amené a étudier sa

constitution en acides gras.

Les recherches biochimiques qui ont €té faites ces derniéres années
contribuent ainsi & appuyer la thése faisant des coelomocytes les responsables
de la synthése de cette fraction moléculaire: les variations que nous avons pu
observer du-point de vue qualitatif et quantitatif des monosaccharides, des
protéines, et des acides gras vont dans ce sens (A.DHAINAUT, M.PORCHET et
F FONTAINE, 1880)

-Dans:notre D.E.A. nous avons écrit que les coelomocytes pouvaient
gtre un lieu important de stockage et de biosynthése d’'acides gras, leur
évolution se faisant souvent parallélement avec le liquide coe lomigue
Dans les ovocytes nos résultats étaient insuffisants. Aussi il nous a samblé
utile de poursuivre cette étude. Sous quelles formes les lipides se présentent-
ils dans le liquide.coelomique, les coelomocytes et les ovocytes ? Quelle -
_évolutionéubissent-ils au cours de l'ovogenése ? Pouvons-nous mettre en évidence
1'existence d'un transport de substances lipidiques entre les coelomocytes
et les ovaocytes ? Ce sont la quelqgues guestions auxguelles nous
essaierons de répondre. Au cours de cette étude, nous comparerons nos résultats
avet ce que nous savons chez les autres invertébrés. Cela nous permettra de
resituer - les problémes de stockage des lipides, de leur transfert et de leur
role dans 1'ovogendse, dans un contexte plus général. Enfin nous débuterons
notre travail par une mise au point sur la notion deA"lipides". afin de voir
1'hétérogénéité des substances que 1'on groupe sous se vocable, et donc la
multiplicité et la richesse des problemes qui s'y rattachent. Nous n'aurons
ici d'ailleurs nullement la prétention d'épuiser un théme de recherches, mais
simplement d'apporter notre contribution & 1'étude de quelques problémes

importants.



LES LIPIDES - INTERET DE LEUR ETUDE
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Ces derniéres années de nombreux travaux ont été consacrés & la
biochimie des lipides des microorganismes, des Oiseaux et desfﬁammi?éres.
D'ailleurs, depuis les années 60, des revues apparaissent,uniguement
consacrées aux lipides : "Journal of lipid research", lipid section of
"Biochimica Biophysica Acta”, "Steroids”, "Advances in Lipid research”...
Cependant si les recherches se sont bien dévelaoppées chez les Vertébrés,
"chez les Invertébrés elles sont le plus souvent fragmentaires. Ainsi les
Insectes sont le seul groupe oll les travaux ont été particuliérement impor-
tants. Ensuite c'est chez les Crustacés que l'on trouve un assez grand
nombre de publications. Chez les Invertébrés qui nous intéressent ici, les
Annélides, les travaux restent rares.

Outre les rappels concernant la classification des lipides, par
guelques exemples nous voyons ici 1l'intérét de leur étude chez les Inverté-
brés ol les voies métaboliques, la nature et le réle de ces lipides sont

souvent différents de ce gue nous savons chez les Vertébrés.

Les lipides constituent un groupe hétérogéne ol 1'on trouve sur-
tout des esters d'acides gras a poids moléculaire élevé et accessoirement
des amides d'acides gras. lLeurs propriétésde solubilité dans les "solvants
des graisses” sont caractéristiques. On appellera ainsi lipide tout composé
soluble ou partiellement soluble dans les sdlvants organiques tels gue :
a]éool, acétone, éther, chloroforme, benzéne.

Selon R.AZERAD et E.LEDERER (1874) on pourrait ainsi les classer :

- Lipidessimples ou homolipides (ne contenant que carbone, hydrogéne et oxygéne)

. glycérides :-esters d’acides gras et de glycérol
. cires : esters d'acides gras et de monoalcools (alcools alipha-
tiques ou stérols).

. glycolipides : lipides contenant des sucres.,

- Lipides composés ou hétérolipides

. glycéro-phospholipides (lipides contenant une molécule de

glycérol et d'acide phosphariquel.

. sphingolipides (lipides contenant une molécule de sphingosine).

. sulfolipides (ou sulfatides) :lipides contenant du soufre
(seulement dans les plantes et les microorganismes).

. glycolipides azotés : lipopolysaccharides bactériens.

~

- Complexes lipidigues (lipoprptéines et membranes).




Les mémes auteurs les classent aussi selon leur fonction biclogique :

. Lipides de réserves = glycérides

. Lipides de membranes cellulaires = phospholipides, stérols,

(et dans les plantes = galactolipides, sulfolipides).

. Lipides de rev@tement : {(protection extracellulaire =cires]).

Ces classifications montrent bien leur hétérogénéité. Néanmoins,
comme nous l'avons dit plus haut, ils sont tous plus ou moins solubles dans
les solvants organiques. Ce caractére de solubilité leur est conféré par les

longues chaines paraffiniques d'acides gras gu'ils contiennent.

LES ACIDES GRAS

Bans notre D.E.A. nous en avons étudié certains chez Perinereis
cultrifera. Ceux que nous avons pu identifier étaient & chaine linéaire :
. Certains étant saturés (le plus souvent & nombre pair d'atomes
de carbonel.
. D'autres étant non saturés : a une (monoinsaturés) ou plusieurs
.doubles liaisons (polyinsaturés ou polyéthyléniques)
- les monoinsaturés = les principaux sont :

L'acide Palmitoléique 16 C (16 carbones)A 8-10 (=double

liaison entre les carbones S et 10)
wécide 01éique 18 C A9 - 10
L*acide Vaccénique 18 C A 11 - 13
L'acide Erucique 22 C A 13-14

= les Polyéthylénigues

1'acide linoléique ( ou cis ~ 9, 12 - octadécadiénoique)
1'acide linolénique (ou cis - 9, 12, 15 octadécatriénoique)
1'acide arachidonique (ou cis 5, 8, 11, 14 éicosatétraénoique)

Ces derniers acides gras polyinsaturés sont appelés acides gras
essentiels : leur absence dans la nourriture des animaux supérieurs entraine
un grand ncmbre de troubles. Les Insectes aussi ne peuvent ajouter une deuxieme
ou une troisiéme double liaison & un acide gras (S.TURUNEN, 1879].

Cependant pour aucune espéce de Diptére ( ou d'Aphide, dont les
symbiotes peuvent fournir tous les lipides nécessaires) les acides gras poly-
insaturés ou autres ne sont essentiels. Une exception cependant parmi ces
Diptéres: Culex pipterns est le seul Diptére connu exigeant un acide gras
polyinsaturé st le premier Insecte pour lequel une exigeance en acide gras
essentiel n'est pas satisfaite par 1l'aecide linoléigue et / ou 1'acide lino-
lénique, mais est tributaire de 1'acide arachidonigue (R.H.DADD et J.E.KLEINJAN,
15879).



On sait aussi que d'autres Invertébrés, tels gue les Crustacés,
ne peuvent synthétiser les acides linoléique et linolénique & partir
d'acétate et de palmitate, comme les M ammiféres ﬁA.KANAZAWA, S.I. TESHIMA
et K.ONO, 1878).

-

Les CLYCERIDES . c'est & dire les esters du glycérol, représentent
une catégorie importante de lipides. Selon le nombre d'acides gras fixés sur
la molécule de Glycérocl, on parlera de Mono -, 0i - ou Triglycérides. Les
Triglycérides sont habituellement considérés comme les lipides de réserve =
ils prédominent largement en effet dans‘les Adipocytes de Mammiféres. Les
Triglycérides dominent aussi dans le plasma des Mammiféres, o0 ils entrent
dans la constitution des macromolécules (les lipoprotéines]).

5i les Triglycérides sont aussi chez les Invertéhrés une farme
de stockage, chez les Insectes ce sont les Diglycérides qui dominent dans
1'hémglymphe ( ot ils entrent dans la constitution de lipoprotéines vitel-

logénes ou vitellogénines).

Autre catégorie importante de LIPIDES dont nous parlerons ici

les STEROLS et STEROIDES.

Le CHOLESTEROL, se présente sous forme libre ou sous forme esté-
rifiée par des acides gras.

Depuis les travaux de K.E.BLOCH sur le foie de rat, on sait que
le cholestérol peut se former & partir de squaléne. Ce squaléne est un
triterpéne : c'est & dire gu'il contient trois fois la molécule d’isopréne :
CHy = ? - CH = CHp

CH3

Ainsi, dans une cellule animale de vertébré 1'acétate peut :

1° se condenser en un dérivé de l'isopréne.

2° ensuite se polymériser en squaléne.

3° puis se cycliser en stérol.

D'aprés K.E.BLOCH, aprés la cyclisation du squaléne, les étapes
sont : lanostérol —m zymostérol —scholestérol.

Les Insectes sontincapables de synthétiser de stérols de novo
(E.N.LAMBREMONT, 1865, 1972; D.R.NELSON et D.R.SUKKESTAD, 1968; S.TURUNEN,
1973; M.WILLIAMS et Coll., ., 1874; R.G.DOWNER, 1978).

Toute la voie de synthése des stérols est ainsi délaissée chez
les Insectes, et le cholestérol supporte entiérement le processus de
développement = il ne peut &tre remplacé par un intermédiaire tel que le

langstérol (H.J.CLARK et K.BLOCH, 1958). Le cholestérol est donc sntidremcnt



fourni par 1'alimentation, et 1l'injection d'acétate marqué montre 1'absence
de radioactivité dams la fraction stéroligque des tissus d'Insectes (on a
chez certains Insectes trouvé de la radicactivité, mais la biosynthése de
cholestérol est dans ces cas 1'ceuvre de symbidtgset ne provient pas du
métabolisme propre de 1l'animal).

Le fait que les insectes ne puissent.faire leur propre synthése
du cholestérol n'est d’'ailleurs pas un cas unique chez les Invertébrés =
on a constaté le méme phénoméne chez les Crustacés, les:Diplopodes et les
Arachnides (B.DELAGE, 1369).

Pourtant le cholestérol a une importance prépondérante dans la

biosynthése des hormones stéroides et en particulier de 1'ecdysone.

Enfin,les PHOSPHOLIPIDES sont surtout considérés comme les

constituants habituels des membranes cellulaires. Ils ont été trés peu
étudiés chez les Invertébreés.

La phosphatidylcholine est le principal phospholipide chez la
‘plupart des cellules animales ( mais elle est absente des Bactéries), et
sa premiére fonction dans la cellule semble &tre structural (D.E.VANCE et
P.C.CHOY, 1979). Mais comme le remarquent ces derniers auteurs, des espéces
de phosphatidylcholines sont connues pour moduler 1'activité de certains
enzymes et ce lipide peut jouer un rdle dams la régulation cellulaire.

Des travaux récents vont d'ailleurs dans le méme sens. On a
montré le réle de la molécule de phosphatidylcholine dans les processus de
désaturation de 1'acide oléique en acide linoléique chez des champignons =
Aspergillus ochraceus (L.CHAVANT et coll, 1978) et Mucor mucedo (L.CHAVANT
et coll., 1979). '

Parmi les rares travaux effectués chez les Invertébrés, une étude
de E.N.LAMBREMONT et P.F.DIAL (1880) montre chez Acheta domesticus que
lesphospholipides différent selon les tissus et qu'il peut exister des dif-
férences avec ce que l'on sait chéz les Vertébrés, gquant & la nature et

& la position des acides gras.

Enfin, comme chez les Mammiféres, chez les Invertébrés, le
métabolisme lipidique n'est pas un systéme indépendant, et des interrelations,
en particulier avec le métabolisme des sucres, ont 8té mises en évidence
le tréhalose jouerait ainsi un réle important chez les Insectes (H.CHINO et
L.I.GILBERT, 1885 Bb). ‘

Dans notre D.E.A. nous avions montré 1'importance de la concentra-
tion en glucose chez les individus jeunes : ce glucose peut 8tre métatolise

aussi bien en sucres gu'en acides gras.
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I - LA PREPARATION DU MATERIEL BIOLOGIQUE

1° - Le matériel biologigue

Nous travaillons ici principalement sur une espéce de Nereidae
Perinereis cultrifera (Gribe).

En effet'toute étude biochimique est d’abord conditionnée par la
quantité de matériel disponible. Le plus souvent chaque type de dosage néces-
site 1 milligramme de substance séche. Parmi les espéces de Nereidae les
plus aisément disponibles, seule Perinereis cultrifera pouvait nous fournir
des quantités suffisantes de matériel.

Ces Perinereis ont été récoltées & Luc-sur-Mer (Calvados).

Au Laboratoire, tous les animaux sont isglés et leur état génital
déterminé par examen microscopique et mensuration & l'oculaire micrométrique,
des ovocytes. issus d'une ponction coelomique. '

. Une trentaine d'ovocytes sont ainsi mesurés. La moyenne détermine
le diemeétre ovocytaire de 1'individu.

Les vers sont élevés & 1'obscurité presque totale, dans de l'eau
de mer filtrée, sans aucune nourriture, la température étant maintenue cons-
tante entre 12° et 14°C. '

Deux autres espéces d’'Annélides ont aussi été partiellement étudides
Nereis diversicolor et Arenicola marina.

2° - La séparation des constituants coelomigues

Toutes les opérations portant sur 1'animal sont faites selon les
technigques de M.DURCHON (13852).

Le contenu coelomique de P.cultrifera de méme état génital, est
prelevé par ponction intracoelomigue. _

Les ponctions sont effectuées par des micropipettes (pipettes Pasteur)
La pipette Pasteur, dont nous veillons & ce que 1'extrémité scit suffisemment
éffilée, est introduite dans le coelome. Le contenu coelomique monte de
lui méme dans notre micropipette, tant par capillarité gue sous 1'effet de
la pression intracoelomique.

Le contenu coelomigue ainsi prélevé est constitué du liquide coe-
lomique, d'cvocytes, d'éléocytes et d'autres cellules (protozoaires). Il nous
faudra donc séparer ces différents &léments.

Nous avons utilisé la méthode de séparation des constituants

coelomigues décrite par M.PORCHET (1874).



Une premiére centrifugation nous donne un culot constitué par

les éléments figurés, le surnageant étant le liquide coelomigue.

Nous recueillons ce liquide coelomigue.

Le culot subit ensuite 4 lavages a l'eau de mer. A chaque lavage
on effectue une légeére centrifugation : chaque fois le surnageant est
recueilli.

Finalement on obtient un culot d'ovocytes. Un examen cytologique
peut nous permettre de nous assurer que le culot ovocytaire est débarrassé
de tout autre élément figuré = c'est la "fraction ovocytaire” ou *ovocytes"

Les surnageants successifs obtenus contiennent tous les autres
gléments figurés. Les éléocytes en sont 1'élément dominant.

Nous parlerons de "fraction coelomocytaire” ou simplement
"coelomocytes”.

La solution coelomique qui surnage apreés la premiere centrifuga-

tion du contenu coelomique est appelée "liguide coelomique”. Il s'agit d'un

ligquide totalement dépourvu d'éléments cellulaires ou de précipités organiques.
Un a pu ainsi obtenir 3 fractions qui peuvent &tre conservées une
fois congelées & - 70°C.

Remarque : toutes les centrifugations se font & + 4 °C.

II - L'EXTRACTION DES LIPIBES TOTAUX

Coelomocytes et ovocytes sont préalablement broyés au Polytron.

Puis, liquide coelomigue, coelomocytes et ovocytes sont lyophilisés
avant d'en extraire les lipides.

Les technigues d'extraction de lipides totaux varient d'un auteur
a l'autre.

E.G.BLIGH et W.J.DYER (1953) utilisent le mélange chloroforme-
méthanol - eau (2 :-2 ¢+ 1]).

Travaillant sur 1l'hémolymphe de Periplaneta americana, 0.BOLLADE
et Ph.BOUCROT (1973} extraient par le chloroforme - méthanol 3/1 (v/v)
pendant une nuit 3 20°C.

J.Mac LAUGHLIN(1871) travaillant sur Eisenia foetida modifie la
technique de E.G.BLIGH et W.J.DYER (18538) : une solution d'ammoniaque &
2% remplagant l'eau lors de l'extraction finale.

H.CHINO et coll.(1978), sur de 1'hémolymphe d'Insecte, pour
n'extraire que les lipides neutres, utilise le mélange isopropancl -
heptane (4 : 1) . Aprés déphasage et lavage & l’eau distillée, on obtient

une phase heptanoique contenant les lipides recherchés.
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Quand 11 s'agit de matériel végétal, les techniques d‘extréction
sont souvent plus drastigues.

J.BARAUD et coll. (1973) sur les membranes protoplasmiques et les
mitochondries de ‘Saccharomyces cerevisiae = les lipides sont extraits 3
chaud successivemeﬁt par le chloroforme,.le mélange - chloroforme.- méthanol
{2 1) (v/v) et le méthanol pur. Les trois extraits sont lavés et
repris par le chloroforme selon la technique de Folch (1851), exposée plus
loin.

K.KABATA et coll. (1979) sur Chlorella ellipsoidea font agir
le méthanol chaud sur les cellules, & ébullition pendant 5 mn. Cette extraction
est répétée une deuxieme fois. Aprés refroidissement et centrifugation, le
résidu est 3 nouveau extrait au chloroforme - méthanmol ( 2 : 1, v/v). Apras
centrifugation, les extraits lipidiques sont lavés & l'eau afin d'en extraire
les contaminants non-lipidiques. La Fraction chloroformigue est alors
concentrée & l'évaporateur rotatif.

Z.DUBINSKY et S.AARCNSON (1873) travaillant sur ‘les .algues, notent
une meilleure extraction si on ajoute au mélange chloroforme - méthanol

(2:1), 2 a 3 gouttes d'HCI 11 M.

?ar ces guelgues exemples, nous vayans donc que les techniques
' 2 2 . . .
d’extraction des lipides totaux sont assez variges, certaines se faisant

a chaud, d'autres & froid.
Les solvants utilis®s varient eux aussi :
Méthanol
od Chloroforme-Méthanal (2 : 1, 3 ¢+ 1)
ou Chloroforme-Méthanol-eau (2:2:1)
ou Chloroforme-Méthanol-Ammoniaque (2:2:1)

etec ...

Aprés essais, le solvant classique de J.FOLCH (1851, modifié en 1857)
nous a semblé satisfaisant.

C'est sans doute le systéme solvant le plus utilisé, tout au
moins pour le matériel animal.

C'est un mélange de chloroforme-méthanol dans les preportions
2+ 1 (vl

Dans ce solvant = le méthanol dénature les protéines

le chleroforme favorise la mise en solutionvdes

lipides totaux



Certains l'utilisent & + 4°C (G.G.BARTSCH, 1870, Jr.P.C.
KWITEROVICH et coll., 1970; M.SUGITA et coll., 1974 ...) mais aussi &
temérature élevée pour des cellules végétales ( J.L.HARWOGD, A.T.JAMES,
1975; K.A.KARLSSON, 1973, 1869; S.S.RAGHAVAN, 1874}.

Nous l'utilisons ici & + 4°C ( ce qui atténue 1'évaporation du

solvént, et empéche l'activité des lipases]).

Protocole d'extraction (voir planche 1)

Le liquide coelomique et les.broyats de coelomocytes et d'ovocytes

sont lyophylisés et pesés.

Réactifs
- solvant d'extraction : chloroforme / mé&thanal (2:1,v/v)

- solution de NaCl & 8 %,

L’extraction :

- chaque extrait sec obtenu aprés lyophylisation est placé une
nuit, sous agitateur magnétique, a +.4°C dans le systéme solvant d'extrection
(i1 faut environ 20 ml de solvant par gramme de tissu sec]).

- on filtre sur verre fritté, sous vide -—me extrait 1

- 1'insoluble est repris, pendant 1 h, dans le CHcly/CH3OH 5
(environ 10 ml de solvant par gramme de tissu sec).

- on filtre & nouveau sur verre fritté - extrait 2

- 1'insoluble est repris une derniére fois dans le CHC13/CH30H
2:1. Aprés une 3gme filtration --== extrait 3.

_Pour éliminer les substances non lipidiques solubilisées dans le
CHC1l3 / CHg OH , cet extrait lipidique total subit un déphasage selon la
technique de FOLCH. On ajcute un volume de NaCl & 9 %, pour 5 volumes de
solvant .

Ce déphasage se fait pendant une nuit,d + 4°C.

Aprés déphasage = les substances hydrosolubles passent dans la
phase hydroalcoolique supérieure.

La phase chloroformique renferme les lipides totaux.

III - LA SEPARATION DES LIPIDES NEUTRES ET DES PHOSPHOLIPIDES

.

Les lipides totaux renferment deux grandes catégories de lipides

- o Les "lipides neutres”

- Monoglycérides
- Diglyeérides’

- Triglycérides
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- Stérols
- Stérols estérifiés
- Acides gras libres

oles phdspholipides

R.F.LEE et D.L.PUPPIONE (1878), A.KANAZAWA et S.I.TESHIMA (1973)
séparent lipides neutres et lipides polaires sur colonne d'acide silicigue
(Kieselgel 60, 70 - 230 mesh de Merck). Les lipides neutres peuvent &tre
en effet &lués au chloroforme. Les lipides polaires le sont au méthanol.

J.KATZ et M.KEENEY (1867)les séparent aussi par chromatographie
d'adscorption sur colonne de 25 g d'acide siliéique. Les lipides neutres, sont
elués avec 400 ml de chloroforme - méthanol (99 : 1), les phospholipides
avec 300 ml de chloroforme - méthanol ( 15 : 85), suivis de 300 ml de
méthanol - eau { 88 : 2 J.

Pour Q.BERTHiLLIER, R.LETOUBLON et R.GOT (1977) le résidu lipi-
digue sec est repris par 1l'acétone (100 ml de solvant/ g.de lipide) qui solu-
bilise les lipides neutres et les glycolipides. L'insoluble est récupéré

par centrifugation.
La séparation sur colonne d'acide silicique ayant le désavantage

d'utiliser de grandes quantités de solvants, nous avons ici utilisé une

technique de précipitation des phospholipides & 1'acétone.

Protocole expérimental

On obtient le résidu sec de lipides totaux par séchage sous azote.
Ce résidu sec est sclubilisé dans une petite quantité de solvant de FOLCH
(0,5 & 1 ml au maximum, selon la guantité de lipides totaux).

On ajoute ensuite une grande quantité d'acétone (6 & 8 fois plus].
Les ﬁhospholipides sont insolubles dans l‘'acétone et vont alors précipiter.

On fait une centrifugation énergique, pendant 10 mn.

(il

Cans le surnageant on a les lipides neutres que 1l'on préleéve

la pipette Pasteur.

L

Le culot est constitué de phospholipides que 1l'on s'appligue
débarrasser entiérement des lipides neutres qu'il peut encore contenir, par
deux lavages & l'acétone. Aprés chacun de ces lavages on agite violemment,

puis on centrifuge.
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Les trois surnageants acétoniques contenant tous les lipides neutres
sont rassemblés, en partie séchés sous courant d'azote et stockés avant
d’en faire 1l'analyse.

Le culot de phospholipides est redissout dans le Folch et est 1lui
aussi stocké ( sous azotel.

Les échantillons traités et stockés de cette fagon sont stables

(H.Y.YEE et coll., 1880].

IV - LA SEPARATION DES DIFFERENTES CLASSES DE LIPIDES NEUTRES

Nous nous sommes principalement intéressés aux lipides neutres.

Leur séparation en différentes classes peut se faire par chromato-
graphie sur couche mince de Gel de Silice G ou par chromatographie sur
colonne de gel de silice.

1° - La chromatographie d’adsorption sur colonne d'acide silicigue

Au cours de la chromatographie d’'adsorption,les composés sont liés
a3 1'adsorbant solide par des forces pclaires et ionigues, et, plus faiblement
par des forces non polaires ou de VAN DER WAALS. La séparation des mélanges
lipidiques dépend de la polarité relative de chague lipide = cette polarité est
déterminée par le nombre et le type de groupements polaires de la moclécule,
gt également par le nombre et le type de groupements non polaires ou hydro-
phobes. L’éluticn de la colonne par des solvants de polarité croissante permet
la séparation du mélange lipidigue en classes dont la polarité augmente
également (G.V.MARINETTI, 1887).

On observe gue la séparation compléte des lipides en classes n'est
en général pas obtenue en une seule chromatographie en ralson des chevauche-
ments de polarité. Un fractionnement ultérieur sur couche mince cu sur un
autre type de colonne est souvent nécessaire pour isoler & 1'état pur, les

diverses classes de lipides.

La préparation du gel est faite selon G.ROUSER, G.KRITCHEVSKY, A.YAMAMOTO(1S67])

L'acide silicique est mis en suspension dans le méthanol (1 kg/31
de CH3 OH).

Aprés un contact de 30 mn, les particules les plus fines sont
2liminées par aspiration.

Ce lavage est répété 3 fois. Finalement le solvant est laissé &
gvaporer & température ambiante du laboratoire. L'acide silicique est

ensuite activé une nuit & 120°C avant 1’emploi.

Le chloroforme et le méthanocl utilisés sont distillés avant 1'emploi.
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I0 ou 20 g d’acide silicique activé & 120°C est remis en suzpension
dans 50 & 100 ml de chloroforme, et équilibrés 30 mn & la températurs du
laboratoire. Le mélange aéide silicique/ chloroforme ast dégazé scus vide,
puls transvasé dans la colonne munie d'un bouchon de laine de verre et
remplie de CHC1l3/ CH3 OH, 2 : 1 (v/v].

La hauteur de gel dans la colonne est de 12 & 16 cm. La colonne

est ensuite équilibrée en chloroforme par passage de 200 ml de ce solvant.

Quand le solvant est & 2 mm au dessus du niveau de 1'acide sili-
cigue, 1’échantilloﬁ lipidigue repris dans 5 ml de CHCly est déposé au
sommet de la colonne & 1'side d'une pipette Pasteur. Aprés pénétration du
dépdt dans la colonne, les solutions de ringage sont également déposées avec
précaution au sommet de la colonne.

L'élution des différentes fractionsest effectuée avec des proportions
croissantes de méthanol dans le chloroforme.

Chaque fraction est ensuite étudiée par chromatographie sur couche

mince de gel de silice G.

Si les colonnes d'acide silicique sont abondamment utilisées,
notons que certains auteurs utilisent d'autres supports pour séparer les
lipides neutres = les colonnes de. FLORISIL (60-100 mesh, Floridin Co., USA)
selon la technique de K.K.CARROL (1981} ou l'acide silicique UNISIL {Technigue
de M.L.VORBECK et G.V.MARINETTI, 1985).

2° - La chromatographie sur couche mince

Nous avons utilisé€ les plaques de Gel de silice G (Kieselgel €0,
Art.11845, Merck). Plusieurs problémes devront &tre résolus

- Le choix du systeme solvant

- La localisation des différents lipides neutres

- L'identification de ces lipides

Afin de les débarrasser de tout contaminant, on fait migrervr sur
la plaque le systéme solvant utilisé, pendant une nuit. Ce n'est qu'aprés
séchage que l’'on dépose nos échantillons.

D'autre part, puisque les couches minces sont préparées par £tale-
ment d'une suspension agueuse, on doit les placer & 1'étuve pendant au moins
une heure pour les activer et les rendre utilisables en chromatographie

d’adsorption (J.M. BORBIT et coll., 1872). Une fois activées les plagues doivent

[0}

tre conservées en atmosphare séche, si elles ne sont pas immédiatement utilisews.

La modification du solvant servant & redissoudre 1'échantiliuns
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pour l'appliquer sur la couche mince ayant selon R.L.BE ANGELIS et coll. (1863},
un effet sur la migration, pour 1’étude des lipides neutres nous nous sommaes
mis dans les mémes conditions de travail : chaque fois 1'échantillon est

dissout dans le CHCls / CH3 OH,2 : 1 (v/v].

Pour que l'aire de la tache solt aussi petite que possible nous
avons parfois opté pour l'utilisation de capillaires en verre trés étroits
obtenus par étirage au bec bunsen et dont le diamétre interne est de 1l'ordre
de 1/I0 de mm. Le diamétre d'une téche est alors d’environ - 1 mm. L'application
de 1'échantillon s’'effectue en mettant en contact le capiilaire et le gel
de silice, et une légére pression fait descendre le liguide. Conneissant
la section du tube et en mesurant 1'abaissement du niveau du liquide on déter-
mine la quantité d'échantillon appliquée (technigue recommandée per A.SIOUFFI
et G.GUIDCHGON, 1878).

Pour les échantillons destinés aux dosages, nous avons fTait des
dépdts linéaires et non plus ponctuels, en chromatographie préparative.

Une technigue gue nous n'avons pas ici utilisée,mais qui pourrait
dtre utile ultérieurement : comme le préconise Haleem J.ISSAQ (1S980), dans
le cas ol on n'a gque trés peu d'échantillon, on peut faire une chromatographie
sur couche mince trianguleire (. on dépose 1l'échantillon sur la base. la migra-
tion s'effectue en augmentant la concentration des différents constituants

de notre échantillon).

Nous l'avons fait empiriquement selon la mé&thode préconisée
par J.M.BCOBBITT et coll. (1872).

On prépare quatre petites pleques de chromatographie en y déposant
chague fois le méme échantillon de lipides neutres.

Selon W.TRAPPE (1840}, la série éluotopique des solvants par
polarité croissante, est la suivante

- Hydrocarbures "légers” (éther de pétrole, hexane, heptane, etc...)

- Cyclohexane

- Tétrachlorure de carbone
- Trichloroéthyléne

- Toluéne

- Benzéne

- Dichlorométhane

- Chloroferme
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- Ether éthylique
- Acétate d’'éthyle

- Acétone

-~ n-propanol

- Ethanol

- Méthanol

- Eau

On développe nos 4 couches minces dans les 4 solvants soulignés.
On révele et on dompare les résultats. On peut ainsi généralement voir un
solvant qui déplace les taches trop bien et un autre qui ne les déplace pas
assez. On pourra alors utiliser des mélanges de ces deux solvants ou bien
les solvants intermédiaires. En général les meilleures séparations sont obte-
nues dans la moitié inférieure ou les 2/3 inférieurs de la plague développée.

D'autre part l'addition de certaines substances entraine une dimi-
nution des trainées et améloire les séparations. On a ainsi ajouté une goutte

d'acide acetique glacial ( environ 1 %) au solvant de développement.

Différentes techniques ont &té mises en ceuvre :

~

Par vaporisation d' HoSOu 3 S %, puis chauffage & I00° pendant

15 minutes.

Intérét : la coloration des taches se fait différemment. Ainsi ,
les stérols apparaissent rapidement, d&s le début du chauffage, sous forme
d'une tache rouge vif, qui devient ensuite violacé. '

Inconvénient : ce révélateur est destructif et les lipides sont
alors inutilisables pour des analyses ultérieures.

. Les vapeurs d'iode = les plaques séchées, afin de les déberrasser

du solvant qui les imprégnent, sont mises dans une cuve saturée en vapeur
d'iode. L'iode se fixe au niveau des daoubles liaisons des acides gras. Les
lipides apparaissent sous forme de tachesbrunes.

Cette méthode est rapide si la cuve est bien saturée'en VaDEeurs
d'iode. Mais les lipides ne sont plus utilisables pour des analyses ultériesures.

. La rhodamine a aussi été utilisée

- Rhodamine 6 G de chez Sigma

- ou rhodamine préparée par nos soins ( selon Ch.DELBART, 1878).

Le réactif est obtenu par dilutian extemporanée de 1 volume
d'une solution mére de Rhodamine 6 G 3 50 mg/litre d'eau avec 1 volume Je
NaCH 4N.

Aprés pulvérisation et examen sous lumiére ultraviclette des
plaqﬁes encore humides, les lipides neutres apparaissent en jaune - orant...
Lorsque les plagues sont séches, les lipides apparaissent en jaune.

La visualisation se fait sous lumiére UV de 385 nm.
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Ce réactif n'ést pas destructif et est epécifique des substances
lipidiqgues.

. Une guatriéme technique a aussi été utilisée : le Réactif de
R.S.WRIGHT (1871). On vaporise une sclution de 1 ml de primuline (C,1 g.
dans 100 ml d'H, O ) avec 100 ml d'une solution d'acétone et d'eau (4:1, v/v].
La visualisation sous UV donne une fluorescence Jjaune péle ou bleu p&le qui
permet notamment de révéler = stérols (estérifiés ou libres), acides gras,
glycérides. C'es? selon WRIGHT un réactif non destructif pouvant &tre large-
ment utilisé.

e) L'identification des taches

Elle se fait avec des témoins ( produits Sigma):

o~-Monopalmitine (réf.M-8879)

Oipalmitine (mélange d’isoméres 1,2 et 1,3, réf.D-2636)

Tripalmitine (R&f.T-8002)

Cholestérol {Réf.CH-3)

Acide 1iﬁoléique'(acide cis-9-cis-12-Octadécadiénoique, réf.L-1378)

On a asussi confirmé l'identification de certaines taches, en grat-
tant le gel de silice de chacune de ces taches, et apres élution, en, faisant
agir sur 1'éluat un réactif spécifique - Ainsi pour les stérols

La réacticn de Liehermann - Burchard g

Elle caractérise généralement les stérols possédant un hydroxyle en
B-équatorial et une double liaison en 5-6; la présence d'une chaine en 17
n'est pas obligatoire:; les céto-stérols et les stérols saturés donnent le plus
souvent une réaction négative. Il y a apparition d'une coloration verte si
1'on ajoute & une solution chloroformique d'un stérol un peu de mélange
. d'anhydride acétique - acide sulfurique (89:1}.

La réaction de Salkowski : ¢

Aux stérols en solution chloroformique on ajoute 1 vol. d'HyS0y4-
pur. On aobtient aprés agitation deux couches superposées:
a) couche chloroformique rouge sang : cholestérol -
incolore : ergostérol.
b) couche sulfurigue rouge brun avec fluorescence verte
cholestérol

rouge intense : ergostérol

V - ETUDE DES LIPIDES NEUTRES SEPARES SUR COUCHE MINCE

Les taches de lipides neutres obtenues sur couchs mince sont
grattées et éluées, afin d'extraire du gel de silice les lipides qu'elless

contiennent.
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Le solvant d'élution varie d'un auteur & 1l'autre. Citons : J.BARAUD
(1973) qui utilise pour tous les lipides le mélange chloroforme-méthanol - eau
(6,5 + 2,5 : 4,5, v/v/v}). D.BOLLADE et Ph.BOUCRDT (1973) utilisent le
chloroforme-méthanol 1/1 (v/v). A.C.TURNER et W.F.HUTCHISON (138798) prennent
le mélange solvant : chloroforme - méthanal 2:1, (v/v]) pour tous les liﬁides.
C'est aussi ce dernier solvant { qui est le solvant universel des lipides,
le solvant de Folch) que nous utiliserons. La localisation des taches suf la
couche mince sera différente selon l'utilisation que 1l'on fera ultérieurement
des lipides élués. '

1° - Etude guantitative des lipides neutres

La localisation des lipides neutres obtenus par chromatographie
sur couche mince préparative, se fait aux vapeurs d'icde. Cependant 1'iode
va interférer avec notre solution de dosage : aussi la couche mince est-elle
partiellement recouverte d'une feuille de papier d'aluminium.

On localise ainsi nos lipides neutres. On gratte le gel et on dose

selon la technique de J.S.AMENTA (1864),

I1 s'agit de développer une coloration sous 1'influence de réactifs
chimigues et de lire la densité optique (D.0J) au spectrophotom@tre d'absorption
moléculaire.

Si on fait traverser par un faisceau lumineux (d'une lumiére mono-
chromatique, c'est-a-dire d'une lumiére a longueur d’'onde fixe et définie)
une cuve a base carrée contenant une solution d’un produit dans 1l’eau, une
partie de la lumiére incidente va &tre absorbée par les molécules de la
substance dissoute. ‘

Si 1l'énergie lumineuse de la lumiére incidente est Io et celle
de la lumiere émergente ou transmise I, la loi de BEER-LAMBERT indique que
I = Io.e 01

En notation logarithmique (logarithme népérien)

Io
log —= € . C.1 = D.0
I
C = cencentration de la substance en moles par litre dans le solvant
1 = longueur du trajet optique, c’est-a-dire longueur de la cuve
g = coefficient d'absorption moléculaire, spécifique de la subs-

tance pour la longueur d'cnde choisie
Ainsi , 1 est une constante.
£= cette valeur & une longueur d'onde donnée est une constante
physigue caractéristique d'une substance donnée. On utilise comme longuzur
d'cnde celle produisant la densité optique la plus élevée { pic d'absorption

maximum d'une substance].
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C’est la valeur recherchée.

Les lipides séparés sur couche mince sont oxydés dans une solution
acide de Dichromate (2,5 g. de K, Cry, 07 ont €té disscuts dans 1 litre d'H,SO4
36 N ).

La réduction & l'absorbance 350 nm est proportionnelle & 1la

guantité de lipides.

Le gel de silice correspondant aux différents lipides est transféré
dans de petits tubes od on a placé le réactif au dichromate.

Un blanc de gel de silice contenant une surface de gel de silice
gégale 3 celle portant les lipides est aussi mis dans le dichromate.
Remarque : On peut aussi préalablement éluer le gel de silice avec le CHClj/
CH3 OH 2:1 , obtenir le résidu sec, et faire réagir le reactif au dichromate

sur ce résidu sec.

Cn fait 2 témoins d'une quantité connue de lipides standards. Il
est bien slr important que le méme volume de réactif socit utilisé pour le
blanc de gel de silice et les lipides inconnus.

La quantit® de lipide inconnu est donnée par la formule

Absorbance du blanc de gel de silice

de lipides dams 1l'inconnu
- Absorbance de 1l'inconnu & pide

Absorbance du blancde gel de silice

- Absorbance du standard ug de lipides dans le standard

Les résultats varieraient, selon J.S.AMENTA, de t 3 a 6%

Les quantités de réactif que nous utiliserons vont varier selon
1l'importance des lipides & doser = 0,25ml pour 20 & 100 ug de lipides a doser
et 0,5 ml pour 100 & 600 ug de lipides a doser.
Des quantités supérieures étaient rarement trouvées.
En dessous de 50 ug, nos résultats sont de moins en moins fiables.

+
Les variations des résultats restent aux environs de - 3%, comme 1’'a observé

J.S.AMENTA.
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2°-Etude qualitaetive des acides gras des différents lipides neutres

' Si les variations des taux de monoglycérides, diglycérides,
triglycérides, stérols, stérols esterifigs, aéides gras libres, sont intéres-
sants, on @& aussivcherché a8 voir quels  étaient les acides gras gue certains
de ces lipides nsutres pouvaient contenir, et comment ils variaient dans

liquide coelomigue, coelomocytes et ovocytes, et cela durant 1'ovogenese.

Apres migration des lipides totaux sur couche mince de gel de
gilice, avec le systéme solvant Ether de pétro1e/diéthyléthef/acide acétique
80 : 20 :+ 1 ( v/v/v), les taches sont visualisables & la rhodamine. Elles
sont alors localisées d'un trait de crayon.

Ensuite on gratte le gel de silice dans un tube. On verse environ
1 ml de chloroforme / méthanol 2 : 1 [(v/v). On agite violemment, on fait une
centrifugation. On préleve le solvaent contenant les lipides en solution. On
fait deux autres lavages du gel de silice ( avec chaque fois agitation, sui-
vie d'une centrifugation). Trois surnageants sont ainsi rassemblés et stockés.
Ces solutions renferment nos lipides isolés sur couche mince, et de la
rhodamine.

On seche ces solutions sous azote. Le résidu sec est alors repris
dans- un peu de benzéne, puis on mélange avec KOH/CH3 OH 2N afin de faire
la sapohification { elle se fait & 80°C, sous reflux, pendant 3 heures).

En effet les lipides neutres, peuvent 8tre ainsi hydrolysés sous
1'influence des elcalis tels que la potasse. Les acides gras deviennent

alors des savons, tandis que le glycérol est libéré.

Exemple
R' == COD=CH, %Hz OH
R"-ﬂCOO-%H + 3KOH %HOH + R' - COO - K
R' " CDO‘CHZ CHZ oR + R -COOK
Triglycéride glycérol ~\:E;_—LVEEE;E,,,
' ' - ; : ces savons sant
R', R'"'", R radicaux acyls colubles dans 1'eay

Une fois la saponification terminée, on ajoute de 1'éther et de
1'eau. On fait ainsi un déphasage dans une ampoule & décaenter :

- dans la phase éthérée on obtient 1'insaponifiable (stércls
notamment) -

- dans la phase agueuse basique : les acides gras sont sous forme
de savons. On acidifie cette phase agueuse et on fait & nouveau un diphasage
a3 1'eéther. Dans 1'éther, on obtient les acides gras qui étaient au paravant

lifts au glycérol ou aux stérols, et qui sont maintenant libres.
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En effet, les -savons sont disscciebles, et dans 1'eau nous avons

1'équilibre : R - COO° + K’ + Ho0=™R-cOOH + K + OH~
Une sclution de savon est.donc basique et l'addition d'acide transforme le savon

en acide gras insoluble.

Pour obtenir les méthyl esters nécessaires pour permettre 1’étude
des acides gras en chromatographie en phase gazeuse, on procéde de la fagon
. suivante

Les Acides gras obtenus apres saponification, puis acidification
subissent une méthanolyse dans le Méthanol-Acide Sulfurique-Benzene (100 : 5 :
5, v/v/v), & 70 ° pendant 3h.

Si les techniques d'obtention des Méthyl-esters d'Acides gras varient
selon les auteurs, la technique que nous avons utiliséeest assez classigue et
a notamment été utilisgepar R.F. LEE (1878}, directement & la fois sur les
glycérides et les phospholipides.

Les méthyl-esters obtenus sont extraits & 1'heptane pour &tre
chromatographiés en phase gazeuse.

. D. BOLLADE (1871) travaillant sur 1'hémolymphe de Periplaneta
americana, prépare, lui, des esters butyliquesd'acides gras.

D'autres auteurs, effectuent leurs méthanolyses & température
ambiante : J.xaTz et M. Kgengy (1987) les préparent en dissolvant les lipides
dans 1'H,SO0, -Méthanola 1 %, et en laissant cette solution & température du
laboratoire pendant 14h.. Aprés addition d'eau les esters sont extraits &

. 1'hexane.

Citons enfin une technigue de nos jours tres utilisée pour les analyses
de routine, éar trés rapide : L.D. METCALFE et A.A. SCHMITZ (1861) utilisent le
mélange Trifluorure de Bore-MéthanQ}qui transforme les Acides gras en leurs
méthyl esters en environ deux minutes. La publication de cette technique est

d'ailleurs devenue une "Citation Classic” ("Current Contents”, Number 2, 12-1-81).

Protocole expérimental

La technique de chromatographie gaz-liquide, apres sa mise au point
par A.T. JAMES et A.J.P. MARTIN (1952} s'est développéeavec une extraordinaire
rapidité, notamment gréce & d'importantes améliorations : détection par ionisation
(J.E. LOVELDCK, 1858}, introduction de phases stationnaires polaires (C.H. ORR
et J.E. CALLEN, 1858 ; LIPSKY et LANDOWNE, 1958 ; M. J. E. GOLAY, 1857] ;
utilisation de colonnes capillaires (S.R. LIPSKY et coll., 1858 a et b ;

R.A. LANDOWNE et S.R. LIPSKY, 1881].



Planche 2 :
L" ETUDE DES ACIDES GRAS DES LIPIDES NEUTRES

Extraction du gel de silice
par 3 lavages au
CHCI3-CH30H 2.1

Séchage

Le résidu sec est repris paf
5ml de KOH/ CH30H 2N
80°C / 3h. sous reflux

Déphasage par addition
d eau et d’éther (1)

Phase Aqueuse Phase Ethérée
= ACIDES GRAS liés = INSAPONIFIABLE
sous forme de sels {stérols...)

Y
Acidification par HCI
- (1)Chacun de ces déphasages
Déphasage (1) sont effectues 2 fois
par addition d‘éther

Phase Aqueuse Phase Ethérée
: =ACIDES GRAS liés

Séchage
. Y
METHANOLYSE : Déphasage par addition
CH30H/H2S0Oy4 /Benzéne ~™ d’heptane.
100:5:5 /70°C /3h.sous Y
reflux Phase heptanoique
(plusieurs lavages & /‘eau)
~——— i

ACIDES GRAS METHYL ESTERIFIES

]

G.L.C.
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Appliguée 2 1'étude de mélanges complexes d'acides gras, la
chromatographie gaz-liquide est une méthode d'analyse gualitative et quanti-
fative remarguablement précise et rapide. La.séparation est effectuée apres
méthylation des acides gras, et ne présente pas de grosses difficultés pour la
majorité des lipides gqui contiennent surtout des acides gras & poids molécu-
laire élevé.

Il est & nater que si 1'emploi des esters méthyligues est d'un
emploi courant, G. CLEMENT et J. BEZARD (1961) préconisent l'utilisatien
d'esters butyligues gui leur permettent de séparer des acides gras & chaine
plus courte (ils séparent ainsi les acides gras du Cyg au Cop, alors gue la

méthylation ne nous a permis de séparer que les acides gras & plus de 14

carbones]).

La transméthylation n'étant jamais compléte, un faible pourcentage
d'acides gras ne sont pas méthylés puisqu'il s’agit d’un équilibre. Il est
donc préférable d’éliminer ces composants ainsi que les éventuels contaminants
provenant des solvants utilisés.

Pour ces raisons, il convient de purifier les esters méthyligues
par chromatographie sur couche mince.

Les plagues de gel de silice G, activées 10 mn & 110°C, sont prsala-
blement "nettoyées” par passage du solvant de migration. Aprés une nuit, puis
séchage, les esters m@thyliques en solution dans 1'heptane, sont déposés sur le
gel de silice.

Le solvant de migration est le Benzéne.

Apres migration, les fractions sont révélées par pulvérisation d'une
solution de Rhodamine 6 G. Le spot correspondant aux esters méthyliques, rep3rs
gridce a 1'utilisation d'un témecin (1'acide nonadécanoigque méthyl estérifis,
de chez SIGMA, r&f. N 5377) est gratté.

Le gel de silice déposé dans un petit tube, subit trois lavages suces-
sifs 3 1'heptane (une centrifugation suit chaque lavage). L'heptane surnageant
le gel de silice renferme donc les méthyl-esters d'acides gras, purifiés.

Ceux-ci sont alors préts pour &tre injectss.

La solution de méthyl esters est introduite dans la cclicnne par la

{h

chambre d’'injection (cu chambre de vaporisation) qui a été préchautfée a une
température &levéa. Lss Méthylestars et 1l'heptane sont volatiiiuds et le flux

de gez vecteur (l'azcte) les entraine dans la colonno.
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Chacun des constituants est plus ou moins retardé dans sa migration
selon son affinité pour la phase stationnaire : les produits sortent de la
colonne successivement dans l'ordre d'affinité croissante (ceux gui n'ont
aucune affinité pour la phase stationnaire sortent lies premiers).

A la sortie de la colonne les vapeurs passent dans un détecteur

~

religé & un systéme d'enregistrement. Ce dernier fournit un tracé sur papier.

Caractéristiques de 1'appareil utilisé

Appareil GIRDEL Série 30C.

Chromatographie sur colonne capillaire OV 101 de 85 m de long et
0,35 mm de diametre intérieur.

Injecteur : type ROS.

Gaz Vecteur : azote . Pression d'entrée : 0,4 bar.

Température du four : 130°c pendant 10 mn, puls &lévation de la

o 'température jusqu'a 240°c, & raison ' de 3°c par mn. Stabilisa-
tion & 240°c/20 mn.

Température de 1'injecteur : 240° & 250°c.,

Température du détecteur : 220° & 225° c.,

Identification des acides gras.

L'identification de tous les acides gras est un probléme délicat

- Comparaison des temps de rétention

Cette méthode est rapide et .classigue. Il suffit de comparer
les temps de rétention des pics inconnus, avec ceux obtenus pour les esters
méthyliques d'acides gras témoins commerciaux.

Pour le méme type de phase stationnaire, de température et de
débit d’'azote, le temps de rétention relatif est cénstant.

Cette méthode a &té ici utilisée de fagon routiniére, des gue
les pics des différents acides gras ont &té parfaitement identifiés.

- Relations entre les temps de rétention .t le nombre d'atomes de

Ca

carbone (fig. A1).

I1 existe pour les acides gras homologues d'une méme série une
relation linéaire entre les logarithmes décimaux des temps de rétention et le
nombre d'atomes de carbone des molécules.

Sur une feuille de papier semi-logarithmique on porte en abs-
cisse le nombre de carbones de la chaine (échelle logarithmiquel. Ainsi pour
chague série homologue d'acides gras, nous obtenons une droite, et les droites

tracées sont paralléles.
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On peut'ainsi, 2 l'aide des temps de rétention de deux
acides gras connus sur un chromatogramme et appartenant a la méme série
homologue, tracer une droite et ensuite déterminer les temps de rétention
theorique des autres acides gras de la série et les comparer & ceux des pics
inconnus.

- La spectrograephie de masse.

Ces dernieres années, la spectrométrie de masse a connu
un grand développement. Un spectre de masse, tiré & partir de moins d‘un
milligramme d’édhaptillon, foisonne de renseignements analytigques et structu-
raux. Le spectre indique les masses de la molécule ionisée et de ses fragments,
et ces masses sont simplement la somme de celles des atomes entrant dans leur
composition.

Un spectrographe de masse convertit ainsi un échantillon
incofnu en un certain nombre de produits identifiables, caractéristiques de
la molécule initiale. La réaction de conversion est un faisceau d'électrons
de forte énergie (de 1'ordre de 70 électrons volts). Les produits formés
sont des ions positifs & l'état gazeux dont les masses et les abondances
relatives sont donnés par le spectre de masse.

Les molécules d'échantillons et les produits résultant de
1'impact électronique sont continuellement éliminés de la source d'ions par
des pompes a vide. '

Les ions positifs qui arrivent au collecteur d’'ions produisent
un courant d'électrons proporticnnel & 1'abondance de chaque ion .

En dépit du fait que 1l'efficacité de 1'ionisation et la
transmission dans le spectrographe de masse ne permettent d'obtenirgu'un seul ion
pour 106 molécules d'échantillon, on pourra obtenir d'excellents spectres &
partir de quantités d'échantillons inférieures au microgramme.

Le premier résultat de l'intéraction des électrons avec
la molécule est la formation de 1'ion moléculaire par éjection d'un autre
électron.

Une partie (quelguefois la totalité) de 1'ion moléculaire
est ensuite décomposée pour donner les ions fragments visibles dans le spectre.

exemple du Méthanol: . i ,
- ion moléculaire

CHy OH + @  —— CHy OH*+ 2o
CHy OH: ——= CH, OH'+ H’
ou CH3+ + .OH

CHy, OH" — CHO"  + H,
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L'ion meoléculaire détermine la masse moléculaire de la
molécule. La nature des dions-fragments indique les morceaux qui composent la
molécule.

On peut alors essayer de déduire comment ces morceaux sont
assemblés dans la structure de la molécule initiale (de telles corrélations
ont été établies ces derniéres années pour les spectres d'un grand nombre de
molécules complexes).

La masse (plus exactement m/e, rapport de la masse & la
charge) est portée en abscisse et 1'abondance relative (qui est, pour un pic

gquelconque, le rapport en pourcentage de sa hauteur & celle du pic le plus

intense trouvé dans le spectre) est porté€e en ordonnée.

La spectrométrie de masse a été utilisée dans notre étude

pour confirmer les résultats obtenus en chromatographie en phase gazeuse.

Caractéristigque de 1'appareil utilisé

Ensemble de couplage chromatographie en phase gazeuse/spectrométrie
de Masse quadripolaire RIBER MAG R 10-10, associé au systéme informatique
SYDAR 121.

Chromatographe GIRDEL, série 30, équipé d'une colonne capillairs
{25m X 0,25 mm) garnie de SE X 30 - Injecteur de type ROS.

Température du four : 220°C.

Température de 1'injecteur : 280°C.

Gaz vecteur : Hélium (pression : 1 bar, débit : 0,4 ml/mn).

Gamme de masse balayée 70 - 350 en 400 ms.

A partir du spectre de masse obtenu, des dictionnaires nous permettent
de retrouver la nature de la molécule. Ces dictionnaires sont les "Registry
of Mass spectral data” de E.STENHAGEN, S. ABRAHAMSSON et F.W. Mc LAFFERTY.
Les spectres y sont classés par poids moléculaires et formules moléculaires.

3° Etude guantitative des acides gras entrant dans la constitution

des lipides neutres.

L*évaluation du pourcentage de chague acide gras peut &tre faite par
plusieurs méthodes

. La Triangulation

: Les courbes de GAUSS de notre enregistrement, peuvent &tre assimilées
’gjﬁes triangles en utilisant les tangentes au point d'inflexion (Triangles
ABC et DEF), la surface du pic est exprimée par la formule
hauteur du triangle X base
2




NIy

!

B C E F
figure A3 : Paramétres pour |’évaluation de la surface

des pics en G.L.C.
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. La mesure de la largeur du pic & mi-hauteur, gque l'on multiplie

par la hauteur. (figure A3;

On mesure la hauteur du pic (h et h') et on note la mi-hauteur
Pg” et-%’]. _
La largeur du pic & la mi-hauteur est mesurée en millimétre.
Surface du pic = hauteur du pic X largeur 3 mi-hauteur
. L'utilisation de 1l'intégrateur rattaché 3 1l'enregistreur de notre
chromatographe. C'est la technique que nous avons la plus couramment utilisce.
L’appareil associe un nombre & chaque pic. Il nous suffira de faire la somme
de ces nombres pour tous les pics identifiés, et de calculer ensuite 1'impor-

tance relative de chacun de ces pics.

Quelle gue soit la méthode utilisée, les proportions relatives des
différents acides gras identifiés sont exprimées en calculant le pourcentage

~

des surfaces de chaque pic par rapport & la surface totale des pics retenus.

VI - ETUDE DES PHOSPHOLIPIDES.

Il s'agit plus précisément de la fraction acétono insocluble de nocs
lipides totaux. Nous n'avans fait gu’une étude succincte, qui nous a permis
d'essayer plusieurs techniques.

1° - La séparation des différentes classes de phospholipides.

a) Nous avons principalement utilisé le papier imprégné de gel
de silice (papier Whatman SG 81). Ce support a aussi été utilisé par divers
auteurs, tels que J. BARAUD et Coll. (1873) ; M.R. STEINER et R.L. LESTER
(1872).

Nous avons travaillé par chromatographie bidimensionnelle, avec les
deux systeémes solvants suivants :
1ére dimension : CH Cls - CH3 OH - NHy OH - H50
66 : 23 : 3 : 0,9 (v/v/v/V)
Zeme dimension : CH Cly - CH3 OH - CH3COCOH - H,0
33 :4:5:1 {v/v/v/v)
Notons que le papier imprégné de gel de silice, est une technique
mise au point dés 1952, par G.V. MARINETTI. ' |

bl On a pu aussi utiliser la chromatographie d'adsorption sur

colonne d'acide silicique : technique déja utilisée pour les lipides neutres.

Cependant apreés éguilibrage de la colonne dans du chloroforme pur, 1'élution

est effectuée par des volumes égaux & 10 fois le volume d'adsorbant,
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successivement de chloroforme, et de mélanges chloroforme-méthanol compor-
tant des proportions croissantes de méthanol (technique de fractionnerent
utilisée par G. BERTHILLIER et Coll., 1877)}.

c)} Enfin la chromatographie d'échange ionigue sur colonne de

DEAE cellulose peut aussi &tre utilisée pour la séparation des phosphonlipides.

En fait, deux types de support pour la chromatographie d'échange
ionique sont possibles : la DEAE cellulose (:0 iéthylaminoéthyl-celluloze)
et le TEAE cellulose (: Triéthylaminoéthyl-cellulose}. La premieére est géné-
ralement utilisée pour la séparation des lipides en classes, tandis que la
seconde permettra la séparation des lipides ne possédant gue des groupements
carboxyls comme seuls groupements ionisés (ex. : les acides biliaires et
gangliosides).

Préparation de la DEAE cellulose selon KARAN-ROBERT (1875).
La DEAE cellulose (BE 11 Whatman) de haute capacité d'échange est

mise & gonfler dans l'eau distillée. Apres deux lavages & l'eau distillée et
€limination des particules trop fines, la DEAE cellulose est mise en centact
avec de la soude & 5 % pendant 30 mn (60g de DEAE pour 300 ml de Na OH & 5 %I,
puis elle est lavée par passage d'eau distillée jusqu'ad obtention de la
neutralité. La DEAE cellulose est ensuite convertie sous forme d'acétate

par un contact de 30 mn avec 1'Acide Acétique & 10 %. L'excés d'acide est eli-
miné par lavage & l'eau distillée et au méthanql.La DEAE cellulose est alors
équilibrée dans le mélange solvant CHC13 - CH30H dans les proportions

2/1 (v/v). | '

Montage de la colonne :
' On utilise une colonne & chromatographie de 1,5 cm de 4 et 80 cm
de haut. Le mélange de DEAE-cellulose et de CHC13/CH30H est versé dans la
colonne jusqu'ad 1'obtention d'une colonne d'environ 20 cm de haut. Elle est
équilibrée par passage de 200 ml de CHcly - CH30H 2/1.

L'échantillon, repris dans 5 ml de solvant CHCls - CH30H 2/1 (v/v])
est déposé & la partie supérieure de la colonne. .

L'élution est assurée par levpassage'successif de

1 — CHCly - CH30H 2/1 (v/v) & raison de 100 ml par gramme ce cellu-
lose. ‘

2 — CH30H & raison de 25 ml par gramme de cellulose. Aucours de
1'élution, des aliquots sant déposés sur couche mince, et’ peuvent étre
étudiés selon la technique suivante.

d) Les phospolipides ont aussi éte séparés par chromatographie
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sur couche mince de gel de silice G.

Pour la préparation des plaques et le dépdt de 1'échantillon voir ce
qui a déja été dit pour le chromatographie sur couche mince des lipides neutres.

- Le choix du systéme solvant.

Nous avons essayé différents s&stémes sclvants
- CHCl3 /CH30H 80 : 10

CHCl3 /CH30H/H,0 80 : 25 : 4

ou successivement :

ler systéme solvant : Acétone-Ether de Petrole 98 : 2
afin d{enlever les lipides neutresvpouvant subsister dans nos phospholipides.

2eme systéme solvant : CHClg/CHéOH/HZO/CH3COOH B0 : 30 : 6 : 1
afin de séparer les phospholipides.

- La loccalisation des phospholipides.

Pour certaines techniques déja utiliséespour les lipides neutres,

=

on pourra se reporter & ce qui a déja été dit .

o\

. Vaporisation d'H, S0, & 5

. Vapeurs d'iode

. Rhodamine 6 G

Pour les phospholipides on.a aussi pulvérisé des révélateurs spéci-
figues

. Réactif de S.M. PARTRIDGE (1849) pour les sucres réducteurs

0,83 g d’Aniline

1,66 g d'Acide phtalique

80 ml du Butanol

10 ml d'H,0
. Reactlf de C.S.. HANES et F.A. ISHERWOOD (1848), modifié par BURROWS

et coll. (1952) pour les composés phosphorylés.

1 g de molybdate d’'ammonium dans 8 ml d’'eau

3 ml d'HC1 concentré

3 ml d’HC10y & 70 %
" On compléte & 100 ml avec de 1'acétone.
' Séchage quelques minutes & 85° ; la plaque est ensuite soumise aux rayons UV,
selon R.S. BANDURSKI et B. AXELROD (1951), ce qui accélére l’'apparition de
taches bleues foncées sur fond clair.

« Réactif de J.C. DITTMER et R.L. LESTER (1964) pour les groupements

phosphates

On prépare 2 solutions.

Solution I : On ajoute 40,11 g de Mo O3 & un litre d'H,SO, 25 N,
jusqu'a dissolution & chaud.

Sclution II : A 500 ml de solution I, on ajoute 1,78 g de Molybdéne

(on chauffe nendant 15 mn).
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On mélange des volumes égaux de solutions I et II, et la solution
obtenue est elle-méme méiangée 3 2 volumes d'eau. Apres vaporisation de la
solution finale sur la plaque, les phosphclipides apparaissent immédiatement
sous forme de spots bleus sur fond blanc ou légérement gris bleu.

. Réactif 3 lanidnhydrine spécifique des bases libres : la solution

est ainsi constituée : Ninhydrire 0,20 g
Butanol 85 ml
dans
Pyridine 5 ml
Apres pulvdrisation des plaques les bases & longues chaines libres
apparaissent en rose (coloration instablel.
On peut aussi vaporiser une solution de 0,2 % de ninhydrine dans le

Butanol-Pyridine (89 : 1, v/v}, puis chauffer & 100° jusqu'a apparition d’'une

coloration bleue.

. Réactif a &-naphtol révélateur des glycolipides. (relevé dans
CH. DELBART, 1878].
Les plagues sont pulvérisées avec une solution d' &-naphtol & 0.5 %
dans le mélange CHa0H-H20 (1/1, v/v), puls apres séchage & l'air libre, avec
un mélange H,S0, - Hy0 (85 : 5, v/v). Les plagues sont ensuite chauffées & 110°
Les glycolipides apparaissent sous forme de taches pourpre-vioclacé
sur fond blanc, les lipides polaires apparaissent en jaune et le cholestérol
en rose gris.

- L'identification des téches

Elle est faite avec des témoins (et confirmée par les réactifs
spécifiques, vaporisés sur la couche mince).
| Témoins utilisés (produits SIGMA)
L-- Phosphatidyl choline (L-¥-Lécithine) réf. P-6263
L-%¢- Phosphatidyl-L-Sérine réf. P-8641 ou P-8518
L-¢¢- Phosphatidyl Ethanolamine réf. P-3511
Phosphatidyl Ineositol réf. G636.

De nombreuses téches, correspondant principalement & des formes lyso
n'ocnt pas été identifiges.

2° - L'étude qualitative et guantitative des acides gras des

phospholipides.

Les acides gras sont obtenus par hydrolyse acide.

Réactif d'hydrolyse : 8,5 ml d'Hcl concentré
9,4 ml d'H,0 distillée
100 ml de Méthanol
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On ajoute & nos phospholipides 1 & 2 ml de réactif d'hydroiyse.
L*hydrolyse se fait a 70°C, pendant 24 heures, sous Azote. On refroidit &

température ambiante et on extreit les .acides gras par 3 fois 3 ml d'heptane.

Les technigues de préparation-des acides gras pour la chromatographie
en phase gazeuse, leur identification et leur quantification se font selon
les processus précédemment exposés pour les acides gras des lipides neutres.

3° - Le dosage des Phospholipides.

Aprés leur séparation sur couche mince, des essais de dosage des
phospholipides ont été faits, selon la méthode de P.S.CHEN,T.Y.TOCRIBARA et H.WARNE
(1954). Cette technigue est souvent utilisée du point de vue clinique chez la
femme pour apprécier la maturité foetale, par dosage des lécithines et

sphingomyélines (méthode de GLUCK).

Réactifs: Acide sulfurique 6 N
~Réactif A : Molybdate d'ammonium & 2,5 %
Réactif B : Acide ascorbique & 10 %
[ HyS0, BN 1 volume
Réactif C :}Réactif A 1 volume
Réactif B 1 voelume
H,0 2 volume
 Aprés évaporation du solvant, un volume de 0,5 ml d'acide perchlo-
rique pur est introduit dans chacun des tubes contenant les différents phos-
phalipides.
La minéralisation se fait 2 heures, & 180°C, au bain de sable.
Le volume est ajusté & 4 ml avec de l'eau distillée, puis on
ajoute 4 ml de réactif C (préparé extemporanément).
Aprés mélange des réactifs, les tubes sont incubés 1h30, 3 37°c.
La lecture au spectrophotométre se fait & 820 nm. Les D.0. sont comparées

& celles d'une gamme étalon préparée & partir d’'une solution de PO,H,K, &

5 ug/ml.

VII - TECHNIQUES DE RADIDACTIVITE

1° - Pripcipe
L'utilisation d'isotopes marqués présente un grand intérét : les
précurseurs marqués sont incorporés dans des macromolécules qui pourront étre

ainsi repérées.
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Un élément radicactif est un isotope instable qui a tendance & se
transformer spontanément en isotope stable : cela s'accompagne d'une émnission
de particules ou rayonnemént, et c'est cette émission d'énergie qui est
détectable. A

Dans un ensemble de noyaux instables de méme nature les désintégra-
tions surviennent>au hasard et la loi des désintégrations est une loi statis-
tique.

A chaque instant le nombre dN de désintégrations pendant 1'intervalle
de temps dt est proportionnel au nombre N d'atomes présents dans 1'échantillon :

dN = X . N . dt

X est la constante radicactive, caractéristique du radio-€lément
considéré.
Par intégration de cette équation différentielle, on obtient

N = No . e_k"t N = nombre d'atomes instables

au temps t
No= Nombre d'atomes instables
au temps o
On appelle période d'un radioélément le temps T au bout duguel la
moitié des atomes instables se sont désintégrés, c'est a dire le temps au bout
Nao

duguel N = =

Nous avons choisi 1'Acétate et le Glycérol, tous deux marqués au cle,

‘Le C!* émet un rayonnement B "mou” (c'est-a-dire faiblement énergéti-
gue) et sa période est de 5760 ans.
Acétate et Glycérol sont conservés a — 20° C.

2° - Moyens de détection de la radioactivité.

On a utilisé un compteur 3 scintillations ),

appareil trés sensible pouvant détecter des rayonnements B mous de trés faible
énergie.

I1 faut une substance pouvant émettre un rayonnement électromagnéti-
que quand elle intéragit avec la radiocactivité émise. Cette matiére est
fluorescente et peut donner une scintillation transformée par‘un spectropho-
tométre ou un photomultiplicateur, en impulsion électrique détectable.

La substance fluorescente doit &tre soluble dans un solvant lui-
méme fluorescent : le toluéne. Quand un rayonnement B vient frapper ce solvant,
il émet une lumiére fluorescente & une longueur d'onde de 3000 A°. Or les
spectrophotométres et les phofomultiplicateurs ne sont actuellement sensibles,
au minimum, qu’autour de 4000 A°. Par conséquent il faut éombler ce trou entre
émetteur et récepteur par des multiplicateurs qui joueront le rdle de
modificateur de longueur d'bnde + le scintillateur primaire qui fait passer

de 3000 A° & 3600 A° et le scintillateur secondaire de 3800 A° a 400G A°,

longueur d'onde décelable par les appareils.
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Les liquides scintillants sont donc complexes et sont le plﬁs
souvent désignés par leurs initiales.
| On utilise ici le POPOP :
le solvant est le toluene
le scintillateur primaire est le PPO (5g/1)
(réémet les photons & 3600 A°)
le scintillateur secondaire est le POPOP (0,5g/1)
(réémet les photons & 4000 A°)
Remargue : lorsqu'on passe du toluéne au scintillateur I puis II, la cible de
la molécule étant de plus en plus grande, la quantité nécessaire sera de plus
en plus faible.

3° - Protocole expérimental.

Les lipides totaux sont déposés sur couche mince de gel de silice.
On fait migrer avec le systéme sclvant utilisé pourles Lipides Neutres. Les
téches intéressantes sont identifiées et localisées avec des témoins. Ces
témoins sont visualisés, par exemple aux vapeurs d’'iode {le restant de la
plaque étant recouvert d’'une feuille de papier d’aluminium, afin d’'éviter une
colaration de notre solution, quand les lipides étudiés sont passés au compteur
& scintillations) .

Le gel de silice contenant les différents lipides étudiés est chague
fois gratté dans un petit tube. Le gel est "lavé" par agitation énergique dans
une guantité connue de Cchloraforme-Méthanol 2/1(v/v).

On centrifuge, et le gel de silice, débarrassé de ses lipides se
retrouve au fond du tube.

Dans le surnageant de chaque tube on prend une aliquote de 50 ul
gue 1l'on dépose dans des fioles standards de polyéthyleéne . On ajoute 6 ml
de ligquide scintillant et on agite afin d’cbtenir une solution homogéne.

On dispose les fioles dans le compteur & scintillations .

Remafque : le bruit de fond ("background") devra &tre retranché de la mesure
de fadioactivité donnée par notre appareil. Pour les fioles en polyéthyléne

pleines, i1 est d'environ 30 cpm, pour la voie cl* (P.KAMOUN, 1977).

VIII - LA FILTRATION SUR GEL DE SEPHADEX OU DE POLYACRYLAMIDE.

1° - La gel filtration sur Séphadex.

Dans notre étude dynamique par les techniques de Radiocactivité,
nous avons fractionné le liquide cee lomique, les coe lomocytes et les ovocytes.
Cee lomocytes et ovocytes sont préalablement broyés au "Polytron”

les broyats obtenus sont alors centrifugés afin d'en extraire les substances
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insolubles. Seul le surnageant sera conservé et utilisé pour le passage sur
colonne de Séphadex. | ‘

Le liquide cce lomique, dépourvu d’éléments cellulaires, pourra
directement étrE'passé sur notre colonne.

Les Séphadex (nom déposé par ia firme Pharmacia) sont des gels
formés de dextran modifié et se présentent sous forme de perles qui gonflent
considérablement dans 1’'eau.

' Les molécules dont la taille est supérieure & celle des plus gros
pores du gel, ne peuvent y pénétrer, migrent dams la phase aqueuse qui
entoure les grains du gel et quittent les premiéres la colonne ol est placé
ce gel. Par contre les moléculés plus petites pénétrent dans le gel-et leur
migration est ainsi retardée.

Les molécules guittent donc un gel Séphadex placé dans une colonne de
verre dans l'ordre des masées moléculaires décroissantes.

' Plusieurs types de.Séphadex existent : ils différent les uns des
autres par leur capacité de gonflement. o .

L'indice de rétention, ou volume d'eau en ml absorbé par gramme
de Séphadex sec, est donné par la numérotation des Séphadex. Nous utilisons
un Séphadex G 25, qui posséde donc un indice de rétenticn de 2,5 ml/g. Son
domaine de fractionnement est de 1000 & 500C.

Les Séphadex des séries G- peuvent &tre utilisés avec d'autres solvants
gue l'eau. Nous n'avons utilisé que 1'eau bidistillée dégazée. Le "dégazage”
se fait dans une fiole fermée reliée 3 une trompe & vide (1’opération dure
environ 1 heure).

Le passage de notre solution dans la colonne de Séphadex se fait
‘par aspiration & 1l’aide d'une pompe péristaltique.

Un dispositif permettant la lecture & 254 nm, suit 1'élution des
protéines aprés leur passage dans la colonne de Séphadex.

Un collecteur de fractions compléte notre appareillage.

2° - La filtration sur gel de polyacrylamide.

Une importante radioactivité se trouvant dans 1'un des pics obtenus
aprés passage sur Séphadex, nous avons cherché & fractionner ce pic. Nous avons
ainsi utilisé le Bio-gel P2 (Bio-Rad Laboratories).

Le dispositif expérimental est le méme que pour 1l'utilisation des

gels de Séphadex.

Le Biogel, comme le Séphadex, permet de réaliser des gel-filtrations.
Le Biogel P (gel de Polyacrylamide) est un support inerte, trés
hydrophile. Le Biogel P2 est utilisé pour la séparation de molécules de poids

moléculaires de 100 a 1800.
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a) Les lipides totaux du milieu intérieur de P. cultrifera
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c) Les lipides totaux des coelomocytes
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2° - Importance des lipides totaux dans le liquide coelomigue,
les coelomocytes ou les ovocytes, au cours de 1'ovogenése
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BILAN PONDERAL

I - IMPORTANCE RELATIVE DES TROIS CONSTITUANTS DU MILIEU INTERIEUR DE
PERINEREIS CULTRIFERA.

Apreés prélévement et fractionnement du milieu intérieur de nos
vers (voir la préparation du matériel biologique dans le chapitre "Matériel
et Méthodes”), chacun de ses constituants {(liquide cm lomique, cce lomocytes et

ovocytes) est lyophylisé. Le résidu sec obtenu est pesé.

Tableau B1

{ Diamétres : Ligquide : Coelomocytes : Ovocytes !

Ovocytaires . coelomique ,
' 70 u g 7 . | — 33 — '
! : i : !
l 115 u _ 17 . 30 _ 53 '
1 140 u 14 B 39,5 : - 46,5 !
I 155 y 11 . 51 : 38 !
! 170 u 12 : 41 : 47 !
] 180 u 12,5 . 34 : 53,5 ]
! 200 u 8 : 49 : 43 !
i 220 9 36,5 s 54,5 ]
! 225 u 7,5 . 48 . 46,5 1
[ 230 u 8 58 : 34 1
{ 245 y 8 43 : 43 1

! H : : . !

Evolution de 1l’'importance relative des 3-fractions du milieu intérieur de
P. cultrifera (les résultats sont exprimés en % de la masse totale de matiére
séche regprésentée par les 3 fractions).

Nos résultats (voir tableau B1) indiquent que le liquide cce lomigue
constitue 7 & 17 % de la masse totale de matiére séche représentée par tout
le milieu intérieur.
Les cwe lomocytes en constituent 30 & 58 %, et les ovocytes 34 & 54,5 %.
Les éléments figurés (cee lomocytes et ovocytes) représentent donc

1'essentiel du milieu intérieur de nos vers, en masse de substance séche.



%
100-
O ¢ o 0 0o o © 0O o o o o o
. © 0O O o o ©O O O o o o° GVO0.
© 900 9.~02 o ©o_ 0° N
50- e B ~~2- ~
- - v
v v v
v v v. v v v v CCE’;O.
] v v v v v v
.‘-----'-_-,.-.------------..--r......-.----._-_',...----....... V
[lli'.l_l'. '-.-..--.-v---C......--‘-----. l- . -
70 700 150 200 250 H

Figure B1 : Evolution de 1l'importance relative des trois fractions du milieu

intérieur de P. Cultrifera (cf Tableau B1)
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Cependant, eu cours de l'ovogenese l'importance de chaque fraction
va évoluer. La figure B1 montre que 1'importance du liquide coe lomigue diminue,
au bénéfice des &léments figurés.

L'importance des coe lomocytes est par contre assez variable, leur
masse de matiére sééhe étant perticuliérement importante & 150-160 u, 200 yu
et 230 u. .

. La figure B2 montre 1’'importance relative des cwe lomocytes et des

)

ovocytes pour certains stades (résultats exprimés pour 100 % de matieére sechel.

IT - EVOLUTION DE LA TENEUR EN LIPIDES AU COURS BE L'OVOGENESE.

Les résidus secs obtenus aprés lyophylisation sont extraits de leurs

- substances lipidiques (= Lipides totaux) par le mélange chloroforme/méthancl

2 : 1 et lavage selon FOLCH (1851,1857). Le protocole d'extraction est exposé
en détail dans "Matériel et Méthades” (§ n°® II). Les lipides ainsi obtenus sont
séchés et pesés.

~

1° - Importance des lipides totaux par rapport & la masse totale de

substance séche (liguide coelomigue + coelomocytes + ovocytes).

Nos résultats sont exposés dans le tableau B2 et représentés dans la
figure B3. Il s'agit ici de la masse de lipides totaux par rapport & la

masse totale de substance s&che.

Tableau BZ

! : : : !
' ovocyceires | Clomiqee ° Colomocytes ¢ Ovoeytes i {PCES

| . i
' 70 N 3 ‘ 15 ‘ 18,5 '
T's Fo,2 2 ' 16,2 : 19,4
s o2 1 ' 11,8 f 14 !
P40 - 2 ‘ 10 : 12,5 !
b qss 0,3 : 5,6 @ ° 7.8 ¥ 13,7 ‘
' o480 ‘0,8 ’ 1,8 12,2 : 14,8 '
boqss ‘' g,8 ' 2,2 ° 24,7 : 27,7 '
' 20 Fo0,1 ’ 4 ’ 14,3 ‘ 18,4 :
Poo2zs Fg,7 : 4,3 11,6 20,8 '
' 230 ‘0,4 : 4 ' 22,1 ‘ 26,5 '
’ : ‘ 0,72 ° 0,72 ' 1,9 !

245 0,5

Importance des Lipides totaux par rapport 3 la masse totale de matiére séche
(liquide coelomigue + cee lomocytes + Ovocytes).
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a) Les lipides totaux du milieu intérieur de P. cultrifera

. - - - -, - -~ ———n e A = = T e = . N A S - . - e - - G G Am e e e = — em

(liquide cce lomique + cce lomocytes + ovocytes] : ces lipides totaux ne
présentent pas de grande variation jusqu'au stade 180 . Leur importance double
ensuite vers 180-20C u. Aprés une légére chute, ils se retrouvent importants
vers 230 u. En se reportant aux résultats exposés précédemment, on observe que
la masse ae matiére séche des cwe lomocytes s’éléve aussi & 180-200 u, puis
230 u., cefte augmentation est donc en grande partie due & une augmentation
du taux de lipides.
Leur importance par rapport & la masse totale de matiére séche du

~milieu intérieur, reste faible et tend méme. & décroitre, sauf au stade 225 u.

c) Les lipides totaux des cce lomocytes : leur taux est parti-
culigrement élevé 3 REBZQEifICE&f;BE};“EEiFEﬁf?ﬁﬁf}ﬁ'i7était aussi pendant ces
périodes -que la masse totale de matieére séche des ce lomocytes &tait particu-
lierement importants. '

d) Les lipides‘totaux des ovocytes : sont surtout importants

- s - - - . — - — " —

=

a 190-200 u et & 230 u, zones ol pourtant la masse de substance s&che qu'ils
représentent est faible par rapport & la masse totale de substance séche de
tout le milieu intérieur de nos vers (liquide cee lomique + éléments figurés).
e) Conclusion : - |

Les lipide;-éaagéiiaént une part importante du résidu sec de tout
le milieu intérieur de P. cultrifera surtout vers 180 u (de 15-20 % du
résidu sec jusgue 180 u, ils en représentent preés de 30 % & 190—205 u). Le
taux en lipides reste ainsi important entre 180 et 240 u, avec 2 pics
(3 190-200 p et 230 p), puis chute ensuite brutalement en fin de maturité
génitale. '

Ces lipides semblent d’'abord se situer dans les cee lomocytes entre
140-170 et entre 200-230 p et dans les ovocytesentre 170 et 210 g et entre

225-235 p. On remarque ainsi que chague fois un taux élevé en lipides dans

les coe lomocytes précede un taux élevé en lipides dans les ovocytes.

Nous venons d'étudier 1l'importance des lipides par rapport & la masse
totale de substance sdche représentée par le milieu intérieur de P. cultrifera,
voyons maintenant qu'elle est l'importance des lipides au sein de chaque frac-

tion de ce milieu intérieur (liquide cce lomique, cce lomocytes ovocytes).

2° - Importance des lipides totaux dans le liquide coe lomigus,

l1ss cee lomecytes ou les ovocytes, au cours de 1'ovogenese (voir tableau B3 et

figure 84).
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Tableau B3

. Diam&tres : Liguide . . |
; Ovocytaires ; Coelomique ; Coelomacytes ; Qvocytes ;
! : !
| 70 u 8,5 : 30,8 ; 28,2 1
! 100 p 17,3 : 4,5 : 33,7 !
! 115 y 7,4 : .4 ; 18,7 !
! 140 p 2,2 : 5,8 : 19 !
! 155 u 2,2 : 11 : 20 !
! 180 y 7.7 : 6,2 : 20,3 !
! 185 - : 11,3 : 31,7 !
! 205 2 : 9,1 : 28 !
! 220 y : 1 - 13 !
! 225 y : - : 12,1 : 21 !
! 230 p 8,1 : 13 : 32,2 !
! 245 4 5] : 1,5 7 : 1,5 !

Evolution de la teneur en lipides totaux dans le liquide cee lomique, les

ce lomocytes et les ovocytes, au cours de 1'ovogenése de Perinereis cultrifera.
(Résultats exprimés en % de la masse de matidre s&che représentée par chague
fraction).

100 p, puis chutent de fagon importante (de 17,3 % du résidu sec & 100 yu,
ils n'en représentent plus que 2,2 % & 150 n).

~

La teneur en lipides augmente ensuite vers 160 u, pour rechuter a
180 u. Elle augmente & nouveau & partir de 220 u, puis reste & une valeur
constante & l'approche de la maturité génitale.

b) Dans_les_cw lomocytes : chez les animaux trés jeunes on
obtient une valeur extrémement élevée gqui chute brutalement, pour ne plus
représenter que 4 % du résidu sec des coelomocytes. Le taux de lipides des
ce lomocytes augmente ensuite vers 130 p, atteint un pic entre 150-160 u, puis
chute. Les lipides voient leur importance & nouveau accrue a partir de 180 yu,
avant de chuter & 1'approche de la maturité génitale.
et 40 % du Résidu sec total. Deux pics sont particuliérement importaqts
entre 180 et 210 u, et entre 220 et 240 u. Comme pour les cee lomocytes, la

teneur chute & 1l'approche de la maturité génitale.
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mique, les coelomocytes et les ovocytes, au cours de 1'ovogenése

de Perinereis _cultrifera.

Les résultats sont exprimés en

e
°

représentée par chaque fraction.

de 1a masse de matiére séche



_40-

d) Conclusion

Ce sont les ovocytes gui concentrent une grande partie des lipides
Les cee lomocytes en sont aussi particulierement riches, bien guta un moindre
téux. Ovocytes et cee lomocytes voient leur teneur en lipides diminuer 3
1l'approche de la maturité génitale, ceux-ci se trouvant alors en grande
partie dans le liquide cee lomique. 4

"I1 est intéressant de constater gque chaque fraction du milieu
intérieur posséde des teneurs importantes qui se succédent :

- entre 140 et 170 u : taux important de lipides dans les

.cee lomocytes.

- entre 160 et 180 p : taux important de lipides dans le

liquide ce lomigue.

- entre 180 et 210 u : taux important dans les gvocytes.

Dés 1957, R.P. DALES estimait que les cellules cee lomigques (plus
précisément les éléacytes qui constituent une partie importénte de ces cellules
cee lomiques) jouaient un rdle dans le stockage et le transport de nourriture
chez certains Polychétes.

Etudiant plusieurs especes de Polychetes Sabellidés, il voit dans les
€léocytes, un dép6t utilisable pour la maturation des gamétes. (R.P. DALES,
1961, 1863). Le méme auteur, chez le Polychete Térebellidae Amphitrite Johnstoni
fait une observation semblable (1864).

Enfin, il va plus loin dans son raisonnement quand il note (R.P. DALES,
1868) que glycogéne et les lipides des cm lomocytes, bien que présents en
grande quantité, semblent étre inutilisables, alors gue le glycogéne des
muscles peut &tre réduit : les ce lomocytes de Sabella spallanzani peuvent
contenir prés de la moitié de leur poids total de matiére,séche sous forme
de lipides et 1/5 sous forme de glycogéne, mais tandis qua ces vers peuvent
survivre en conditions anaérobies pendant 25 heures, ces réserves ne sont pas
affectées. Les réserves des cee lomocytes semblent, pense-t-il, destinées
prioritairement aux gamétes en cours de maturation.

Dans une précédente étude (F. Fontaine, DEA 1379} nous avions étudié
par les technigques biochimiques les rapports métaboliques existant entre
caelombcytes - liquide c® lomique - ovagytes.

Analysant les teneurs en acides gras, nous avions observé que les
premiers acides gras de certaines séries métaboliques, apparaissaient d’'abord
dans les cce lomocytes. Cette constatation nous amenait & considérer les
ce lomocytes comme d'importants lieux de stockage et de bigsynthése des

lipides, qui seraient ensuite consommés par les ovocytes en cours de maturation.
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La derniére observation exposée plus haut va aussi dans ce sens.
C'est dans les cee lomocytes que l'on trouve les teneurs importantes en lipides,

avant de les retrouver dans le liguide cce lomique, puis les ovocytes.

IFI - L'IMPORTANCE DES LIPIDES CHEZ LES INDIVIBUS MALES.

~ Nous avons fractionné le milieu intérieur de P. cultrifera mdles, en,

d'une part le liquide cee lomique, d'autre part les éléments figurés
(cae lomocytes + gamétes]. :

Tableau B4 : Etude des lipides totauxdumilieu intérieur de P. cultrifera males.

L.iguide Cce lomocytes
! : : : 3 + !
' ' Cee lomique ‘ gamétes '
} . H i
! Importance relative de chaque : : !
,  fraction S, 27 % . 73 % '
! Importance ces lipides totaux : !
. par rapport & la masse totale | . |
' de matiére séche. ’ 4,1 % ‘ 12,4 % ’
| : !
| Teneur en lipides de chaque . :

fraction : 18,2 % : 18,1 %

La masse de matiére seche du liquide cce lomique constitue ainsi
chez les mdles une part importante du milieu intérieur (beaucoup plus impor-
tante que chez les femelles].

Les lipides totaux sont concentrés dans les éléments figurés. Le
liquide cm lomique en posséde néanmoins une gquantité importante.

' Enfin, le liquide ccee lomique dont le résidu sec renferme plus de
18 % de lipides, est plus riche en substances lipidiques gue les éléments
figurés (les deux valeurs sont cependant trés proches) . Jamais on ne trouve

dans les gameétes m8les, autant de lipides gue dans les ovocytes.
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Chez les individus méles d'une autre espéce d'Annélide, Nerets

diversicolor, nous avens fait une étude identigue :
v g

Tableau B5 : Etude des lipides totaux du milieu intérieur de Nereis diversicolor
méles.

- ] Liquide ] Ce lomocytes |
! : : .. !
! : Cae lomigue GCamegtes !
i H . !
, Importance relative de chaque | . .
" fraction ) 3B % ! 64 % ’
i - : 1
, Importance des lipides totaux | . .
° par rapport & la masse totale ) )
! de matiére séeche : 3,6 % : 8,1 % !
I . |
Teneur en lipides de chaqgue !
! fraction T 11,8 % : 11,7 % !

Comme paur les P. cultrifera méles le liguide ce lomigque constitue
une fraction importante de la masse totale de matiére séche du milieu intérieur.
D'autre part, si les lipides se retrouvent surtout dans les éléments
figurés (cce lomocytes + gameétes), le liquide cee lomique en contient une part
importante. ’ '
Enfin les teneurs en lipides du liquide cm lomique et des éléments
figurés sont semblables. v '
Finalement, chez les mdles de P. cultrifera et de N. diversicolor,

on trouve des résultats comparables.

IV - LES LIPIDES ET L’'OVOGENESE CHEZ LES INVERTEBRES.

Les lipides constituent une importante source d’énergie et 1'augmen-~
tation de leur taux ou au contraire leur diminution n'est pas sans relation avec
les grands phénaménes méfaboliques qui peuvent se produire chez 1'animal. Ce

principe, bien connu chez les Vertébrés, existe aussi chez les Invertebreés.

Chez les INSECTES Wigglesworth avait dés 1958 mis en évidence 1'impor-
tance du rdle métabolique du tissu adipeuxet H.Chinoet L.I. Gilbert (1865) ont
montré que le contenu lipidique du corps gras de l'adulte cecropia est presque

trois fois plus important gque le corps gras pupal.
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L.I. Gilbert (1967) affirme gue chez la plupart des Insectes,
la femelle contient plus de lipides que le mdle puisqu'ils constituent le
principal substrat intervenant dans le développement des weufs (sauf pour
les Lépidoptéres). ‘Ainsi Strong (1963 a, b, 1964) montre qu'environ 14 %
du poids frais d'eeuf d'Aphid est de nature lipidique.

De méme, des travaux chez une espéce ovovivipare, Leucophaea
maderae (L.I. Gilbert, 1967), ont montré une augmentation importante du
contenu lipidique de 1l'ovaire chez une femelle adulte avant 1l'ovogenése
(environ 0,5 mg) jusqu’a environ 80 mg dans un ovaire contenant des ®ufs
matures juste évant l'ovulation. Cela correspond, fait remarquer 1'auteur,
3 une diminution du contenu lipidique du corps gras indiquant un transport
- des lipides vers 1l’ovaire. Notons gque nous avons fait chez 1’Annélide
Perinereis cultrifera une observation analogue avec augmentation du contenu
lipidique dans les ovocytes, faisant suite & une diminution de la teneur en

lipides dans les cce lomocytes.

Chez les MOLLUSQUES, M.L. SWIFT, D. WHITE et M.B. GHASSEMIEH (1880)
font des observations semblables sur-les tissus de 1'huitre Crassostrea
virginica : les lipides, disent-ils, semblent servir d’'unique rdle dans les
tissus des gonades en maturation, puisque les femelles de certaines especes
de Mollusques contiennent plus de lipides dans la totalité du corps gque les
méles. A

Enfin, chez un ver ace lomate, tel que le NEMATODE Romanomermis
culicivorar, P.I. ITTYCHERIAH, R. GORDON et W.J. CONBON (1877) ont pu mantrer,
par des recherches histochimigues, que des produits de stockage s’accumulent
dans le trophosome, & partir du gquatriéme jour de développement parasitaire :
les lipides constituent le principal métabolite de stockage, le glycogéne
venant ensuite .

Mais si des lipides s'accumulent dans les ovocytes ou les ®ufs en -
voie de développehent de nombreux‘Invertébrés, d'ol proviennent-ils ?

>

On a cru longtemps que les constituants de 1l'ovocyte & maturité
étaient élaborés & partir d'éléments simples prélevés dans 1'hémolymphe, ou
le liguide cw lomique. Cette notion s'appligueit particulieérement aux
groupes les moins évolués, mails & partir de 1850 les études concernant les
Vertébrés non-mammaliens et les Arthropodes commencérent (cf W. TELFER, 1854, sur
le ver a soie). Ces travaux s'intensifiérent & partir de 1860.

Chez les Myriapodes, les Crustacés, les Insectes, les Poissons, les
Amphibiens et les Oiseaux, on a pu montrer qu'un complexe lipoprotéigue

(ou vitellogénine) était nécessaire pouf la constitution du vitellus, et que

cette vitellogénine était souvent associée avec d'autres groupements prosthé-
tigues, et synthétisée en dehors de 1'ovaire, véhiculée par le sang et
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séguestrée par les ovocytes pendant la vitellogenese par un mécanisme d'endocy-
tose (micropinocytose). Cette vitellogénine est employée par les ovocytes
pour constituer le vitellus (d'oU le nom : vitellogénine : participation a

la "genése du vitellus”).

C'est chez les Insectes que-les travaux sont dans ce domaine les
plus avancés.

_ La vitellogénine d’'insecte est synthétisée par le corps gras des
femelles (M.L. PAN, W.J. BELL et W.H. TELFER, 1869) et est ensuite transportse
par l1'hémolymphe vers la surface de 1l'ovocyte ol elle est prise par micropi-
nocytose (T.F. ROTH et K.R. PORTER, 1964 ; R.G. KESSEL et L.R. GANION, 1879).

Apres sa concentration dans les ovocytes, la vitellogénine reste
généralement immunolcgziquement et électrophorétiquement indistinguable de
son précurseur de 1'hémolymphe.

Une partie lipidique d'environ 10 % du poids total de protéines a
été montrée chez Leucophaea maderae (R.K. DEYMAL et V.J. BROOKS, 1972j,
Hyalophora cecrcpia (K.K. THOMAS et L.I. GILBERT, 1868), Aedes aegypti
(H.H. HAGEDORN et P.L. JUDSON, 1972) et Manduca sexta (E.C. MUNDALL et
J.J. LAW, 1979). Cependant, chez le ver & soie, Philosomia cynthia, H. CHING
et coll. (13968) ont montré gue la lipoprotéine la plus active de 1'hémolymphe
contient 44 % de lipides.

Ainsi, sur la base de leur contenu lipidique, les vitellogénines'
d'insectes peuvent 8tre classées comme "Very High Density Lipoproteins”
{VHDL), en empioyant la terminologie des lipoprotéines du sérum de Vertébrés
(EiC. MUNDALL et J.H. LAW, 1979). Chez Manduca sexta, ces derniers auteurs
trouvent précisément 11,4 % de lipides totaux dans la vitellogénine de

I'eeuf, et 11,2 % de;lipides totaux dans celle de 1'hémolymphe.

Chez les CRUSTACES, c'est M.S. KERR (1868) qui a montré pour la
premiére fois, chez le crabe Callinectes sapidus, que la lipoprotéine
constituant la plupart du vitellus était immunologiquement indistinguable d'une

lipoprotéine du sérum’une vitellogenine. La méme chose a été montréechez Orchestric

gammarella (J.J. MEUSY, 1972 ; Y. CROISILLE et coll., 1974). Ces.résultats ont
€té étendus & des décapodes : Libinia emarginata (E.M. WOLIN, H. LAUFER et
D. FALBERTINI, 1973)... et & des Isopodes : Porcellio dilatatus (J.L. PICAUD,
1878).

Selon les auteurs et les espéces, les lipovitellines de crustacés
contiennent 28 & 35 % de lipides (J.J. MEUSY, 1980).
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Chez 1'ANNELIDE gque nous étudions, nous avions soulevé précédemment
le probléme d'un transport de lipides entre les éléocytes et les ovocytes.

Les &léocytes, par leur aspect morphologique et leur activité de
synthése rappellent en effet les processus secrétoires se déroulant dans les
corps gras des insectes (H.H. HAGEDORN, A.M. FALLON et H. LAUFER 1873).

Toutefois, chez les Néréidiens (P.C. SCHROEDER, 1871 ; A. DBHAINAUT,
1966} ou les Térébellidés (K.J. ECKELBARGER, 1875, 1878) aucune étude
ultrastructurale n'a pu démontrer le transfert de matériel des éléocytes aux
ovocytes.

On pense habituellement gue la vitellogenese se fait de maniere
autonome. Cependant, A. FISCHER (1878) a montré l'existence d'un antigeéne
semblable & la vitelline dans le liquide ce lomigue de femelle mature de
Nereis virens. Toutefois, travaillant sur Perinereis cultrifera, si des résul-
tats montrent une identité immunologique entre liquide cwm lomigque et ovocyte,
nous ne pouvons pas encore affirmer qu'il existe une vitelline (A. OHAINAUT,
M. PORCHET et F. FONTAINE, 18980 a et b}, comme cela a, par contre, été

démontré chez de nombreux invertébrés.
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ETUDE QUALITATIVE ET QUANTITATIVE DES LIPIDES NEUTRES

i
Aprgs 1l'’extraction des lipides totaux, csux-ci ont &té séparés
en deux fractions, comme nous 1l'avans précisé dans'matériel et méthodes':
. une fraction acétono-soluble (les "lipides neutres”)
. une fraction qui précipite a 1’acétone (que nous appelons
"Phospholipides”).
Les "lipides neutres” et les "phospholipides”, pourront, malgré nos

précautions, posséder quelgues impuretés, & 1l'état de traces.

I - LEUR SEPARATION SUR COUCHE MINCE ET LEUR IDENTIFICATION

Les lipides neutres sont ensuite séparés sur couche mince de gel

de silice G, auparavant activé une heure a3 l'étuve et débarrassé des impu-
retés qu’'il peut renfermer, par un passage du systéme soclvant pendant une
nuit.

Le systéme solvant utilisé est le suivant

Ether de Pétrole / Diéthyl éther / Acide Acétigue
80 : 20 : 1 (v/v/v)

Aprés migration du solvant, les plagues sont séchées au seche
cheveux et les taches sont visualisées aux vapeurs d’iode, & la Rhodamine
ou l'acide sulfurique & 5 %.

Nous avons ainsi pu séparer 7 constituants de nos lipides neutres,
une téche subsistant au dépdt. (voir figure C1).

L'utilisation de témoins nous permet d'identifier : Monoglycérides,

Diglycérides, stérols, acides gras libres, triglycérides, stérols estérifiés.

D’autre part, sprés vaporisation d'HpSO04 & 5 %, puis chauffage
a4 100° C., la premiére tache a apparaitre, rouge vif, est la tache de stérols.
Celle-ci vire ensuite au violet. Les stérols estérifiés apparaissent aussi

sous forme de tache rougedtre, assez rapidement.

Une autre confirmation de la nature de ces deux taches nous a été

donnée par la réaction de Liebermann-Burchard caractéristique de certains

stérols (ceux possédant un hydroxylle en 3-8 équatorial et une double liaison
en 5-6)

chague tache est grattée, éluée par du chloroforme-Méthanol
(2 : 1). On extrait ainsi les lipides du gel de silice et on obtient le résidu

SecC.

Le résidu sec est alors dissout dans 1 ml de chloroforme + 0,5 ml

d’anhydride acétique.



- SOLVANT :
Ether de pétrofe/Diéthyl éther/
Acide acétique
80:20:1
0o > s

04

B e |
L~

L —

O

U
O o -~ Joz
=

N 1y 2 ) L : dépéts

L MG DG St AGLTG StE

) e S e R
TEMOINS

\_______Fraction “lipides neutres”
étudiée

8US
LiLLE
Figure C 1 : Chromatographie sur couche mince des lipides neutres.
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On agite, puis on ajoute une goutte d'acide sulfurigue concentré.

Nouvelle agitation.

On observe alors une coloration verte, tres intense, pour la troisie-
me tache, correspondant bien aux gtérols. Pour la derniere tache des stérols
estérifiés nous avons aussi une coloration verte, bien que moins intense que
la précédente.

. Les sclutions provenant des autres taches ne donnent pas de coloration

verte.

L"avant derniére tache n'a pas été identifiée.

Aprés les avoir identifiés, nous avons fait des chromatographies sur
couche mince préparatives, afin de les daoser selon J.S. AMENTA (voir "Matériel
et Méthodes”). lLe dépdt est d¥sposé en trainée afin d'accroitre la quantité
de matériel & doser.

Les résultats de nos dosages sont pour chague échantillon de lipides
neutres exprimés en pourcentage. Ils sont présentés dans les tableaux C1, C2,
et C3. Les résultats des Mono. et Diglycérides ne sont pas distingués, puisqgue
les deux taches correspondantes sur nos chromatogrammes ne sont pas toujours

bien discernables.

IT - ETUDE QUANTITAVE DES LIPIDES NEUTRES DU LIQUIDE COELOMIQUE.

Le tableau C1 nous présente les résultats de nos dosages pour les

lipides neutres du liquide cm® lomigue.

Tableau C1 : L'importance des différentes classes de lipides neutres du

Liguide cee lomigue.

Diametre ovocytaire (en u)

100 115 140 | 155 | 170 180 | 225 230
MG 30 28 13 F 13 | 14 13 14 10
+ DG
St 4 1 10 | 15 14 9 25 24
AGL 57 32 20 31 24 | 21 18 11
6 1 1 11 10 18 | 14 4 5
ST 1 1 17 6 3 1 1n 1 20
St.E 7 37 29 25 27 32 38 30
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Nous cbservens tout de suite que ce sont Monoglycérides,

Diglycérides, Acides gras libres et stérols estérifiés qui constituent

1'essentiel des lipides neutres du liquide cee lomique des individus jJeunes;:

stérols et triglycérides prennent ensuite de 1'importance.

Les résultats du précédent tableau sont présentés dans les figures
C2 a C7.

Figure C2 : Mono et Diglycérides diminuent entre 100 et 140 .

De 30 % des lipides neutres ils n'en représentent plus gque 15 %. 1ls restent

ensuite & un niveau stable.

Figure C3 : les stérols restent & 1'état de traceschez les animaux

~

jeunes. A 130 u leur teneur commence & croitre, pour représenter 25 % des

lipides neutres 1lors de la maturité génitale.

)

Figure C4 : les acides gras libres représentent 80 % des lipides

neutres chez les animaux d'un diamétre ovocytaire de 100 p. Ils diminuent
d'importance alors que s'effectue 1l'ovogenése. La chute est assez brusgue
jusque 130 p, plus lente ensuite. A maturité génitale, ils ne représentent

plus que 15 % des lipides neutres du liquide cm lomigue.

Figure C5 : jusque 130 u les Triglycérides ne sont qu’a 1l'état

de traces. Leur importance ira en croissant ensuite, jusgue 180 u, ol ils
représentent 20 % des lipides neutres du liquide coelomique. Ils diminuent

o,

ensuite, et & 230 p,ilsnereprésentent plus que 4 &8 5 % des lipides neutres.

Figure C6 : la tache représentée par des substances non identifiées
sur nos couches minces, subit une évolution assez semblable 3 celle de nos tri-
glycérides (fig. C5). Cependant, & 1'état de traces jusque 120 u, elles s'accu-
mulent plus précocement, & 140 u, et diminuent ensuite. Une derniere valeur
- nous donne toutefois un taux important a 230 u, alors que pesu auparavant elles

n'étaient plus gqu'd l'état de traces.

Figure C7 : les stérols estérifiés sont d'abord peu importants a

)

100 u, mais augmsntent rapidement. A 110 u, ils constituent 25 & 35 %

‘des lipides neutres et se maintiennent & ce niveau durant toute 1l'cvogenese.
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Conclusion : le liquide cee lomique se caractérise ainsi par une diminution des
Mono + Diglycérides, ainsi que des Acides gras libres. Il s'enrichit par contre
en stérols et triglycérides. Les stérols estérifiés constituent rapidement

o,

une fraction constante et importante (30 % des lipides neutres) du liguide

cee lomique.
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IITI - ETUDE QUANTITATIVE.CES LIPIDES NEUTRES DES COELOMOCYTES.

Les résultats de nos dosages sont présentés dans le tableau suivant

Tableau C2 : L'importance des différentes classes de lipides neutres des
Cce lomocytes.

Diamétres ovocytaires (en u)

100 115 155 180 195 230
G ,
. 0G 3 5 3 7| 054
St 1 5 10,5 16 2,5 22,5
AGL 24 13 23,5 31 22,5 13
TG 18 41 40 27 66 55
SI 5 5 14,5 5 8 4
St.E 43 31 8,5 13 0,5 1

Acides gras libres et Triglycérides sont ici particuliérement

importants. Stérols et Stérols estérifiés ne deviennent importants gqu's

certains stades. Nos résultats sont exposés dans les figures C8 a C13, qui

permettent une meilleure visualisation de 1'évolution de ces lipides neutres.

Figure C8 : Monoglycérides et Diglycérides restent & des taux

faibles et sensiblement constants (5 ¥ 4%, tout au long de 1'ovogenése).

Figure C8 : les stérols augmentent de fagon constante dans les

L)

coelomocytes = & 1'état de traces & 100u, ils constituent plus de 20 % ces
c.

[

lipides neutres & 230u. Leur taux est ainsi pratiquement multiplié par

Figure C10 : Il y a une teneur assez élevée en acidesgras libres
a 100u. Mais & 115y ils ne représentent plus que 13 % des lipides neutres des
ccelomocytes. Leur taux augmente ensuite et va plus gue doubler (entre 160

et 190y ils constituent 25 & 30 % des lipides neutresl.

Figure C11 : Nos résultats pour les Triglycérides sont assez

_variables. Ils constituent néammoins toujours une part importante des iipides
‘»...neutres des coelomocytes. '
De 20 % des lipides neutres & 100y, leur taux va rapidement plus

o, -

que doubler (ils représentent 40 % des lipides neutres entre 110 & 16C0nT
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Figure C 9 : Evolution de la teneur en Stérols dans les Coelomocytes
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Figure C10 : Evolution de la teneur en Acides Gras Libres dans les Coelomocytes.
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Figure C12 : Evolution de la t&che non identifiée des lipides neutres des
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Leur importance chute ensuite légérement vers 170 - 180u , avant
d'augmenter & nouveau (vers 200p ils représentent 65 % des lipides neutres).
A la chute du taux de TG, correspond une augmentation de la teneur en AGL
(voir figure C10).

En gros, les Triglycérides voient ainsi leur teneur passer de

15 % des lipides neutres vers 100u, & environ 60 % & 230u. Leur importance

"a donc quadruplée au cours de 1'ovogenese.

Figure C12 : Les substances de la tAche non identifiée restent 2

des taux faibles (environ 5 % des lipides neutres, en début et en fin d'ovo-
genese). Les taux semblent plus élevés entre 140 et 170yu.

~

Figure C13 : Les Stérols estérifiés sont 3 des taux é&levés dans

les coelomocytes, en début d’ovogenése (environ 45 % des lipides neutres & 100yu).
Leur taux diminue ensuite, reste stable & 10 % des lipides neutres entre 150
et 180y, puis chute & nouveau. A 1’approche de la maturité génitale ils ne

Y

sont plus qu'a 1'état de traces;

Y

Observons qu'ad la chute des stérols estérifiés dans les coelomocytes,

correspond une hausse des stérols libres.

Conclusion : dans les coelomocytes, les Stérols et Triglycérides sont les
éléments qui présentent une augmentation alors que s'accomplit la maturation
des gamétes. Au contraire, les stérols estérifiés diminuent. Les acides gras
libres et la substance inconnue présentent une évolution comparable, avec
augmentation en début d'ovogenése, puis diminution & 1'approche de la maturité
gén;ﬁale. Monoglycérides et Diglycérides présentent peu de variations et

restent a des taux faibles.
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IV - ETUDE QUANTITATIVE DES LIPIDES NEUTRES DES OVOCYTES.

Tableau C3 : L'importance des différentes classes de lipides neutres dans

les QOvocytes.

Diamétres ovocytaires (en u)

100 115 145 155 180 185 230
TGDG 3 1,5 4,5 7 8 0,5 2
St 1 3,5 7,5 10 12 g 5
AGL 2 1 4 5 19 18 47
e 71,5 | 63,5 65 53,5 42 50,5 34
ST 7.5 | 18,5 7 10,5 12 12 8,5
St.E 15 12 12 7 7 10 3,5

Dans les ovocytes ce sont les Triglycérides qui prédominent

largement. Les variations des différentes classes de lipides neutres au

cours de l'ovogenése sont reprises sur les figures C14 & C19.

Figure C14 : & 1l'état de traces au début-de 1'ovogenese, Monogly-

©,

cérides et Diglycérides augmentent ensuite réguliérement, pour constituer 8 %

des lipides neutres a 180u. Leur taux chute ensuite rapidement.

Figure C15 : les Stérols & psu pres inexistants a 100u, augmentent

L)

d'importance ensuite, pour représenter 12 % des lipides neutres dans un

=

ovocyte de 180u. La teneur en stérols diminue ensuite légérement & 1'approche

)

de la maturité génitale (ils constituent 5 % des lipides neutres & 230u).

Figure C16 : les acides gras libres des ovocytes présentent des

variations de forte amplitude au cours de 1l'cvogenése. A 1'état de traces &

100u, ils constituent 50 % des lipides neutres a 230u.
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Figure C16 : Evolution de la teneur en Acides Gras Libres dans les Ovocytes.
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Figuras C17 : les triglycérides des ovocytes ne présentent pas de

variations aussi importantes que les acides gras libres. Leur évolution se
fait aussi en sens inverse.

A 100u, ils constituent 70 % des lipides neutres, alors qu'a 230u
ils n'en constituent plus gue 35 %, leur importance diminuant ainsi de moitié

alors gue l'ovocyte accomplit sa maturation.
Figure C18 : 1a teneur en lipides neutres de la tache non identifiée
sur couche mince ne présente pas de variations importantes (elle constitue de

fagon constante 7 & 12 % des lipides neutres].

Figure C19 : Les Stérols estérifiés diminuent d'importance pendant

)

la maturation des gamétes = de 15 % des lipides neutres & 100u, ils n'en
constituent plus que 3 % & 230u. Leur diminution est réguliére tout au cours

de 1l'ovogenése.

Conclusion : les variations les plus considérables dans la fraction "lipides '
neutres” des ovocytes, sont celles des triglycérides et des acides gras libfes,
gui évoluent en sens inverse (les premieré diminuant ealors que les seconds
augmententl. Dans le gaméte femelle en cours de maturaﬁion, 1es'stérolsestérifiés
diminuent aussi d’impartance.

Les monoglycérides + diglycérides et les stérols présentent des
variations semblables : en augmentation au cours de 1'ovogenése, leur taux
chute & l'’approche de la maturité génitale, & partir de 180 u.

La substance encore non identifiée varie peu. ;

Remarguons que les Acides gras libres augmentent de fagon importante
dans les ovocytes, alors que les triglycérides diminuent, ainsi que les
menoglycérides et diglycérides & partir de 180 p. lLes acides gras libres

proviennent sans doute de 1'hydrolyse des glycérides.

V - CONCLUSION : LES LIPIDES NEUTRES PENDANT LA MATURATION GENITALE DE
" PERINEREIS CULTRIFERA.

Nous venons d’étudier 1'évolution des différents‘lipides neutres

dens le liquide cee lomique, les cm lomocytes puis les ovocytes . Comparons
maintenant 1'évolution de la méme classe de lipides neutres dans les trois

fractions du milieu intérieur de nos vers.
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Figure C19 : Evolution de la teneur en Stérols Estérifids dans les Ovocytes.

* Teneur en conditions anhormales chez des vers d'un diametre ovocytaire de 100y




- 54 -

. Les monoglycérides (MG) et diglycérides (DG) sont surtout présents

o,

de fagon notable dans le liquide coe lomique ol ils représentent 30 % des lipides

)

neutres chez les jeunes individus, pour n'en représenter que 15 % & partir de

'S

140 u, jusqu'a la maturité génitale (fig. C2].

Ils sont peu importants dans les coe lomocytes et dans les ovocytes.
{fig. C8 et C14).

Remarquons toutefois que dans les ovocytes ils augmentent légérement

Jjusque 180 u, pour diminuer ensuite.

Les stérols augmentent de fagon paralléle dans le liquide cee lomigue
et les cce lomocytes. Ils apparaissent cependant plus précocement dans les
coe lomocytes. L'augmentation est d’autre part réguliére dans ces deux consti-
tuants du milieu intérieur de P. cultrifera. (fig. C3 et C9).
A une teneur moins importante dans les ovocytes, ils augmentent aussi

jusgue 180 u, puis leur taux chute ensuite. (fig. C15).

Les acides gras libres (AGL) des cee lomocytes (fig. C10) présentent

~

plusieurs fluctuations : en augmentation & partir de 150 u, ils diminuent 2
partir de 180 yu.

Dans le liguide cee lomique et les ovocytes, les variations sont plus
régulieres, mais se font en sens inverse : ils diminuent dans le liguide
ce lomigue (mais restent néanmoins & un taux assez &levé), et augmentent dans
les ovocytes apreés avoir &té & peu prés inexistants chez les individus jeunes.
(fig. C4 et C16).

Les Triglycérides (TG) présentent de grandes variations (mais en

sens inverse), dans les cvocytes et les ce lomocytes.

Leur diminution d'importance est réguliére dans les ovocytes (fig. C17).
Oans les cee lomocytes, par contre, ils augmentent, en présentant cependant une
chute entre 150 et 170 u (fig. C11).

Remarguons gue les variations des taux de TG dans les cce lomocytes,
comme dans les ovocytes, sont "compensées” par des variations inverses des
taux d'AGL.

Dans le ligquide cwe lomigue les TG augmentent, comme dans les ce lo-

mocytes, tout en restant & un taux beaucoup plus faible. D'autre part, ces

TG du liguide cce lomique chutent & 1'approche de la maturité génitale.

. La t&che obtenue sur la couche mince de gel de silice et non

identifiée, subit peu de variations quelque soit la fraction étudiée et il nous
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est difficile d'en faire une interprétation.

. Les stérols estérifiés diminuent rapidement dans les cee lomocytes

alors gu'apres une hausse brutale et précoce dans le liquide cm lomigue ils

ne présenteront plus ensuite de variations (fig. C13 et C7). On aobserve gue dans
le liquide coe lomique, les stérols estérifiés constituent une part importante
des lipides neutres. Dans les cce lomocytes, ils ne sont importants qu'aux

~

stades jeunes (100 & 110 u).

Les stérols estérifiés restent & un taux faible dams les ovocytes

et diminuent au cours de 1l'ovogenése. (fig. C19).

L'évolution-de la méme classe de lipides neutres dans
les trois fractions du milieu intérieur de nos vers est reportée sur
les figures C 20 et C 21 {qui constituent une synthése des résultats

exposés sur les figures C 2 a C 19).
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VI - LES LIPIDES NEUTRES CHEZ LES IMVERTEBRES.

-

Dans cette &tude de 1'évolution du taux des différentes classes de
lipides neutres, nous avons pu faire des observations intéressantes.

I1 est maintenant utile de voir ce que 1l'on sait chez d’'autres
Invertébrés : cependant, nous ne trouvons encore gque bien peu d'études
comparables a la ndtre, c'est-a-dire une recherche des variations entre les
lipides neutres de différentes fractions du milieu intérieur, et leur lien

possible avec 1l’'ovogenese.

Ce sont les INSECTES qui sont bien slr, 1a encore, les plus étudiés.
Les lipides neutres constituent d'ailleurs une part importante des lipides totaux
de certaines cellules. Ainsi, 13,9 % du poids frais de 1'e uf d'Aphid est de
nature lipidique, et 85 % de ces lipides sont des lipides neutres. F.E. STRONG,
1963 a et b, 1864). L.I. GILBERT (1967)5: nous apprend guant a 1u1 que SO & 92 %
des lipides des @ ufs de L. maderae sont des lipides neutres.

S1 les lipides neutres sont donc quantitativement importants,
notamment dans 1'e uf, voyons chez les Insectes quelle est la nature de ces
lipides neutres, leur évolution au cours de la vie de 1'animal (et particulidre: -
ment au cours de 1'ovogenese) et leur rdle que différents suteurs peuvent leur
_attribuer. '

Rappelons ce qui a €té exposé au chapitre précédent : 1'euf d’'Insecte
§'il s'est enrichi en lipides au cours de 1l'ovogengse, cela s'est fait én
grande partie grace & une lipoprotéine libérée dans 1'hémolymphe, et qui est
captée par 1l'ovocyte en maturation (cette lipopraotéine, ou vitellogénine,
entrant en grande partie dans la constitution du vitellus, comme l'ont prouvé
de nombreux auteurs).

Les lipides neutres des mufs de L. maderae (L.I. GILBERT, 1967) sont :
80 % de TG, 2 & 3 % d'AGL, 1 & 2 % de St., et environ 2 % de St. E. Le taux impor-
tant de TG se retrouve dans les ovocytes de notre Annélide, P. cultrifera.

L'importance des St. E., dans les oeufs d’'Insectes est assez variable
selon les espéces. Selon B. DELAGE (1963), chez la mouche domestique on a trouvé
que 41 % des stérols d'mufs sont estérifiés, de méme que 36 % du cholestérol
est estérifié dens les e ufs du papillon Hyalophora cecropia. Ces valeurs sont
nettement supérieures & ce que nous avons trouvé chez P. cultrifera.

E.C. MUNDALL et J.H. LAW (1978) chez Manduca sexta pensent que la
vitellogénine des ovocytes et son précurseur de 1'hémolymphe ont la méme cons-
titution en lipides. Cependant, ces auteurs n'ont pas guantifié les lipides

negutres, mais seulement apprécié leur importance relative, en exposant ainsi
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leurs résultats

Vitellus de l'e uf Vitellogénine de 1'hémoclymphe
TG + +
DG . e . o+
AGL . e
Cholestérol + +

Chez H. Gloveri, K. K. THOMAS et L.I. GILBERT (1989) ne trouvent
pas non plus de changement notable dans la constitution en lipides. H. CHINO
et coll. (1977), ont montré qu'il y avait plus de TG et moins de DG dans
la vitellogénine de 1l'@ uf que dans celle de 1’'hémolymphe de P. cynthia.

La richesse de l'hémolymphe en DG, par rapport aux autres tissus,
a d'ailleurs été observée par de nombreux auteurs. Les lipides neutres de
1'hémolymphe d’Insecte sont presque essentiellement des DG, alors que dans
le plasma des Mammiféres, ce sont les TG qui prédominent. H. CHING et L.I. i L
GILBERT (1885) trouvent ainsi que dans 1'hémolymphe pupal de cecropia, presque
75 % des lipides neutres sont des DG. Dans le corps gras, cependant, 98 % des
lipides neutres sont des TG. |

Ces derniéfes observations sont_é rapprocher de nos résultats
obtenus chez P. cultrifera. Les Coelomocytes, que beaucoup d'auteurs
assimilent au Corps Gras deslInsectes {et dont nous faisions en 1973 un
importént lieu de synthése pour les lipides), sont de la méme fagon particu-
liérement riches en TG (jusqu'a 60 % des lipides neutres, alors que 1l’on est
en fin d'ovogenése). les Coelomocytes sont par contre, comme les corps gras
d'Insectes, pauvres en MG + 0G (5 &8 8 % des lipides neutres]).

Enfin, si dans 1'hémolymphe d'Insectes, il y a beaucoup de DG, dans
le liquide coelomique de P. cultrifera on a fait une observation semblable
MG + DG représentent environ 20 % des -lipides neutres du liguide coelomigue,

alors que dans ovocytes et coelomocytes ils n'en représentent pas 8 %.

Qutre les Glycérides, voyons maintenant ce que 1l'on sait sur les

Stérols et Stérols Estérifiés d'Insectes.

Dans les lipoprotéines du sérum de Mammifere (tels que Chylomicrons
ou "Low Density Lipoproteins”), le cholestérol existe principalement sous
forme estérifide (L.A. HILLYARD et Coll., 1955) = 60 & 80 % du cholestérol

présent est sous forme estérifiée.
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Les travaux de CHINO et Coll. (18968) montrent par contre que tout
le cholestérol des deux "Dlglycerlde Carrying Lipoproteins” de Hyalophora
cecropta est libre et non estérifié. D’autres travaux montrent des résultats
identiques = celd n'est pas surprenant cependant, puisgue 1l'on sait que le
cholestérol est principalement sous forme libre dans les tissus de nombreux
Insectes.

‘ Des travaux sur 1’'hémolymphe montrent & la fois des stérols libres
| et estérifiés dans 1'hémolymphe de la blatte Periplaneta Americana (R.GH.
DOWNER et H. CHINO, 1979, qui montrent cependant que 80 & 82 % du cholestéral
ne s esterlse pas), du criquet Acheta domesticus (C.M. WANG et R.L. PATTON,
19639), .... Cependent, dans ces travaux, on ne distingue pas les constituants
plasmatique et cellulaire de 1'hémolymphe. Ainsi, on ne peut savoir dans ces
derniers exemples, si les stérols sont transportés scus forme estérifiée dans
le plasma de ces Insectes.

- Il est d’autre part intéressant de noter qu'il n'existe pas de
voie de synthése & partir de 1'acétate vers le cholgstéro} chez les Insectes,
et donc que tous les stérols sont d'origine alimentaire. Ainsi, les lipoprotéines
d'insectes pourraient-elles fonctionner comme transporteurs de cholestérol
parmi les tissus tels que le Corps Gras et le Tube Digestif ( hypothése de
CHIND et coll., 1888, 1888). )

H. CHINO et coll. (1868} rapportent d’ailleurs un résultat
intéressant & ce sujet : des larves de cynthia sont noﬁrries avec des feuilles
sur lesquelles du cholestérol -C14 a été appligué = 1l'analyse de leur
hémolymphe aprés pupation montre de la radicactivité dans les lipoprotéines.

On voit donc, encore ici, une grande différence dans la nature des
stérols de Mammiféres et d’insectes = surtout estérifiés dans les lipoprotéines
du sérum de Mammifére, surtout libres dans les lipoprotéines de 1'hémolymphe
d'Iﬁsecte.

Dans le liquide coelomique de P. cultrifera, nos résultats montrent
une prédominaﬁce des stérols estérifiés (30 &8 40 % des lipides neutres). Les
stérols libres ne deviennent importants {(jusqu'd 20 % des lipides neutres)
gu'a 1l'approche de la maturité génitale. Ces résultats_sont donc différents
de ce gue l'on sait des mammiferes ol les stérols estérifiés dominent tras
largement, mais on n'observe pas la predomlnance des stérols sous forme libre

qui a été montrée chez certains Insectes.

A part les INSECTES, les travaux sur la nature des lipides neutres

s

25 Invertébrés restent rares.
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Chez les CRUSTACES, on sait chez Orchestia gammarella que la
vitellogénine apparait dens 1'hémolymphe, et qu'alors débute la vitellogéneése
secondaire caractérisée par une accumulation trés importante de réserves Q
lipidiques constituées de triglycérides (H. CHARNIAUX-COTTON, 1878).

11 y a augmentation du nombre et de la taille des globules libidiqueé
contenant ces triglycérides. Cette vitellogenese secondaire est principalement
exogéne, mais est aussi endogeéne.

R.F. LEE et P.L. PUPPIONE (1978) montrent que la plupart des
lipides de 1'hémolymphe du homard Punulirus interruptus sont associés avec
une lipoprotéine de haut.poids molééula;re. Les lipldes de cette lipoprotéine
saont pour 4 % et 3 % respectivement des Stérols et des Triglycérides (le

restant étant des Phospholipides pour 1l'essentiel].

Chez les NEMATODES = P.I. ITTYCHERIAH (1977), chez FRomanomermis
culicivorax qui accumule des produits de stockage dans le trophosome, montre
qu'il s'agit principalement de stérols (sous forme libre et estérifiée) mais
la signification fonctionnelle de telles guantités de stérolides reste

énigmatique.

Enfin, & propos des ANNELIDES, J. Mc LAUGHLIN (1871) a étudié
1'oligochete Eisenta foetida : les lipides neutres, représentant 80 a 85 % _
de 1l'extrait lipidique total, sont constitués de glycérides, AGL et stérols.
Les stérols libres prédominent {15 % des L.N.). Il vy a aussi 2 & 3 % de
stérols estérifiés. Chez Lwmbricus terrestris, J. CERBULIS et M.W. TAYLOR
(1868}, trouvent aussi des taux élevés en stérols (16 % du total des lipides
neutres).

Pour ce gui est des Polychetes, C.G. WILBER et W.M. BAYORS (1847)
ont trouvé des taux élevés en Acides Gras Libres. L'é&tude de J.Mc. LAUGHLIN
(1371) montrait par contre chez 1'Oligoch@te Eisentia foetida un taux faible

S'AGL, mais un taux élevé de MG.

A propas des lipoprotéines d*Invertébrés, noteons que si elles
jouent un rdle important lors de l'ovogenéée des Insectes, on a pu démontrer

au'elles intervenaient aussi au moment du vol.
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A.R. JUTSUM et G.J. GDLDSWORTHY (187B) ont aussi montré gu'une

quence d'événements métaboligues se produisait au début de 1'activité

[ON

s
du vol du criguet migrateur = la concentration en tréhalose de 1'hémolymphe

chute, alors que presque simultanément le taux de DG de 1'hémolymphe est
¢levé et gu'augmente le turnover des lipides (B.J. VAN BER HORST, et coll.,
1978). Pour le transport & travers l'hémolymphe vers les muscles du vol, ces
DG sont associés & des lipoprotéines.

Au moment de la dispersion des gamétes chez les Polychétes,
l'activité intense qui en résulte est sans doute tributaire d’'un apport
énergétigue aux muscles, cet apport pouvant se faire gréce au transport de

lipides & travers le liquide coelomique vers 1les sites d'utilisation.

Enfin, chez naos Annélides, nous avons séparé les stérols libres
et estérifiés sur couche mince. A partir de 1a, une étude 'intéressante
pourrait &tre entreprise. Les stérols d‘Annélides sont encore peu étudiés
et quand on sait 1'importance dss stéroides chez les Insectes {(beaucoup

d'hormenes ou de phéromones sont des stéroides), c’est une lacune gu’il serait
q

utile de combler.
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VII - EXISTE~T-IL UN CONTROLE HORMONAL ?

Nous avons décérébré un lot de vers (diamétre ovocytaire

environ 100 ul), que nous avons ainsi laissé en conditions anhormonales

pendant deux semaines.

Apreés séparation et dosage des différentes classes de lipides

neutres selon les techniques précédemment indiquées, nous obtenons les

résultats suivants pour les coelomocytes et les ovocytes

T

ableau C4 : L‘impoftance des différentes classes de lipides neutres chez

des vers d'un diametre ovocytaire de 100 u, mis en conditions

anhormonales.

MG + OG St. AGL | TG S.1. St.E.

Coelomocytes 10 1 8,5 |67,5 1 20 100

o\@

Cvocytes 0,5 7,5 | 0,5 77 14 Q.5 100 %

[ailg

Les résultats de ce tableau ont é&té reportés sur les figures C8

C13 pour les Coelomocytes, .et sur les figures C14 & C19 pour les OvocyteS.

1°) Pour les Coelomocytes

Les Monoglycérides + Diglycérides et les stérols des coelomocytes se
trouvent ici aux mémes concentrations que pour degs individus de méme
diemetre ovocytaire, restés intacts.

Par contre, le taux d'deides gras libres chute fortement. Notons,. qu’en

fin d’ovogenése, alors gue nous sommes pratiguement en conditions
anhormonales, le taux d'acides gras libres est faible.

D'autre part, les stérols estérifiés diminuent eux aussi fortement

:fcomme ils diminuent au cours de l'ovogenése alors que l'effet de 1'hormorn2

.est moindre).

. Enfin, les Triglycérides se trouvent guant & eux & un taux aussi élevé que

“dans les coelomocytes d'animaux d’'un diamétre ovocytaire de 200 u.
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Ainsi tout se passe comme si en milieu anhormonal, la libéraﬂion
d’'acides gras par hydrolyse des triglycérides ne pouvait se faire et/ou gue
l'accumulation de triglycérides se trouvait facilitée.

Seule une partie des stérols estérifiés libérent leurs acides gras.

- 2°) Pour les Ovocytes

Comme pour les coelomocytes = Monoglycérides et Diglycérides ne
semblent pas affectés par la chute du taux d'hormone cérébrale dans le milieu
intérieur de P. cultrifera.
Pour le restant de lipides neutres, on observe des différences
notables avec les coelomocytes
. Le taux de stérols estérifiés chute (comme cela se produit en fin d'ovogensse
normale). A cette chute des stérols estérifiés semble correspondre une
augmentation des stérols libres (on trouve la méme teneur en stérols libres
que chez des animaux de 180 u). Dans les coelomocytes, on avait aussi
observé une chute des stérols estérifiés, mais & cette baisse n'avait pas
correspondu la hausse des stérols libres que nous ohservons ici.

. Contrairement aux coelamocytes, triglycérides et acides gras libres restent
ici aux mémes taux que dans les dvocytes d'animaux intacts. L'absence
d'hormone cérébrale dans le milieu intérieur n'a aucun effet sur les

glycérides et les acides gras libres de nos vers.

3°) Conclusion

Les conditions anhormonales favorisent la mise en réserve de
glycérides par les coelomocytes, mais n’ont aucun effet sur les ovocytes.
Les coelomocytes seraient donc sensibles, directement ou indirectement, &
cette hormone. La 1ibératidn d'acides gras par les triglycérides des ovocytes
serait par contre facilitée par un autre facteur hormonal ou par un mécanisme
intrinséque aux ovocytes.

Les conditions anhormoneles favorisent la libération des acidas
gras des stérols estérifiés des coelomocytes et des ovocytes. Cependant,
dans les coelomocytes cela ne se traduit pas par une hausse des stérols =
peut-étre ces stérbls {sous forme estérifiée cu libre) sont-ils libérés

dans le milieu intérieur ?
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VIII - LE CONTROLE HCORMOMAL DE L'OVOGENESE CHEZ LES INVERTEBRES

Nous savons que chez les INSECTES, des hormones interviennent dans
les processus de vitellogenese. Cependant, la nature des hormones impliquées
et leur mode d'action sont assez variés.

" Les corpora allata contrdlent la synthése d'hormone juvénile (JH),

et la JH est 1'hormone la plus souvent identifide comme étant 1'agent clé
qui contréle la synthese de vitellogénine et aussi la vitellogeneése.
Toutefois; le réle de 1'hormone juvénile dans 1'ovogeneése varie
mais peut affecter un ou plusieurs des processus suivants (cf. L.M. RIDDIFORD,
1980)
a) La maturation des ovocytes en prévitellogenese
b) L'initiation de la synthese des Lipoprotéines spécifiquement
femelles (= vitellogénines)

c) L'induction de la concentration de vitellogénine dans 1'ovaocyte.

Chez Locusta migratoria, la JH semble &tre nécessaire a la maturation
normale du corps gras 0 en organe secréteur de vitellogénines (T.T. CHEN et coll.,
1878 ; P. COUBLE et coll., 1878). Chez les Q allatectomisées, une JH provogue
l'initiation de la synthése de vitellogénine (T.T. CHEN et coll., 1978), 48 H
apres la premiere injection et presque immédiatement apres 1’injection suivante,
phénoméne semblable & la stimulation hormonale primaire et secondaire chez les
Vertébrés. Un récepteur cytosolique de la JH dans les cellules du corps gras
a d'allleurs commencé a étre identifié (F. ENGELMANN, 1380).

La JH contrdle aussi chez Leucophaea maderae 1'exportation de la
vitellogénine mature des cellules du corps gras : les corps gras de Leucophaea
. contiennent de plus grandes quantités de vitellogénines en méme temps que les
corpora allata sont inactifs et que la vitellogénine n'est plus produite ou
est détectable dans 1'hémolymphe (F. ENGELMANN, 1871a).

L.I. GILBERT (1867) avait aussi remarqué que le corps gras de Leucophaea
incubé in vitro avec des corpora allata actifs, a une activité synthétigue
lipidique faible. Ensuite, la concentration de vitellogénine par les ovocytes
en croissance sont sous le contrdle de la JH, comme c'est mis en évidence par
de nombreuses observations (F. ENGELMANN, 1978).

Le role de la JH dans la synthése de vitellogénine par le corps
gras a été mis en évidence chez d'autres espéces = ainsi, VROMAN (1885)
montre gue l'allatectomie de'PeripZaneta americana Q conduit & une augmentation

des lipides dans le tissu adipeux, en relation avec une synthese active.
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Glycosylation et lipidation des vitellogenines se produisent
sans doute dans les citernes du Réticulum Ergastoplasmique des cellules du
corps gras (F. ENGELMANN, 1880), celui-ci étant d'ailleurs particuliérement

important en périade de synthése.

-Si le r8le de la JH dans l’ovogenése d’Insecte est largement
répandu , l'ecdysone, une autre hormone du développement, peut induire la
synthése de vitellogénine chez Aedes aegypti (A. SPIELMAN et al, 1971 ;

H.H. HAGEDORN, 1974).

C'est d'ailleurs chez ce moustique que 1l'on a pour la premiére fois
montré que 1'ecdysone pouvait jouer un rdle direct dans la reproduction d’un
- Insecte. Apres un repas de sang, l'ecdysone est libérée de 1l’'ovaire et
convertie en 20-hydroxyecdysone, qui agit sur le corps gras pour stimuler la
synthése de vitellogénine et sa libération.

 Les gcdystérolides ont été impligués dans le processus de maturation
de 1'oeuf chez seulement un autre Insecte, Drosophila melanogaster
(A.M. HANDLER et J.H. POSTLETHWAIT, 1978). De la 20-hydroxyecdyscne injectée
dans des abdomens isolés de drosophile Q provogue une'augmentation d'environ
trois fols du taux d'une vitellogénine nouvellement synthétisée dans
1'hémolymphe, mais ne permet pas sa prise par l'ovocyte (A.M. HANDLER et coll.,
19781.

Chez Leucophaea maderae cependant, 1'ecdysone inhibe la synthése
de vitellogénine (F. ENGELMANN, 13871 b) et chez des espéces telles que
Rhodnius (M.L.M. GARCIA et coll., 1879), la vitellogenése est diminuée aprés

application de cette hormone.

Chez les CRUSTACES, 1l'intervention d'hormones dans les processus
de vitellogenése ont aussi été bien démontrés.

Chez les Crabes en cours de vitellogenese, 1'épédonculation
déclenche les processus de l'ovogengse exogeéne : développement des villosités
et multiplication des vésicules de pinocytose (A. DHAINAUT et M. De LEERSNYDER,
1976 b). On peut penser que c'est l'affaiblissement progressif de 1'inhibition
pédonculaire qui permet la vitellogenése. FRENTZ (1880), chez Carcinus maenas
montre que 1'épédonculation provoque 1'apparition dans 1'hémolymphe des Q,
des lipoproté€ines spécifiques.

H. JUNERA et coll. (1977) ont pu montrer chez Orchestia gammarellca
que 1'ovaire secr&te une hormone contrdlant la synthése de vitellogénire.

=

[

Cette hormone est sécr8tée unigquement par l'ovaire en vitellogensse et a

appelée V30H ["Vitellogenin Stimulating'Ovarian Hormone").
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Rappelons 3 ce propos gque l'oestradiol - 17 @ dont le rdle dans la synthese
de la vitellogénine chez les Poissons, les Amphibiens et les Ciseaux est
clairement établi, est également une hormone d'origine ovarienne# D'autre
part, chez quelqués especes d’'insectes, on soupgonne aussi l'existence d'une
hormone identique & la VSOH des Crustacéé (H.H.HAGEDORN et A.M. FALLON, 18973,
chez Aedes aegypti ; E. MUNDALL et F. ENGELMANN, 1977, chez la punaise

Triatoma protracta, par exemple).

Chez les ANNELIDES, et particulierement chez les Polychétes, si
nous savons qu'il y a un contrdle hormonal de 1'ovogenése, nous n'avons
Jjamais pu prouver de fagon certaine l'existence d'un transport de lipides,
sous forme de vitellogénines, comme 1l en existe chez les Crustacés ou les
Insectes. Cependant, nous avons pu faire une analogie entre le corps gras
des Insectes et les éléocytes de Polychetes. Dans ce chapitre, nous avons pu
voir qu'ils sont sensibles & 1l'absence d'hormone cérébrale = en conditions
anhormonales, les éléocytes ont une constitution en lipides neutres identique
& ce gue l'on observe en fin d'ovogenése.

Pour ce qui est des ovocytes de P. cultrifera = 1'absence d'hormone
semble seulement jouer sur leurs taux en stéroides (libres ou estérifiés).

On ne peut que faire des hypothéses sur la signification de ce phénoméne.
On peut par exemple supposer qu'il s'agit d’'une substance de nature hormonale
dont la libération serait elle-méme sous contrdle endocrine.

Enfin, signalons l'analogie entre les éléocytes d’Annélides en
période d'intense activité et les cellules du corps gras d'Insectes.

A. DHAINAUT (1966) observe en effet dans les éléocytes de Nereis pelagica
un développement important de l'Ergastoplasme, comme des étudés ultrastruc-
turales l'ont mantré dans les cellules du corps gras d'lInsectes. Cette

évolution est accélérée en conditions anhormonales.
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LES ACIDES GRAS DES LIPIDES NEUTRES DU MILIEU INTERIEUR DE PERINEREIS CULTRIFERA

I - LA PREPARATION DES METHYL ESTERS D'ACIDES GRAS ET LEUR ETUDE EN
CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE
1° - Préparation des méthyl esters d'acides gras
2° - Etude de la compasition en acides gras par chromatographie

gaz - liquide

IT - CONTRIBUTION DE LA SPECTROMETRIE DE MASSE A L'IDENTIFICATION DES
ACIDES GRAS

ITI - LES ACIDES GRAS DES LIPIDES NEUTRES DU LIQUIDE COELOMIQUE
IV - LES ACIDES GRAS DES LIPIDES NEUTRES DE COTCLOMOCYTES
V - LES ACIDES GRAS DES LIPIDES NEUTRES DES OVOCYTES

VI - CONCLUSION : LES ACIDES GRAS DANé LE MILIEU INTERIEUR DE PERINEREIS
CULTRIFERA

VII - LES ACIDES GRAS CHEZ LES INVERTEBRES
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LES ACIDES GRAS DES LIPIDES NEUTRES DU MILIEU INTERIEUR DE PERINEREIS CULTRIFERA

Nous avons étudié la constitution des différents lipides neutres
séparés sur couche mince. Il est intéressant, en effet, comme nous le verrons,
de connaitre les acides gras que ces lipides neutres peuvent contenir, et de
voir comment ces acides gras peuvent varier dans le liquide coelomique, les

coelomocytes et les ovocytes, au cours de 1l'ovogenése.

I - LA PREPARATION DES METHYL ESTERS O'ACIDES GRAS ET LEUR ETUDE EN
CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE.

1°) Préparation des méthyl esters d’acides gras

Pour plus de détails sur la préparation des méthyl esters d'acides
gras, on se reportera a "Matériel et Méthodes”.

Les acides gras peuvent étre prélevés des lipides neutres par
saponification dans la Potasse - Méthanolique 2N et subir ensuite une
méthanolyse.

On peut aussi obtenir directement par transestérification les
esters méthyliques & partir des lipides, par action du mélange méthanol -
acide sulfurigue.

Dans tous les cas, aprés refroidissement, les esters mé&thyliques
d'acides gras sont transférés dans une ampoule & décanter avec 3 ml d'heptane
et 3 ml d’eau distillée. Aprés agitation et déphasage, la phase supérieure
heptanoique est prélevée et subit un nouveau déphasage dans Une ampoule &
décanter.

La transméthylation n’étant jamais compl&te, un faible pourcentage
d'acides gras ne sont pas méthylés puisqu'il s'agit d’un équilibre. Il est
donc souhaitable d'éliminer ces composants ainsi gque les éventuels contaminants
provenant des solvants utilisés. Pour cela, on purifie les esters méthyligues
par chromatographie sur couche mince de gel de silice G.

Le solvant de migration est le benzene.

Aprés migration, les fractions sont révélées par pulvérisation
d'une solution de Rhodamine 6G. Le spot correspondant aux esters méthyliques,
rep€ré grlce a l'utilisation d'un témoin (figure D1) est gratté.

Le gel de silice, déposé dans un tube, est lavé trois fois 3
1'heptane. Chaque lavage est suivi d'une centrifugation. Aprés chaque
centrifugation, on récupére l'heptane contenant les méthyl esters d'acides

gras. Notre solution est alors préte & &tre injectée.



Plague de gel de
—0.8 31/109«:3 G g
(activé Th.a 700°C)

~ solvant: Benzene
—0.6  révélateur: Rhodaméng

- témoin  ac, nonadécanoigue
mez‘nyl estériiie

-0.4
| ~0,2
! ! ' déepdt

Jisters  Téemoin
zs'm r*v.f, ‘ques

i 5.3
d'aoides gras @
LE

Figure D1 : Purification par chromategraphie sur couche mince des esters

méthyliques d'acides gras.
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2°) ttude de la compositicn en acides gras par chromatographie gaz - liguide

Pour le type d'appareil et de colonne utilisés, on se
reportera au chapitre " Matériel et Méthodes”.

La figure 02 nous présente un type de chromatogramme.

Le tableau 01 nous donne la liste des acides gras rencontrés et
identifiés par cocmparaison des temps de rétention des pics inconnus, avec
ceux obtenus pour les esters méthyliques d'acides gras témoins commerciaux.
Comme nous le verrons plus loin, la spectrométrie de masse a aussi été
utilisée pour permettre 1'identification de certains acides gras.

Pour chacun de ces acides gras, on indique la formule simplifiée

et le nom. Les acides gras les plus courants sont plus souvent appelés sous

un autre nom = guand c'est le cas, nous 1l'indiguons lui aussi.

Tableau D1 : bLes acides gras des lipides neutres du milieu intérieur de

Perinereis cultrifera.

Ne sont indiqués ici que les acides gras les plus fréquemment
rencontrés dans les différentes classes de lipides neutres.

La premiére colonne du tableau indique & quelle série appartiennent
les acides gras. La deuxiéme colonne donne la position des doubles liaisons'
en nomenclature classique. Dans la troisiéme colonne, nous précisons le nom
commun de 1'acide gras.

Les AG sont classés par ordre d’apparition sur le chromatogramme.

14:0 14:0 acide tétradécanoique ac. myristique
16:1(n=-7) | 16:1 Ag ac. hexadécénoique ac. palmitoléique
16:0 - 118:0 ac. hexadécanoique ac. palmitiqué
18:3(n-6) | 18:3 A8’9'12a0.6,9,12 octadécatriénoique ac. ¥-linolénigue
“13:1(n-9) | 18:1 Ag ac.9 octadécénoique ac. oléique
18:1(n-7) | 18:1 A11 ac.11 octadécénocique ac. vaccénigue.
18:0 18:0 ac. octadécancique ac. stéarique
20:4(n-6] | 20:4 A5'8’11’14ac.5,8,11,14 eicosatétraénoique | ac. arachidconigue
20:2(n-6) | 20:2 AH’14 ac. 11,14 eicosadiénoique ac. homolinoléique
20:1(n-8) | 20:1 A11 ac. 11 eicosaénoique

22:4(n-8) | 22:4 A4'7'1D’13ac.4,7,10,13docosatétraénoique

22:2(n-7) |22:2 87%*"° ac.12,15 docosadignoique
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Figure D3 : Spectre de Masse du Méthyl-linoléate .
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IT - CONTRIBUTION DE LA SPECTROMETRIE DE MASSE A L'IDENTIFICATION DES
ACIDES GRAS.

L'identification des acides gras effectuée en chromatographie
gaz - liquide a été confirmée par la spectrométrie de masse, dent le principe

a déja été exposé dans "Matériel et Méthodes”.
La figure D3 nous présente un exemple d'identification : le spectre

de Masse du Méthyl-linoléate.

IIT - LES ACIDES GRAS DES LIPIDES NEUTRES DU LIQUIDE COELOMIQUE.

Nos résultats, exprimés en pourcentage par rapport & la quantité

d'acides gras identifiés, sont exposés dans le tableau suivant (D2).

Tableau BZ : Les acides gras des lipides neutres du liquide coelomigue

AGL TG St.E.
Diametres 70 u 185 230 70 u 195 y 70 u
ovocytaires
14:0 - - 1,2 - - 3,1
18:1(n-7) - - 2,1 - - -
16:0 41,3 45,6 10,8 11,8 23,1 35,8
18:3(n-6) - 1 12,9 2,2 9,8 -
18:1(n-9) 15,5 18,4 42,8 8,6 45,2 24,8
18:1(n-7) 13,5 12,4 9,6 4,8 7,8 8,7
18:0 19,4 15,4 10,5 8,9 14,1 27,8
20:4(n-86) - 1,3 - - - -
20:2(n-6) - 4,2 - - - -
20:1(n-9) 8,7 - 10,4 9,4 - -
22:4(n-9) - - - - - -
22:2(n-7) 3,5 1,8 - 54,3 - -
Total . 99,8 99,9 39,8 100 100 100
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Trois acides gras sont ici particuliérement abondants, quelqgue
soit le lipide neutre étudié

16 : 0 acide palmitigue

18 : 0 acide stéarique

18 :+ 1(n-89)} acide oléiqgue

et 18 : 1(n-7) acide vaccénigue

Nous nous sommes intéressés & l'évolution du degré de saturation

des acides gras du liguide coelomigue.

Tableau D3 : Evolution du degré de saturation des acides gras dans le liquide

coelomique.
Diametres
; AGL TG St.E.
Ovocytaires
S 60,7 20,7 66,5
70 qu i 39,2 78,2 33,5
i/S 0,84 3,8 a.,5
S 61 37,2
195 u i 38,83 62,8
i/S 0,64 1,88
S 22,3 S : Pourcentages d'AG saturés
230 yu i 77,8 i : Pourcentages d'AG insaturés
i/S 3,48 i/S : Rapport du taux d'AG insaturés
taux d'AG saturés

Pour les A G L, aux stades 70 u et 185 p,nous avons les mémes
rapports = taux d'acides gras insaturés / taux d'acides gras saturés, qui
montrent une prédominance des AG saturés (représentant environ 60 % des
acides gras identifiés). A 230 u, nous avans au contraire une brusqgue
augmentation de la teneur en acides gras libres insaturés.

Pour les T G, ce sont les A G insaturés gui prédominent & 70 u
gt 4 195 u .

A 70 p, les acides gras insaturés ne sont d'ailleurs importants

que dans les T G. Dans les autres lipides neutres, ce sont les acides gras

saturés qui prédominent pour ce stade.
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Tableau D4 : Evolution de la longueur de chaine des acides gras des lipides
neutres du liguide coelomigue.
AG de 14 et 16 C. AG de 18 C. AG de 20 et 22 C.
70 u 185 70 u 195 u« 70 u 185 n
AGL 41,3 45,6 48,4 47,2 10,2 7,1
TG 11,8 23,1 24,5 76,8 63,7 t
St.E. 38,7 - 81,3 - t -

- Pas de résultats.

N

t. Inexistants ou & 1'état de traces.

Dans le tableau ci-dessus (D4), nous avons clagsé les pourcentages
d'acides gras dans différents lipides neutres, selon la longueur de la chaine

carbonée.

chaine courte de 14 et 16 carbones

il

. Acides gras

de 18 carbones

Q

Acides gras chaine moyenne

de 20 et 22 carbones.

Acides gras a chaine longue

Dans les acides gras libres (AGL) du liguide coelomigque, nous
cbservons un taux canstant & 70 et 185 y, pour une longueur de chaine donnée.

Pour les TG, nous observons par contre de grandes variations = entre
70 et 195 u, 1l'importance des AG & chaine courte double, celle des AG & chaine
moyenneg triple. Par contre, on observe une chute des AG & chaine longue.

Pour les stérols estérifiés (St.E.), nous n’avons gque des résultats
pour 70 u = & ce stade, ce sont les AG & chalne moyenne gqui prédominent. Puis

viennent les AG & chaine courte. Les AG & chaine longue sant inexistants.

Dans le tableau D5, nous étudions 1l'évolution du rapport =
taux d'acide oléique / taux d'acide vaccénique, gui sont tous deux des acides
gras a 18 carbones et & une ssule double liaison, mais dont la position de
cette double liaison est différente = en numérotant les atomes de carbone
& partir du groupement méthyle {—CHSJ, la double liaison de l’acide oléique
est entre les carbones 9 et 10, et celle de l'acide vaccénique entre les
carbones 7 et 8. La nomenclature des acides gras est exposée pages 37 et 39
de notre DEA.



18 : 1 oléigue
18 : 1 vaccéniqgue
gras des lipides neutres du liquide coelomique.

Tableau D5 : Evolution du Rapport pour les acides

70 u 195 u 230 u
AGL 1,15 1,48 4,44
TG 1,79 5,79 -
St.E. 2,85 - -

Dans le tableau 05, on observe ainsi gue dans le liguide coelomique,
18 :+ 1 oléigue

. 18 : 1 vaccénique
"le lipide neutre ou le stade &tudié.

les rapports sont toujours supérieurs & 1, guelgue soit

Pour-les AGL, & 70 u et & 185 u, il y a peu de variations. A 230 u,
on observe une brusque augmentation de la teneur en acide oiéique.

Pour les TG, si & 70 p le taux est faible, & 185 p le taux d'acide
oléique est élevé. ’

On peut penser qu'il existe une relation entre lé taux d'acide
oléique des TG & 185 p et celui des AGL & 230 p , qui sont tous deux glevés.
C'est sans doute 1'hydrolyse des TG gui enrichit les AGL en acide oléigue.

La seule valeur gue nous ayons pour les stérols estérifiés, a 70 u,

montre un taux triple d'acide oléigue par rapport aux taux d'acide vaccénigue.
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IV - LES ACIDES GRAS DES LIPIDES NEUTRES DES COELOMOCYTES.

Nos résultats sont reportés dans le tableau suivant.

Tableau DB :

Les acides gras des lipides neutres des coelomocytes.

MG + 0G AGL TG St.E.

Diametres | .o, | 195y | 103y | 1950 70u | 103yu | 1954 | 70u | 1950 | 2300
cvocytaires

14:0 - - - - - 4,21 0,3 4,4| - -
16:1(n-7) - - - | 2,1 - 5,21 1,8 4,5 - -
16:0 100 | s57,9| 23,8 41 72,3 119,21 34,9 | 23,7 { 30,7 93,1
18:3(n-6) - - 13,8| 0,3] 8 4,71 1,8 | 4,2 3,71 -
18:1(n-9) - 196 | 4 ol 9.4 407|134 121 | 10,8 | 36,1 3,3
18:1(n-7) - 5,5 19,5 16,51 5,7 4,8] 3,6
18:0 - 16,9 ] 23,4| 8,7 | 9 5,7 | 6,3 |10,5 (24,9 -
20:4(n-6) - - - | 2.2 - - 1,7 | - - -
20:2(n-6) - - 9.8 2,5| - |4a5| 3.7 /33,9 - -
20:1(n-9) - - 0 | 8,4 - 11 2,1 - -
22:4(n-9) - - - |1 - - 2,1 | - - -
22:2(n-7) - - - | a7 - - 7,6 | - - -
Total 700 | 99,3 100 |99,8 |100 {100 |99,3 |99,8 | 100 | 100

Dans tous les

lipides neutres des coelomocytes,

1'acide palmitique

est abondant. Les acides stéarique, cléigue et vaccénique sont esux aussi 3

des taux assez élevés, mails variables selon le stade et la nature du lipide

étudié.

LR



Tableay 07 : Evolution du degré de saturation des acides gras des coelomocytes.

Diamétres

- MG + DG

: AGL T6 St.E.
ovocytaires
S 99 81,3 38,6
200 i 1 18,7 61,2
i/3 0,05 0,23 1,58
S 47 33,1
100 u 1 53,1 66,9
/3 1,13 2,02
S 74,8 49,7 41,5 55,6
185 u i 25,1 50, 1 58,4 44,4
i/3 0,33 1,01 1,41 0,8
S 33,1
230 u 1 6,9
i/S 0,07

Nous avons, dans le tableau D7, étudié 1'évolution du degré de

saturation des acides gras des coelamocytes.

Dans les MG + 0OG, les acides gras saturés restent & des taux

élevés. Dans les TG, les saturés ne sont abondants qu'a 70 u. Dans les

stérols estérifiés, on observe au contraire une augmentation de la teneur

en AG saturés.

Dans les TG de 100 & 195 u, comme dans les AGL, les AG insaturés

prédominent.
s : Pourcentage d'AG saturés
I : Pourcentage d’'AG insaturés

1/S . Pourcentage d'AG saturés
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Comme nous 1'avons fait pour les lipides neutres du liquide
coelomigue, étudions maintenant les variations de la longusur des chaines

carbonées.

Tableau D8 : Evolution de la longueur de chaine des acides gras des lipides

neutres des coelomocytes.

AG de 14 et 16 C AG de 18 C AG de 20 et 22 C
70 o 195 1 70 u 185 u 70 u 185 u
MG + DG = 100 57,89 t. 42 t. t.
AGL - 43,1 - 37,8 - 18,8
TG 72,3 37,1 27,7 38,7 t. 26,1
St.E. 32,8 30,7 31,2 89,3 38 t.

- Pas de résultat

t. Inexistants ou & 1l'état de traces.

Dans le tableau précédent (08), on observe que les AG & chaine
cogurte (14 et 16 carbones]) prédominent largement dans les MG et DG de
coelomocytes correspondant au diametre ovocytaire de 70 p . Ils restent
a un taux assez élevé a 185 u.

Pour les AGL de coelomocytes, nous n'avons des résultats que pour
185 p : les AG & chaine courte et moyenne sont & des taux voisins et repré-
sentent environ 80 % des AGL. Il y a 20 % d’AGL & longue chaine carbonée.

Pour les TG, entre 70 et 185 y , on assiste & une augmentation
de la longueur de chaine des acides gras.

Dans les stérols estérifiés, les AG & chaine courte, moyenne, ou
longue, sant & des taux semblables & 70 p . A 185 u, ce sont les AG & 18

carbones qui prédominent, & 70 %.



Tableau D9
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Evolution du rapport

18

1 gléigue

18

1 vaccéniqgue

des lipides neutres des coelomocytes.

pour les acides gras

70 u 185 u 230 u
MG + OG - 3,85 -
AGL - 0,48 -
TG - 0,73 -
St.E. 1,89 7,85 0,82

et d'acide vaccénique, dans les coelomocytes.

y en a 4 fois plus gue d'acide vaccénique].

Le tableau D39 présente les évolutions des taux d'acide oléigue

L'acide oléique est abondant dans les MG + DG de 195 u (oU 1l

Dans les stérols estérifiés, il y a aussi une forte teneur en

acide cléigue par rapport & l'acide vaccénique (& 185 u, il y a 8 fois

plus d'acide cléiquel.

vaccénigue qui prédomine.

Par contre, dans les TG et les AGL, & 185 yu,

c'est l'acide



V - LES ACIDES GRAS DES LIPIDES NEUTRES DES OVOCYTES.

Tableau D10 :
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Les résultats sont reportés dans le tableau suivant.

Les acides gras des lipides neutres des ovocytes.

MG + DG AGL TG St.E.
OSiiCi:giZ%. 70u 1950 | 70u [143u (1950 2300 | 70u {1434 |1950 [230u | 70u 2300
14:0 3,31 1,4] 1 - 0c,8] 0,381 8 - 0,11 0,8} 3,9] 2,1
16:1(n-7) 2,91 2,31 2 5,21 3,114 4,11 4,41 - 2,412,812 4,2
16:0 30,2{14,9{30 |33,6]22,6(32,5{18,2(36,1{37,2132,1122,7131,9
18:3(n-8) 5,3| 2,8} 2,7/0,7{ 4,4] 3,3 9,3} 3,6} 0,4 2,5{ 7,3] 3,8
18:1(n-8) 26,5{15,2118,9} 9,7 10,2112,11{33,3{10,7(14,1113,7(32,1]23,3
18:1(n-73 9 6,8{14,4 119,2(13,8(12,9{10,4 |18 |15,6{12,8] 8,7 8,2
18:0 15,6 7 17,5 113,3| 4,81 7,7[11,4| 5 (10,1{ 9,8{14,7{18,3
20:4(n-6) - 18,4 - 65,1113 6,1 - 9,1 3,7] 3.8} - -
20:2(n-8) | - | 8,4{ - |3,5|4,8]3,1] - |4,2{s9,8| 3,2| 0,8 1,5
20:1(n-9) 7,11 8,91172,41 8,6 8,3 7,8| 8,9} 5,5 6,8 8,5{ 6,39§ 4,3
22:4(n-3) - 4,41 - - 18.,8] 5,2 - 5,2] 0,7 4,5} - -
22:2(n~7) - 8,1 - - 4,8) 4,17 - 1.8] 4,7}) 5,31 - 2,2
Total 99,9(99,61{98,8 [99,9(99,999,3(99,8 {100 |99,6{33,9{99,7199,9
On observe gue les acides palmitigue, stéarique, oléique et
vaccenique sont généralement bien représentés. /
.o'.'
a0
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Tableau D11 : Evolution du degré de saturation des acides gras des lipides
neutres des ovocytes.

Diametres MG+0G AGL TG St E
Ovocytaires
5 43,1 48,5 35,8 41,3
70 u I 50,8 50,4 64,3 58,4
1/ 1,03 1,04 1,81 1,41
S 46,3 56,2
140 1 I 53 43,75
1/ 1,13 0,78
s 23,3 28,2 47,4
195 p I 78,3 71,6 52,2
1/ 3,27 2,54 1,10
5 41,1 42,8 52,3
230 p I 58,7 57,1 47,6
1/S 1,43 1,33 0,91

Le tableau précédent (D11) présente donc 1l'évolution du degré de
saturation des acides gras des lipides neutres des avocytes.

Les acides gras inmsaturés prédominent dans presgue tous les
lipides neutres des ovocytes, & tous les stades. Cependant, dans les stérols
estérifiés de 230 u on observe & peu preés autant d'acides gras insaturés
gue de saturés.

D'autre part, dans les TG de 140 u, le taux d'AG saturés est le plus
important, mais au fur et & mesure gue s'accomplit l'ovogenése, ce sont les
AG insaturés qui deviennent les plus abondants.

Dans les AGL, le taux d'AG insaturés devient aussi de plus en plus

important de 70 & 200 u, mais chute légérement & 230 u, & maturité génitale.
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Tableau B 12 : Evolution de la longueur de la chaine carbonée des acides
gras des lipides neutres des ovocytes.

3

AG de 14 et 16 C AG de 18 C AG de 20 et 22 C
70 u 195 70 u 185 q 70 195 y
MG + DG 36,4 18,6 56,4 31,8 7., 49,2
AGL 33 26,5 53,5 33,2 12,4 40,1
TG 28,6 39,7 64,4 40,2 6,9 19,7
St. E. 28,6 — 63,4 - 7,7 -

Les résultats du tableau D 12 sont intéressants : ils montrent géné-
ralement un allongement de la chalne carbonée des acides gras, au cours de
1'ovogenese.

Dans les MG + DG, les AG & 16 et 18 carbones dominent & 70 p.

A 185 u, les AG & 20 et 22 carbones représentent 50 % des AG totaux.

Dans les AGL, les chaines de 18 carbones dominent &2 70 ¢ ; & 135 u
ce sont les chaines de 20 et 22 carbones qui sont les plus répandues.

Dans les TG, on observe le méme phénoméne d'allongement des chalnes
carbonées, mais & 195 u, les acides gras & longues chalines ne représentent tou-
jours gque 20 % des acides gras totaux.

Pour les stérols est@rifiés, nous n'avaons des résultats gque pour
70 w : 11 y a alors prédominance des acides gras a 18 cérbones.

18 : I oléique
18 : I vaccénique
des lipides neutres des ovocytes.

Tableau 0 13 : Evolution du rapport pour les acides gras

70 u 140 u 185 u 230 ¢

MG + DG 2,94 — 2,23 -
AGL 1,31 0,50 0.74 g,84
16 3,2 0,60 0,80 1,07
St. E: 3,868 — - 2,84
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Dans le tableau D13, nous voyons que l'acide oléigue domine
largement dans les lipides neutres des ovocytes de 70 p. Pour les AGL et
les TG de 140 y et 185 u, c'est l'acide vaccénique qui devient alcrs le
plus abondant. Dans les stérols estérifiés, l'acide oléique reste toujours

beaucoup plus abondant que le vaccénigue.

VI - CONCLUSION : LES ACIDES GRAS DANS LE MILIEU INTERIEUR DE PERINEREIS
CULTRIFERA :
M.L. KARNOVSKY remarquait déja en 1963 que bien peu de travaux avaient

été faits sur le Métabolisme lipidigue des Annélides. Depuis, les choses n’ont

gudre évolué : les acides gras restent peu étudiés chez ces animaux.

Notre étude montre gue dans les lipides neutres du liquide cce lomigue,
des cce lomocytes, ou des ovocytes, on a toujours les mémes acides gras qui

dominent : les acides palmitique, stBarique, oléique et vaccénique.

D'autre part, les acides gras insaturés sont principalement des
C18 et des C20, avec chague fois un nombre plus ou mbins grand d'insaturations.
Dans notre DEA (13979}, nous faisions la méme remarque pour les acides gras des
macromolécules. J.A. LOVERN avait lui aussi remarqué chez 1’'0Oligochéte
Lumbricus terrestris un grand nombre d’acides gras insaturés en C18 et en
c20. _

Pour le liquide cce lomigue ce sont les AGL satufés qui prédominent
(séuf a 230 p)i Pour les ovocyies par contre les AGL insaturés sont de plus
en plus abondants au fur et & mesure gue s'accomplit leur maturation. Four
les AGL de coelomocytes, il y a. & peu prés, autent de saturés que d'insaturés
{avec néanmoins une prépondérance de ces derniers).

Dans les TG du ligquide cce lomique on trouve beaucoup d'AG insaturés.
I1 en est de méme dans cce lomocytes et ovocytes.

Dans les stérols estérifiés des coelomocytes le taux d'AG satures
est de plus en plus important alors gue s'accomplit 1'ovogenése. B'autre part,
alors gue les AG insaturés dominent dans tous les LN des ovocytes, les St. E.
des ovocytes possédent & l'approche de la maturation autant de saturés que
d'insaturés.

Pour ce qui est des variations de la longueur des chalnes carbonéss,
dans les AGL d'ovocytes on observe une importante augmentation du noﬁbre
d'atomes de carbone au cours de l'ovogeneése. Par contre, le longueur des

chaines carbonées des AGL du liquide coe lomique et des ce lomocytes
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Pour les TG du liquide coelomique, les AG & chaine courte et
moyenne augmantant fortement, ceux & chaine longue chute. Dans les TG des -
coe lomocytes et”des ovocytes, 11 y a au contraire augmentation importante
des chaines carbonées d'AG au cours de l'ovogenése.

Dans les MG + DG des coe lomocytes et des ovocytes, on observe
le méme phénomene gue pour les TG : 1l'augmentation de la longueur des
chaines carbonées.

Dans les stérols estérifiés des coe lomocytes et des ovocytes, on a

surtout des AG & chaine moyenne (18 carbones).

L’allengement des chaines carbonées et- 1l’augmentation du taux
d'acides gras insaturés que l'cn observe généralement dans les lipides neutres,
sont & rapprocher des résultats de notre DEA, ol nous avions observé le
méme phénomene. Notons toutefols, gue 1'étude faite ici aprés séparation des
différents lipides neutres sur couche mince montre des variations dans nos
résultats selon la nature du lipide neutre et selon le milieu étudié (liguide

coe lomique, boelomocytes ou cvocytes).

Dans le liquide cce lomique c'est toujours l'acide oléigue qui est plus
abondant que 1'acide vaccénique. Le taux d’acide oléique augmente méme au cours
de 1'ovogenese.

Dans les éléments figurés par contre les phénoménes observés sont
différents. Ainsi, dans les TG et les AGL c’'est 1l’acide vaccénique qui ést le
plus abondant. Dans les St. E. des cee lomocytes et des ovocytes, on a cependant,
plus d'cléique que de vaccénique.

Il est intéressant de remarquer gque les stérols estérifiés du liguide
ccee lomigue, des coe lomocytes et des ovocytes sont assez semblables. Ils ont
toujours un taux d'AG saturés important, et ces AG sont surtout & 18 carbonss.

Enfin, il y a plus d'acide oléigue que de vaccénique.

VII - LES ACIDES GRAS CHEZ LES INVERTEBRES.

Les études des acides gras d'Invertébrés ont surtout été faites

chez les INSECTES.
| Les acides gras intervenant dans la constitution des lipides

neutres d'insectes scont assez variables.

F.E. Strong (1964) montre dans les AG des LN des ceufs d'Aphid,
la prépondérance de 1'acide myristoléique (C14 : 1), de l'acide myristique et de
1'acide oléique.

Selon L.I. Gilbert (1967), les AG des Insectes sont de la forme C2

a8 C34. L'acide oléique est le élus abondant. Parmi les nombreux AG insatur:ic, la
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plupart ont une double liaison entre C8Y et C10.
D'autre part, M. Fawzi et coll. (1861) ont montré que le palmitate

et 1'oléate sont les AG les plus courants dans les TG de Locusta migratoria.

S. Hérodek et T. Farkas (1860), travaillant sur Bombyx mort
montrent que pendant le développement de 1l’adulte le pourcentage d'AG
insaturés s’accentue, tout au moins chez la g . Ces auteurs pensent qu'ils

jouent un rdle dans le développement de 1'ceuf.

L'existence d'acides gras polyinsaturés pose d’ailleurs un
probleme intéressant. ’

Sauf chez les Dipteéres (et les Aphides, dont les symbiotes peuvent
fournir tous les lipides nécessaires), la plupart des espéces d'Insectes
exigedt des AG polyinsaturés. Des études métaboliques montrent que les Insectes
sont incapables de synthétiser les AG di- et polyéniques "de novo” ou de les
obtenir par modification d'AG monoéniques ou saturés préexistants gui peuvent
8tre synthétisés ou obtenus & partir de la nourriture (L.I. Gilbert, 1867 ;
W.F. Stephen et L.I. Gilbert, 1368 ; P.G. Fast, 1970)}.

Chez de nombreux Insectes, les AG essentiels sont les linoléigue
(C18 2-Doubles liaisons au niveau des carbones 3 et 12) et/ou linolénigue
{C18 : 3 - Doubles liaisons au niveau des carbones 9, 12 et 15].

Chez les Vertébrés, 1'acide arachidenique (C20 : 4 - Doubles liaisons
au niveau des carbones 5, 8, 11, 14) est 1'AG essentiel de grande importance
physiclogique ; il peﬁt gtre métabolisé & partir de 1'acide linoléigue ali-
mentaire ou de nombreux autres AG polyinsaturés, et donc, si 1'acide ara-
chidonique est absent de la nourriture, le bescin en AG peut étre satisfait par
les autres AG présents (H.M. Sinclair, 1864 ; M. Guarnieri et R.M. Jchnson,
1870).

Pour aucune espéce de Diptére, les AG polyinsaturés ou autres, ne
sont pes essentiels. R.H. Dadd et J.E. Kleinjan (1979), ont néammoins montré
que Culex pipiens était le premier Diptére exigeant un AG polyinsaturé, le
premier Insecte pour lequel une exigeance en AG essentiel n'est pas satisfaite
par l'acide linoléique et/ou 1l'acide linolénique, mais est tributaire de

1'acide arachidonigue

Qutre les Insectes, nous avons chez les Invertébrés quelques résultats
chez les CRUSTACES.

Les Crustacés sont incapables de synthétiser les acides linclizigue
et linolénique & partir d'acétate et de palmitate, comme les Mammifeéres.

A. KANAZAWA et coll. (1979 a et b) ont étudié 1'effet de 1'acic:

linoléique et de 1'acide linolénique sur la croissance de la crevette.
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Leurs résultats indigquent gue 1'acide linoléigue et 1'acide linolénique sont
tous deux efficaces pour la survie et la croissance de la crevette
Penaeus japonicus, mais 1l'effet de 1l'acide linoléique est inférieur & celui
de 1'acide linolénique (c'est avec l'addition d’'acide linoglénique gue l'on
obtient les plus importantes augmentations de poids).

D'autre part, observent ces auteurs, la composition en AG des
lipides des crevettes est modifiée par la composition des lipides contenus
dans les aliments : les proportions des acides gras polyinsaturés de la

série w3 sont augmentés chez les crevettes nourries & l'aide d'aliments

enrichis en acide linolénigue (C18 : w3].

Enfin, nous terminerons en faisant remarquer gue la nature des AG,
d'apreés les observations faites chez les Vertébrés, influe sur la lipogenése.
Selon R. Jeffcoat et coll. (1378), la lipogenése hépatique est
contrdlée par les taux d'hydrates de carbone et de lipides. En général, les
premiers stimulent alors gue les derniers suppriment la lipogenése hépatique.
Cependant, font observer ces auteurs, la nature et les concentrations
de ces hydrates de carbone et de ces lipides, ont une influence importante.
Dang le Foie, l'activité lipogenique est inhibée par les AG saturés
(Knocke, 1873) et les taux d'enzymes sont contrdlés par les AG polyinsaturés.

Dans le Tissu Adipeux, on a remarqué que les AG saturés sont plus

inhibituers que les AG polyinsaturés.
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LES PHOSPHOLIPIDES ET LEURS ACIDES GRAS

I - ETUDE PARTIELLE DES PHOSPHOLIPIDES DU MILIEU INTERIEUR DE PERINEREIS
CULTRIFERA
1° - Essai d’'identification des différents phospholipides

2° - Essai de guantification des différents phospholipides

IT - EXTRACTION DES ACIDES GRAS DE PHOSPHOLIRPIDES ET ETUDBE EN CHROMATOGRAPHIE
EN PHASE GAZEUSE

IIT - LES ACIDES GRAS DES PHOSPHOLIPIDES D'OVOCYTES

IV - LES PHOSPHOLIPIDES = LEUR IMPORTANCE BIOLOGIQUE ET LEUR ROLE CHEZ
LES INVERTEBRES
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LES PHOSPHOLIPIDES ET [LEURS ACIDES GRAS

I - ETUDE PARTIELLE DES PHOSPHOLIPIDES DU MILIEU INTERIEUR DE PERINEREIS
CULTRIFERA.

Les phospholipides ne sont étudiés que de fagon succincte. Les
différentes techniques utilisées sont exposées dans le chapitre "Matériel
et méthodes”.

Rappelons gue la fraction "phospholipidique” est obtenue par

précipitation des lipides totaux & 1'acétone.

1°) Essai d'identification des différents phospholipides.
P

Nous avaons fait une chromatographie sur papier Whatman SG 81
{Technique de G.V. MARINETTI, 1862) dans le systéme solvant : Chloroforme -
Méthanol - Ammoniague - Eau (86 : 23 : 3 : 0,3 v/v/v/v). Ce solvant a déja
été utilisé sur le méme support, par J. BARAUD (1973).

L'extrait phospholipidigue d’ovocytes de 230 u, montre deux taches
(voir figure E1), correspondant l'une & la phosphatidyl sérine, l'autre & la
phosphatidyl éthanolamine et/ou phosphatidyl choline.

Différents révélateurs ont été utilisés

t

l’HZSD4 a5 % : révélateur universel
- 1’ a-naphtol : révélateur des glycolipides
- réactif de Karlsson-Pascher : révélateur des céramides

- ninhydrine : réveélateur des fonctions amines primaires des phospholipides.

Travaillant sur couche mince de gel de silice G, on a utilisé
le systeme solvant :
Chloroforme / Méthanol / Eau
80 + 25 :+ 4 (v/v/v)
Apreés vaporisation d'HZSD4 a8 5 % et chauffage pendant quelgues
minutes & 100°C, trois taches sont aisément identifiables (figure E€2)
la Phosphatidyl Sérine (et peut-8tre aussi Phosphatidyl Inositol)
. la Phosphatidyl Choline

la Phosphatidyl Ethanolamine.



figure E;: Chromatographie des Phospholipides

sur papier Whatman SG 87

2 2
3

T ! U U |
Phospho- PS. PC. PRE. Pl
lipides d’ovocytes :
de 230y ' . ..
PS. phosphatidy! sérine
PC. - choline
PE. - éthanolamine
Rl - inositol
Systéme solvant: CHCI3/ CH30H / NH40H / H20
66:.23:3:09 '

Toutes les tiches sont révélées & |/ ‘H2S04 4 5%

1 Téche revélée a |’«—naphtol
2 - - au réactif de Karlsson— Pascher

3 .- ~ @ la ninhydrine
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Dans ces extraits phospholipidiques d’ovocytes de 195 u, deux spots
ne sont pas identifiés = ce sont sans doute des formes "lyso” (c'est-a-dire

des phaospholipides ne portant plus deux molécules d'acides gras, mais une seule).

La chromatographie représentée sur la figure précédente (figure E2)
montre, pres du front du solvant, de nombreuses taches = ce sont sans doute
a la fois des lipides neutres qui contamineraient encore notre culot phospho-

lipidique, mais aussi des impuretés provenant des solvants utilisés.

Dans la chromatographie sur couche mince de la figure E3, nous avons
essayé de supprimer lss inconvénients gque nous venons d'exposer ci-dessus, pour
la chromatographie précédente.

Deux systémes solvants sont en effet utilisés.

Le 1er systeéme solvant : Acétone / Ether de Pétrole (98 :2) nous
permet de débarrasser nos dépbts phospholipidiques des lipides neutres qu'ils
pourraient contenir.

Le 2éme systeme solvant : Chloroforme / Méthanol / Eau / Acide
Acétique (80 : 30 : 8 : 1) nous permet de séparer les phospholipides.

Nous avons ici étudié 4 fractions phospholipidiques

Ph 1 = Phosphelipides d’ovqcytes de 115 u
Ph 2 = Phospholipides d'aovocytes de 150 u
Ph 3 = Phospholipides d'ovocytes de 195 u
Fh 4 = Phospholipides d’'aovocytes de 230 q

Comme pour la figure E2, trois spots se détachent nettement
la Phaosphatidyl Sérine (avec peut-&tre du Phosphatidyl Inositol)
la Phosphatidyl Choline
la Phasphatidyl Ethanolamine.

2°) Essai de guantification des différents phospholipides.

Reprenons la figure E3.

Une observation rapide nous permet de constater gue, dans les
extraits phospholipidigues d'ovocytes de 150 u, la Phosphatidyl Sérine et 1a
Phosphatidyl Ethanolamine n’apparaissent pas. Puisque la guantité de phospho-
lipldes déposée pour chaque extrait ovocytaire peut &tre assez variable, on
peut au moins penser gue la Phosphatidyl Choline reste & des taux sensiblement
constants guel gue séit le stade considéré, mais gue Phasphatidyl Sérine et

Phosphatidyl Ethanolamine voient leurs taux diminuer vers 150 u.
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Pour les agvocytes de 185 et 230 u, 2 taches apparaissent en

guantité notable (taches déja visibles sur la figure E2).

Des essais de dosages des Phospholipides (par dosage du Phosphore
selon P.S. CHEN, 1954) ont é&té faites.

Apréé chromatographie sur couche mince préparative dans les deux
syst@mes solvants précédents, on observe quatre taches pour les extraits
phospholipidiques de coelomocytes correspondant aux diametres ovocytairesde 140u
st de 180“Tache A : Sans doute des formes lyso
Tache B : Phosphatidyl Sérine
Tache C : Phosphatidyl Choline
Tache D : Phosphatidyl Ethanolamine.

Les résultats des dosages sont exposés dans le tableau suivant.

Tableau E1 : Résultats des dosages selon CHEN des Phospholipides de

coelomocytes de P. cultrifera

140 160 u
Tache A (formes lyso ?) 37 % 20 %
Tache B PS Résultats nuls 27 %
Tache C PC 82 % 36 %
Tache D PE Résultats nuls 17 %

Qutre un nombre limité de taches, nous observons que, parmi les
phospholipides identifiés, c'est la Phosphatidyl Choline qui domine a 140 u.
Apparaitraont ensuite en quantités appréciables : Phosphatidyl Sérine et

Phosphatidyl Ethanclamine.

Aprés séparation sur couche mince, des dosages semblables ont été
effectuéds sur les Phospholipides d'ovocytes de 100 u, 140 p et 230 u.

A 100 u, les phospholipides d'ovocytes se présentent sous forme de
quatre taches aisément identifiables, correspondant aux phospholipides des
coelomocytes. Seules les taches A (formes lyso, sans doutel) et D (Phosphatidyl
Ethanolamine) sont en quantité appréciable (respectivement-% et-% des Phospho-
lipides totaux). Nos dosages indiguent que la Phosphatidyl Sérine et la

Phosphatidyl Choline sont en quantité négligeable.
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A 140 et 230 y, par chromatographie sur couche mince préparative,
nous cbservons un grand nombre de taches. Les 7 taches observées n'ont pu 8tre
identifiées avec certitude. Ces résultats montrent néanmoins gu'avant 140 u,

une intense activité métabolique affecte les Phospholipides des ovocytes.

Ainsi, si quatre phospholipides sont identifiés avec certitude,
ceux-ci se trouvent en proportions variables dans les coelomocytes. Un grand
nombre de phospholipides existent d'autre part dans les ovocytes, & partir
de 140 u .

II - EXTRACTION DES ACIDES GRAS DE PHOSPHOLIPIDES ET ETUDE EN CHROMATOGRAPHIE
EN PHASE GAZEUSE.

Les acides gras, apres hydrolyse et extraction selon les technigues
exposées dans "Matériel et méthodes”, sont étudiés en chromatographie en phase
gazeuse, comme les acides gras de lipides neutres.

Seuls les acides gras des phospholipides d'gvocytes sont ici étudiés.

IIT - LES ACIDES GRAS DES PHOSPHOLIPIDES D'QVOCYTES.

L'importance relative de ces différents acides gras est exposée

dans le tableau E2 ci-dessous.

Tableau E2 : Importance relative des aclides gras des phospholipides des

ovacytes.

Diamétres ovocytaires 70 u 103 u 115 u 140 230 u
14 : 0 - - - - -
16 : 1{n-7]) 8,7 - - a,9 0,85
16 0 84,1 24,3 26,5 41,8 28,5
18 : 3(n-6) - - 3 1,2 0,85
18 : 1(n-9) - 11,1 8,7 6,1 8
18 1(n-7] - 8,7 8 5,4 7.5
18 0 29,2 26,7 16,8 17,86 26,4
20 : 4(n-6) - 1.1 21,4 10,4 12,8
20 : 2(n-B6) - 2,8 - 4,6 1,75
20 : 1(n-8) - 7,8 5,1 4,7 5,45
22 1 4(n-9) - 3.4 7,7 4 5,35
22 1 2(n-7) - 4,1 4,7 2,4 4,8

Total 100 89,8 89,83 98,8 99,85
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On observe gue l'importance relative des acides palmitigue et
stéarique domine largement dans les phospholipides d'ovocytes jeunes. Ces

phosphaolipides diversifient ensuite la nature de leurs acides gras.

Dans le tableau suivant (Tableau E3), on s'est intéressé

(8173

1'évolution du degré de saturation des acides gras.

Tableau E3 : Evolution du degré de saturation des acides gras de

phospholipides d'ovocytes.

70 u 100 p 115 y 140 p 230 n
S 93,3 51 43,3 58,2 55
i 6,7 48,8 56,6 40,7 44
i/ 0,07 0,96 1,31 0,68 0,8

S : Pourcentage d'acides gras saturés.
i : Pourcentage d'acides gras insaturés.

i/S : Rapport du taux d'acides gras insaturés sur le taux d'acides gras
saturés.

.
On cbserve ainsi d'abord une forte aug@entétion du taux d'acides
gras insaturés au cours de 1l'ovogenése. Cette augmentation s'arréte environ
& 115 yu, puils 1’importance des acides gras insaturés diminue et se stabilise
4 1l'approche de la maturité génitale.
La figure E4 nous montre bien ces variations.
Entre 70 p et 140 p , on aurait ainsi une période d'intense activité

du métabolisme des phospholipides des ovocytes.

Le tableau E4 et la figure E5 exposenf 1'évolution de la longueur
de chaine des acides gras constituant les phospholipides. Ces acidés gras sont
classés en acides gras & chaine courte {14 et 16 carbones), & chaine moyenne
(18 carbones) et & chaine longue (20 et 22 carbopes), comme nous avons pu le

faire pour les acides gras des lipides neutres.
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Figure E 4 : Evolution du rapport du taux d'acides gras insaturés sur le
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Evolution de la lengueur de chaine des acides gras constituant

les Phospholipides d'Ovocytes.
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Tableau E4 : Evolution de la longueur de la chaine des acides gras des

phospholipides d’ovocytes.

Acides gras de Acides gras Acides gras ds
14 et 18 carbones a 18 carbones 20 et 22 carbones
70 u 70,8 29,2 Traces
100 u 24,3 46,5 29
115 u 28,5 81 38,8
145 u 42,5 31,3 28,1
230 u 23 40,8 30

On observe gue les acides gras & chaine courte, importants chez les
jeunes ovocytes, chutent rapidement. Entre 100 et 150 u, ils sont remplacés
par des acides gras & chaine moyenne, et dans une moindre mesure par des
acides gras a chaine longue. Entre 150 et 230 u, les trois groupes d'acides
gras sont & des taux voisins.

Comme on a pu le dire un peu plus haut, entre 100 et 150 u, il y a

une intense activité au niveau du métabolisme des phospholipides des ovocytes.

Enfin, reportons-nous au tableau E2 et cbservons 1'évolution des
taux d'acide oléigue et d’acide vaccénigue. Ces résultats sont exposés dans
la figure EB.

On observe 1a encore d'importantes modifications chez les ovocytes
de teille jeune ou moyenne. Entre 90 et 110 u, c'est le taux d’acide cléique
qui prédomine. Dans les ovocytes plus &gés, c'est 1'acide vaccénigue qui
devient le plus important des deux acides gras & 18 carbones. Le rapport
taux d'ascide oléique / taux d'acide vaccénigue ne se modifie alors guére.

On cbserve toujours la méme période d'activité intense, soulignée

précédemment.

IV - LES PHOSPHOLIPIDES = LEUR IMPORTANCE BIOLOGIQUE ET LEUR ROLE CHEZ
LES INVERTEBRES.

Notre étude des Phospholipides des ovocytes de Perinereis cultrifera,
bien gque succincte, n'en est pas moins intéressante, puisque nous avons pu
observer une période d’activité métaboligue intense (période qui correspond
bien du reste & celle qui a été observée pour le métabolisme des sucres,

dans notre 0.E.A.).
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Nous avons pu voir aussi que le Phosphatidyl Choline était 1le
Phospholipide toujours préssnt en quantité notable, & tous les stades d= .
nos ovocytes. C'est en effet le principal Phospholipide de la plupart des
cellules animales (elle est cependant absente de la plupart des bactéries).
Sa premi2re fonction dans la cellule semble &tre structurale ; cependant, des
espéces de Phosphatidyl Choline sont connues pour moduler l'activité de
certains enzymes ( J. B. FINEAN - 1973 )} et ce lipide peut jouer un rdle

dans la régulation cellulaire (D.E. VANCE et P.C. CHOY, 1979).

Rares sont les travaux sur les.Phospholipides d'invertébrés, aussi
nous avons bien peu d'éléments de comparaison.

Récemment, cependant, E.N. LAMBREMONT et P.F. DIAL (1880) ont
comparé les Phospholipides du corps gras, des muscles du vol et des testiculss
de Acheta domesticus, et ont montré qu'ils différent dans leur constitution
en A.G. Huit A.G. existent dans la Phosphatidyl Choline et la Phosphatidyl
Ethanolamine des testicules, mais n'existent pas dans les autres tissus.

D'autre part, 1l'attachement des deux groupes d'A.G. sur le glycérol
définit une especa de molécule distincte chimiguement gui posséde une fonction
métabolique spécifigue. Des études antérieures sur les P.L. d’'Insectes ont
montré que, comme chez les Mammiféres, les A.G. saturés prédominent habituel-
lement en position 1 et les A.G. polyinsaturés en position 2 M.A. MADARIAGA et
coll.18743}Les A.G. monoinsaturés semblent au contraire distribués au hasard.
Pour la Phosphatidyl Ethanclamine, LAMBREMONT et DIAL (1380) ont trouvé des

résultats semblables dans les testicules d'dcheta domesticus.

Outre cette étude récente sur un Insecte, citons des études
effectuées sur des ANNELIDES, mais elles concernent 1'animal en entier.

Chez Lumbricus terresfris, CERBULIS et W. TAYLOR (1969) ont trouvé
25 % de Phospholipides.

Chez Esenia foetida, J.Mc LAUGHLIN (1971) ne trouve que 11 % de
Phospholipides dans 1'animal entier.

L'étude de J.Mc. LAUGHLIN (1871} sur Esenia foetida montre aussi
que les Sphingelipides les plus simples (Céramides, Cérébreosides, Sulfatides
et Sphingomyéline) sont peu importants et que dans les glycérophospholipides
la Phosphatidyl Choline prédomine (il y a aussi des quantités plus faibles de
Phosphatidyl Ethanclamine et Phosphatidyl Sérine).

L'auteur cbserve aussi que les formes lyso de PS et PE existent,

mais pas celle de 1la PC.
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Le développement de 1l'étude des lipoprotéines chez les INSECTES
ont aussi apporté une meilleure connaissance des Phospholipides de 1'hémolymphe.

Les lipoprotéines de 1'homme possédent une part importante de
Phospholipides, et il en est de méme chez les Insectes.

Ainsi H. CHINO, S. MURAKAMI et K. HARASHIMA (1868) sur le ver & soie
Philosomia cynthia, montrent que si les Diglycérides sont les principaux lipides
des vitellogénines, il existe aussi des Phospholipides : PC, PE et Sphingomyéline.

H. CHINO et coll. (1877]) chez le méme animal montrent aussi qu'il vy
a moins de Sphingomyéline dans la vitellogénine de 1’'oeuf que dans celle de
1’ hémoplymphe.

S. IZUMI, S. TOMINO et H. CHINO (1980) chez Bombyx mori observent
la présence de PC et PE dans la vitelline.

E.C. MUNDALL et J.H. LAW (1978) travaillant sur Manduca sexta
comparent le contenu en Phospholipides des vitellines de 1'oeuf et de

1'hémolymphe. Leurs résultats sont reportés dans le tableau suivant

Vitelline de 1'oeuf Vitelline de 1'hémolymphe
PC 22 22,8
PE 65,8 71
Lyso PE 9,7 5,8
Sphingomyéline 2,5 0,5
100 % 100 %

On a pu se demander si les PL des lipoprotéines sont transportés
par ces lipoprotéines, ou s'ils sont simplement des constituants de celles-ci.
K.K. THOMAS et L.I. GILBERT (1867} ont observé chez le ver & soie Cecropia
gue les PL sont libérés du corps gras vers 1'hémolymphe et sont 1liés & une
protéine specifique. de 1'hémolymphe qui se déplace plus vite gue les autres
lipoprotéines sur disgue d'électrophorése. De la méme fagon, H. CHINO et coll.
(1868) pensent gue les deux vitellogénines de 1'hémolymphe de Philosomia cynthia
transportent les phospholipides en plus des diglycérides, des tissus (tels que

le corps gras), vers les sites d’utilisation.

En dehors des Insectes, nous avons aussi une étude effectuée chez
un CRUSTACE.

R.F. LEE et D.L. PUPPIONE (1978) observent que 88 % de la lipoprotéine
majeur du homard Panulirus interruptus sont des phospholipides.

Chez 1'homme, dans 1'HDL, on a aussi une guantité importante de

Phospholipides.
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Les principales classes d'Arthropodes, en incluant la classe deas
Crustacés,. ont divergeé d’un ancétre commun il y a environ 800 Millions d'années.
au début du Cambrien (CISNE, 1874). Aussi, R.F. LEE et D.L. PUPPIONE (1978)
gestiment que le procédé de trarsport des lipides du sérum par le homarc,
utilisant principalement un phospholipide en association avec une apoprotéine,

ont évolué de ce premier ancétre des Arthropodes.
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L' INCORPORATION DE PRECURSEURS RADIOACTIFS : ESSAI

D'ETUDE DYNAMIQUE DU METABOLISME LIPIDIQUE CHEZ PERINEREIS CULTRIFERA

I - ETUDE DE L'INCORPQORATION DE GLYCEROL 614 DANS LES FRACTIONS "LIPIDES
NEUTRES” ET "PHOSPHOLIPIDES®

a) Evolution de la Radicactivité dans les lipides neutres et les
phosphaolipides de chaque lot

b) L'incorporation du glycérol 014 dans les lipides neutres du
liquide coelomigue, des coelomocytes et des ovocytes

c) L'incorporation du glycérol 614 dans les phospholipides du
liquide coelomigue, des coelomocytes et des ovocytes

d) Conclusion
II - ETUDE DE L'INCORPORATION DU GLYCEROL C14 DANS LES GLYCERIDES

ITI - EXPERIENCE DBE MISE EN CULTURE DB'OVOCYTES EN PRESENCE DE COELOMOCYTES
CONTENANT DES GLYCERIDES MARQUES

IV - EXPERIENCE DE MISE EN CULTURE D'OVOCYTES EN PRESENCE DE GLYCEROL 614 -

V - ESSAI D'IDENTIFICATION DES MOLECULES PORTEUSES DES GLYCERIDES MARGQUES
1° - Fractionnement sur Sephadex G 25 SF
2° - Etude de la radioactivité du pic I
3° - Etude de la radiocsctivité du pic 81
a) Chromatographie sur couche mince des lipides du pic BZ
du ligquide coelomique

b) Passage du pic 51 du liguide coelomique sur colonne Pz

VI - ETUDE DE L’INCORPORATION DE L'ACETATE 14C

1° - Evolution de la radicactivité dans les phases agueuses et

chloroformiques
20

Evolution de la radicactivité dans les différentes classes
de lipides neutres

al Les MG + DG

b) Les stérols

c) Les AGL

d) Les TG
3° - La Biosynth&se des Stérols chez les invertévrés.
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L' INCORPORATION DE PRECURSEURS RADIOACTIFS : ESSAI

D'ETUDE DYNAMIQUE DU METABOLISME LIPIDIQUE CHEZ PERINEREIS CULTRIFERA

Par injection de précurseurs radicactifs, nous avons aussi tenté

une étude dynamigue du métabolisme chez nos vers.

I - ETUDE DE L’INCORPORATION DE GLYCEROL C14 DANS LES FRACTIONS "LIPIDES
NEUTRES” ET "PHOSPHOLIPIDES”.

Nos vers sont répartis en 3 lots. Apres injection du glycérol 614
nous les ponctionnons dans 2 heures pour le ler lot, 14 heures pour le Zéme
et 48 heures pour le 3éme.

Pour chague lot, le milieu intérieur sera donc prélevé et fractionné
en ses trois constituants : liguide coelomique, coelomocytes, ovocytes.

Pour chacune de ces fractions, on extrait les lipides totaux que
1'on sépare en lipides neutres et en phospholipides.

Apres séchage, lipides neutres et phospholipides sont redissouts
dans le méme volume de solvant (2 ml), dont on préléve un aliquote de 2 ml

pour comptage de la radicactivits.

Tableau F1 : Résultats des comptages (en cpm) aprés extraction des lipides
neutres (LN) et des phospholipides (PL) chez des animaux ayant

. 4 . ,
subi 1'injection de glycérol C1 dans la cavité coelomigue.

[ com g Pourcentage de
P Radiocactivité
pour chague lot
Lot 2 H LN LC 194 20
c 382 780 40,5 80,5 %
g 194 20
PL LC 78 8
c 34 1 188 3,5 ? 18,3 %
0 78 ) 7,8
Lot 14 H LN LC 14 7,2
C 10 156 5,1 80,3 %
a 132 B8
PL LC 2 1
C 18 1 38 8,2 } 19,5 %
0 20 J 10,3
Lot 48 H LN LC 208 3,4
c 758 1372 34,4 82,2 %
0 408 18,4
PL LC 34 1,5
c 420} 828 19,1 } 37,6 %
a 374 17




A partir du tableau précédent, nous pouvons faire plusieurs

ghservations :

a) Evolution de la Radicactivité dans les lipides neutres et les phospholipides

de chague lot.

o,

2 heures apres l’'injection, 80 % de la radiocsctivité se retrouve
dans les lipides neutres, principalement dans la fraction coelomocytaire.
14 heures aprés l'injection, l’importance de la radicactivité dans les lipides
neutres n'a pas variée. Cependant, ce sont les ovocytes qui ont concentré le
glycérol -148-

Dans le lot 48 H, on cbserve une diminution de la radicactivité
dans les lipides neutres, au profit des phospholipides. Mais ce sont les lipides

neutres de coelomocytes qui concentrent le plus fort taux de radicactivité.

Il nous a semblé intéressant de reporter les résultats de ce tableau

sur plusieurs graphes, pour chague temps d'incorporation

Figure F1 = Evolution de la radioactivité dans les lipides neutres et les

phosphaolipides.

Dans les lots 2 H et 14 H, 11 y a peu d'incorporation de glycérol 614
dans les Phospholipides, et les taux d'incorporation restent stables. A 48 H,

accentuation de 1l’incorporation au niveau des phospholipides.

b) Figure F2 = L'incorporaticn du glycérol C14 dans les lipides neutres du

liquide coelomigue, des coelomocytes et des ovocytes.

Notons tout d’abord que notre technigue de fractionnement du milisu
intérieur de P. cultrifera, laisse subsister une grande partie du précurseur
non consommé par le métabolisme de nos vers, dans le liguide coelomique. Gn
remargue cependant dans le lot 2 H, que c'est dans les coelomccytes gue la
radioactivité est la plus importante. Ils semblent rapidement incorporer 1o
précurseur.

A 14 H, on observe un important pic de Radioactivité pour les

lipides neutres d'ovocytes. Peut-étre prélévent-ils rapidement le précurseur

®

~

directement dans le liguide coelomigue ? Le taux de radiocactivité gst en af

+-
L

=

Y

4 14 H faible dans le liquide coelomigue. Les coelomocytes, ol le taux de

[
(]

radioactivitéd est 13 aussi faibls, pourraient aussi libérer une partie c=

radicectivité, ce glycérol étant alors captd par les ovecytes.
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Figure F1 : Evolution de la Radioactivité dans les lipides neutres (LN)

et les phospholipides (PL) apres injection de glycérol C14

Figure F2 : L'incorporation du glycérol C14 dans les lipides neutres du

liquide coelomique, des coelomocytes et des ovocytes.
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Figure F3 : L'incorporation du glycéral C dans les phospholipides cdu e

liquide coelomique, des coelomocytes et des ovocytes.
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Enfin, & 48 H, c’est dans les coelomocytes que 1l'on trouve le plus

fort taux de radioactivité.

A partir de ces abservationssur 1l'évolution de la radioactivité
dans les lipides neutres, on peut faire deux hypothéses

1 - les ovocytes pourraient incorporer rapidement le glycérol C14,
en le prélevant directement dans le liguide coelomique o0 il se trouve aprés

son injection.

2 - les coelomocytes, au bout de 2 jours d'incubation, incorporeraient

4
activement le glycérol C1 .

4
c} Figure F3 = L'incorporation du glycérol C1 dans les phospholipides du

liquide coelomique, des coelomocytes et des ovocytes.

Dans les phospholipides du liguide coelomique, 3 2 H, on observe
un assez fort taux de radicactivité, mais il s’agit en grande partie sans
doute du précurseur gui contamine notre fraction phospholipidique.

Ensuite, dans le liguide coelomigue, le taux de phospholipides
reste faible, avec une tres légére hausse entre 14 H et 48 H.

Dans les coelomocytes et les ovocytes, de 2 H & 48 H, il y a par
contre une hausse réguliére et importante des phospholipides. L'augmentation
du taux de phospholipides dans les coelomocytes se fait de fagon un peu plus

rapide que dans les ovocytes.

d) Conclusion

Le glycérol C14 est donc aprés une demi-journée rapidement incorporé
dans les ovocytes ol il doit se trouver scus forme de glycérides.

Les coelomocytes 1'incorporent ensuite plus tardivement. I1 serait
intéressant de refaire cette manipulation avec des temps d'incarparation
beaucoup plus longs.

Coelomocytes et ovocytes incorporent le glycéral de fagon active
dans leurs phosphaolipides. Cette intégration du glycérol marqué dans les

molécules de phospholipides se fait de fagon relativement lente et réguliére.
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II - ETUDE DE L'INCORPORATION DU GLYCEROL C14 DANS LES GLYCERIDES.

Aprés séparation des différents lipides neutres sur couche mince,
nous avons aussi étudié 1l'incorporation du glycérol dans les glycérides. Les
glycérides, une fois séparés et localisés sur la couche mince, sont grattés
et élués du gel de silice. Le soclvant contenant ces glycérides est alors
prélevé, séché et ramené au méme volume de 1 ml. Un aliquote de 50 ul est
mis en présence de liguide scintillant, pour comptage de la radicactivite.
Nos résultats sont exposés dans le tableau suivant (Tableau F2].

Les mono et diglycérides ont été joints au dépdt (gqui contient donc
une fraction notable de précurseur).

Puisque le glycérol C14 se retrouve chez nos animaux sous forme libre
(= précurseur non consommé par le métabolisme de nos vers]), ou sous forme de
glycérides (mono-, di- ou triglycérides), la séparation sur couche mince va
nous permettre de guantifier 1'importance de l'incorporation du glycérol dans

les TG.

Tablgau F2 : Résultats des comptages des glycérides aprés séparation sur

couche mince.

Pourcentage de radiocactivité
pour chaque temps d’incorporation

cpm LC c 0
Lot 2 H Dépdt
' gg e | 292 100
C 58 64,5
0 122 53
TG Lo 0 )
c 32 35,5
0 108 47
Lot 14 H Dépdt
: Qg LC 16 100
c 0 0
0 28 52,8
TG c 0 3]
C 420 100
0 25 47,2
Lot 48 H Dépdt
: gg LC 78 100
C 468 82,4
0 78 29
TG c 0 g
c 100 17,8
0 188 71
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Les résultats de ce tableau sont mis en évidence par les figures
F4 et F5. On observe ainsi gue

dans le liquide coelomique, tous les lipides neutres se retrouvent,
quel que soit le temps d'incorporation sous forme de MG ou de BG (mais il s'agit
aussi en grande partie du précurseur). Jusque 48 H d’'incorporaticn, aon n’a
jamais de radioactivité dans les TG du Ligquide Coslomigue.

. Aprés 2 H d’'incorporation, on trouve rapidement de la radiocactivité
dans les Mono- et Diglycérides des Coelomocytes. Cependant, & 14 H, ces 2 types
de glycérides n'existent plus et sont remplacés par des Triglycérides. Aprés
48 H d'incorporation, ce sont les Mono- et Diglycérides qui dominent & nouveau
dans les Coelomocytes.

Tout se passe comme si dans les coelomocytes, on avait une incorporation active
du glycérol- C14 qui serait rapidement transformé sous forme de Mono- et Digly-
cérides. Cependant, cette forme serait-passagére : & 14 H, ces glycérides se
présentent tous sous forme de triglycérides, gqui est la forme de stockage
habituelle des cellules animales. Enfin, ces triglycérides seraient esux-mémes
progressivement détruits pour étre transformés en Mono ou Diglycérides.

Dans les ovocytes, le phénomene est différent : a8 2 H et a 14 H,
les taux de MG + 0OG d'une part, et ceux de TG d'autre part sont semblables (les
premiers étant cependant légérement plus importants gque les seconds).

Ensuite, on assiste dans les ovocyfes & une diminution des MG + DG et & une
augmentation en TG, la forme habituelle de réserve.

On peut supposer gue MG + DG sont transformés en TG par le métabolisme propre
2 1l'ovocyte. On peut aussi observer que, entre 14 H et 48 H, les phénomé@nes
guil se produisent dans cvocytes et coelomocytes s’inversent.

Remarquons gue nos temps d'incubation sont courts. Il serait souhaitable de

travailler avec des temps plus longs.

D’'aprés les observations précédentes, on peut imaginer deux processus
permettant aux glycérides d'intervenir dans la maturation des ovocytes.

ler processus : l'aovocyte puise le glycérol directement dans le milieu ambiant,

son métabolisme propre le transformant en MG, 0G, puis TG.

2éme processus : les coelomocytes métabolisent certaines substances gu'elles

vont donner, via le liguide coelomigue, aux ovocytes en veie de maturation.
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Essayons de vérifier ces 2 hypothéses, sachant gu'elles peuvent
trés bien coexister : les ovocytes pouvant d'une part synthétiser des molécules
complexes & partir d'éléments simples (ce qui a en effet déja été vérifié avec
d'autres précurseurs) ; les ovocytes d’autre part pouvant profiter d’apports
extérieurs sous forme de molécules plus complexes (telles que des substances
synthétisées par exemple par les &léocytes).

Cette derniére voie, si elle est soupgonnée depuis longtemps, n'a

jemais été prouvée de fagon certaine.

ITII - EXPERIENCE DE MISE EN CULTURE D'OVOCYTES EN PRESENCE DE COELOMOCYTES
CONTENANT DES GLYCERIBES MARQUES.

1°) 5 animaux sont injectés avec chague fois 10 pl de glycérol Cqé.

Aprés 3 heures, ces animaux sont sacrifiés.

Leur milieu intérieur est ponctionné et fractionné en liquide coelomigue,
coelomocytes et ovocytes.

2°) Alors que ces animaux étaient sacrifiés, on ponctionne deux animaux
n'ayant pas subi d'injection. On en extrait le milieu intérieur. On ne garde
que le liguide coelomigue et les ovocytes.

Ces ovocytes sont déposés dans une saliére avec un milieu de culture ainsi
constitué : 0,8 ml de liquide coelomigue + 1,2 ml d'eau de mer filtree et
stérile.

3°) Les coelomocytes marqués, provenant de la premi&re manipulation, sont mis
dans la salieéere contenant le milieu de culture tel qu'il a &té constitué@ au

paragraphe ci-dessus.

Ces 3 manipulations sont résumées sur la planche suivante et les

résultats sont exposés dans le tableau F3.

Tableau F3 : Etude cinétique de la radioactivité aprés mise en culture
d’'ovocytes froids en présence de coslomocytes ponctionnés 3 H

. 4
apres l'injection de glycérol 1 C.

Milieu de culture Coelomocytes Ovocytes
cpm % cpm % cpm %
Dépat 56 88,6 152 51,5 158,5 40,7
MG + DG 5,5 8,8 16 4,8 60 15,86
TG 1 1,8 83 33,86 171 43,9




Planche 3 :

EXPERIENCE DE MISE EN CULTURE D OVOCYTES
EN PRESENCE DE CELOMOCYTES CONTENANT
DES GLYCERIDES MARQUES AU ¢

5 animaux sont injectés

avec du glycérol -1¥C

Temps d incubation : 3h.

Liquide Ccelomique’ Caelomocytes® Ovocytes’
milie_u' de culture constitué de :
l 7/3 L.C‘."E et 2/3 eau de mer
00 0 00C.00 ' 1.
oooooooooo'o Cvocytes
' Ceelomocytes”

(incubation: 12h. 4 13°C)

» éléements marqués
f. - froids

-
A0
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Bans le dépdt, la radicactivité est due & la présence de
phospholipides et de glycérol 14C a l'état libre. En effet, on a pu observé
que des ovocytes mis en présence d'une concentration élevée en glycérol,
1'incorporent immédiatement en grande quantité, les cellules apparaissant
alors gonflées.

Les résultats exposés ci-dessus montrent que, dans le milzZeu de
culture, les MG + DG sont les seuls glycérides & &tre margués de fagon
sensible, les TG ne 1l’étant pratiquement pas. Ces gquelques TG margués peuvent
d'ailleurs ne venir gue de la destruction de coelomocytes, gqui libérent alors
leur contenu.

Les coelomocytes, comme les cvacytes, contiennent en effet & la fois
des MG + DG et des TG radiocactifs, avec une prédominance trés nette de la
radioactivité dans les TG. On avait deéja observé un phénoméne semblable
apres 14 H, la radiocactivité des TG était aussi plus importante que celle des
DG, tout au moins dans les éléments figurés. Il y aurait donc.bien transfor-

mation des DG en TG par le métabolisme des &léocytes et des ovacytes.

Autre expérience : des animaux gui ont subi 1’injection de

glycérol C14 sont sacrifiés, comme précédemment (c'est-a-dire apres 3 H).
Mais ici, leurs coelomocytes margués sont injectés & des vers possédant des
gametes de méme diametre ovocytaire. Ils sont laissés ainsi 24 H (temps
d’'incubation semblable & la culture précédente).

Les doses de radioactivité sont faibles et les résultats ne sont
donc pas nets.

Néanmoins, on cbserve

Pour le liquide coelomique : Dépdt = x
BG -
TG *

Pour les coelomocytes : Dépdt -
DG *
TG *

Pour les ovocytes ~: Dépdt -
bG * %
TG L

{les &toiles indiquent une radiocactivité plus ou moins intense).
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Dans le liquide coelomique, on observe la présence de radiocactivité
dans les TG : cette radicactivité pourrait s'expliguer, partiellement ou
totalement, par la destruction de cocelomocytes, ceux-ci libérant les TG
marqués qu'ils renferment.

Dans le ligquide coelomique, les DG ne sont cependant pas margués
nous travaillons en effet sur des quantités si faibles de matériel gue la
présence de radicactivité dans les DG peut trés bien ne pas &tre décelée.
D'autre part, les 0G radioactifs du liquide coelomique ont trés bien pu étre
tous prélevés par les ovocytes.

Pour les coelomocytes et les ovocytes : radioactivité a la fois
dans DG et TG. Cette observation est intéressante, puisgue ce sont uniguement
des coelomocytes contenant des glycérides margués gqui se sont retrouvés dans
1'environnement de nos ovocytes.

Cependant, on ne peut conclure de fagon définitive sur une telle
expérience, puisque les coelomocytes morts peuvent avoir libéré dans le
milieu ambiant des DG et des TG margués, pouvant &tre ensuite prélevés
par les ovocytes sans que cela implique un transport actif par 1l’intermédiaire

de lipoprotéines.

IV - EXPERIENCE DE MISE EN CULTURE D'CVOCYTES EN PRESENCE DBE GLYCEROL C14

Un milieu de culture est constitué comme précédemment : deux
animaux (diamétre ovocytaire = 130 u) sont sacrifiés. On leur préléve le
milieu intérieur. Les ovocytes sont déposés dans une saliére, avec un
milieu de culture dépourvu de coelomocytes et ne contenant gue du liguide
coelomique dilué dans un peu d'eau de mer. Le tout est laissé 12 H & 13°C.

Ensuite, on préléve par centrifugetion les ovocytes, dent on
extrait les lipides totaux.

Ces lipides sont déposés sur couche mince et on sépare les lipides
neutres.

Le gel de silice correspondant au dépdt, aux MG + DG, et aux TG,
est chaque fois extrait des lipides gqu’il contient. Aprés prélévement d'un
aliquote de 50 ul et comptage, on observe gue 12 H apres la mise en culture,
85 % de la radicactivité se retrouve dans les TG des ovocytes, 5 % dans les
MG + DG et les 10 % restant se retrouvent au dépdt (c’est-a-dire dans les
Phospholipides, contaminés sans doute par un peu de précurseur).

Cette expérience confirme 1'hypothése précédemment formulée : les
ovocytes incorporent donc rapidement le glycérol 814. Celui-ci est d’autre

part trés vite métabolisé sous forme de Triglycérides.
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V - ESSAI D'IDENTIFICATION DES MOLECULES PCORTEUSES DES GLYCERIDES MARQUES

1°) Fractionnement sur Séphadex G 25 SF (Figure FB6)

Deux animaux (diametre ovocytaire : 145-155 p) sont injectés de
glycérol 614. Ils sont sacrifiés 24 heures apres, et leur milieu intérieur
est séparé en ses trois constituants.

Le liquide coelomique et les extraits de coelomocytes et d’'ovocytes
sont alors fractionnés sur colonne de séphadex G 25 superfine. Cette technique
de fractionnement et ses conditions d’'utilisation sont les mémes que celles
emplayées dans notre DEA pour 1’'isclement des macromolécules (pages 16 et
suivantes du DEA).

Apreés fractionnement & 1'é@lugraphe, un aliquote de chague tube
est passé au compteur & radicactivité.

On observe gue pour tous nos passages, quelque soit 1'extrait
passé sur séphadex, on obtient toujours wn pic de radioactivité dans le
pte I et un pic de radioactivité dans le pic B,.

Méme en poursuivant 1'élution de notre colonne, on ne trouve pas
de pic de radioactivité correspondant au précurseur non consommé par le

métabolisme. Or, 24 heures de temps d’'incorporation est un temps relativement

court chez les Annélides : leur métabolisme n'a sans doute pas consommé tout

le glycérol injecté. - /,
aus

2°) Etude de la radiocactivité du pic I

Apres extraction des lipides totaux, nous séparsons phospholipides
et lipides neutres du pic I.
Aprés passage au compteur d'un aliguote, en présence de liquide
scintillant, on observe ceci
dans le liquide coelomique : seulement de la radiocactivité (peu importante)
dans les lipides neutres.
dans les coelomocytes : de la radiocactivité dans les lipides neutres et
dans les phospholipides (mais surtout dans les lipides neutres).
dans les ovocytes : méme chose que pour les coelomocytes.
Les lipides neutres ont aussi été passés sur couche mince de gel
de silice G afin d’en isoler les différentes classes.
Dans les glycérides du pic I, on observe :
. de la radiocactivité (peu importante) dans MG + DG du liquide coelomique.
pour les coelomocytes : de la radioactivité dans MG + DG et dans TG (mais
surtout dans MG +DG).

. pour les ovocytes : de la radicactivité dans les MG + DG et dans les TG.



0.

).

[ IR

Tt e

cpm (x104/

D.0. T

254 nm -
temps
FigUré F 6 : -a : Graphe obtenu apres passage sur Séphadex G25 superfina du
du liguide coeslomique.
-b : Graphe obtenu aprés passage sur Séphadex G25 superfins d'ex-
trait de coelomocytes.
A D.O.
254nm .

Ceelo.

303
LILLE

Les courbes de radicactivité obtenues aprés fractionrzment

sont indigquées en pointillés.
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Figure F 6 : -c : Graphe obtenu apreés passage sur Séphadex G25 superfine d'ex-

trait d’'ovocytes.

Les courbes de radicactivité obtenues aprés fractionnesment

sont indiguées en pointillés.
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On peut supposer gue la radicactivité des Pics B1 obtenus sur
Séphadex G 25 SF, est en partie (ou totalement) due au précurseur. Aussi
avons-nous recherché la nature de la radioactivité du Pic 81.

3°) Etude de la radicactivité du Pic B1

a) Chromatographie sur_couche mince des lipides du Pic Bz_gg_

Notre étude s'est faite sur le Pic B, du liguide coelomique.

1
Puisgue le Pic de radiocactivité correspondant a B1 contamine le Pic BZ’

nous avons extrait les lipides de 82 afin de les étudier sur couche mince.
Notre étude révele gue

- 898 % de la radicactivité de B, (contaminé par B,) est dans le dépdt.

2
- 1 % se retrouve dans des MG + DOG

1

- I1 n'y a pas de radioactivité dans les TG.

--------------- 1-52-2292228_ 5082002008 SLT _To.enie Dy

-

Nous avons ici cherché & fractionner le Pic 81 : si la
radiocactivité correspondant & ce pic est en partie ou totalement due au
précurseur, un fractionnement sur un autre type de colonne permettra
peut-&tre d’isocler la radioactivité correspondant au glycérol 614 injecté.

Le passage sur colonne P2 nous donne 2 pics de radicactivité
(o et B) qui se chevauchent.

On extrait les lipides totaux de a et de B avec le chlorofarme
/Méthanol (2 : 1), puis on fait un déphasage : ainsi le précurseur doit
se retrouver dans la phase aqueuse et les glycérides dans la phase
chloroformique.

Chague fois, on abtignt une radicactivité importante dans les
phases agueuses (il s'agit donc du précurseur). Mais, principalement pour
le pic a de radiocactivité, il y a de la radiocactivité dans la phase
chloroformique.

Les lipides (donc les phases chloroformiques de o et de B )
sont passés sur CM

Dans le pic a, on a de la radiocacitivité dans MG + DG et dans les TG.

Pour le pic B, on n'a de la radiocactivité que dans les MG + OG.



(com x10£}'g '

D.O. X 4
- 254nm A 8
. 7} 77N
i N
Passage du 3] //"\\ I’ i /, \
pic By du L.C. . V4 - “ / \\
sur cofonne Pp I, { ,I \
2] . / ‘1 / \\
! 1 /
I
i
14 3
-

Figure F 7 :

Passage du pic B 1 du Liquid97Coelomique sur colonne P 2.

La courbe de Radioactivité qui présente 2 pics, est indiquée
en pointillés.
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Il est difficile de conclure de fagon trop tranchée, puisque les
pics a et B de radiocactivité se contaminent 1'un l'autre, mais les observations
ci-dessus nous permettent de penser que le précurseur se trouve dans B et que

le pic a correspond au contraire 3 des glycérides.

Si on sépare maintenant les lipides neutres et les phospholipides
de a et B, on observe
. dans a : 11 y & de la radicactivité dens les lipides neutres et dans les
phospholipides.
. dans B : la radiocactivité se retrouve surtout dans la fraction acétono -
soluble (le précurseur, s'il contamine nos lipides, ne précipite pas a

1'acétone]).

VI - ETUDE DE L’INCORPORATION DE L'ACETATE 14C

Si 1l'aceétate est un substrat peu spécifique des substances
lipidigues, son devenir chez nos vers nous apportera néanmoins des informations
intéressantes.

Nos vers sont répartis én 4 lots, avec des temps d;incorporation
différents : 3 heures, 1 jour, 3 jours et 8 jours.

Chague lot sera sacrifié, le milieu intérieur &tant extrait et
fractionné en liquide coelomigue, coelomocytes et ovocytes.

Chague fois, on extrait les lipides totaux avec le solvant de FOLCH
. 1'insoluble dans le FOLCH est ramené & 3 ml avec de 1'eau.

la partie soluble dens le FOLCH (contenant principalement nos lipides) est
ramenée & 3 ml avec du chloroforme.

Dans la phase agueuse et dans la phase chloroformique, on préleve
chaque fois un aliquote de 50 ul pour comptage de la radiocactivité.

La planche suivante résume cette technigue de préparation des

phases agueuses et chleroformigues.

1°) Evolution de la radiocactivité dans les phases agueuses et chloroformigques

Les pourcentages de radioactivité dans les phases aqueuses et
chloroformiques du liquide coelomique, des coelomocytes et des ovocytes,

sont exposés dans le tableau F4 et sur les figures F8, FS et F10.






Pour chaque extrait

Planche 5 :
ETUDE METABOLIQUE APRES INCORPORATION

D'ACETATE —19C: 1A PREPARATION DES PHASES

AQUEUSES ET CHLOROFORMIQUES.

Milieu intérieur

T
" L.C. Celo. Ovo.
\ / \ 4 A/

Extraction des Lipides Totaux (LT)

X phase résidu sec (1)

8 aqueuse~ +3mi HyO -
A Déphasage dans :
@ FOLCH + NaCl 9%,

3 phase résidu sec

5’; chloroformique™ + 3ml CHCI3
s

(1) on préléve 50ul pour
comptage de /a radioactivité



- 103 -

Tableau F4 : Pourcentages de radiocactivité dans les phases aqueuses et
chloroformiques du liquide coelomique, des coelomocytes et

des ovocytes, pour différents temps d’incorporation.

3 heures 1 jour 3 Jjours 8 Jjours
Ph. eg. 4 7 7,5 5
LC
Ph. chlerof. 18 21 . 14 12
Ph. aq. 12 13,5 10 2,5
()
Ph. chlorof. 14,5 20,5 18,5 7,5
Ph. ag. 33,5 29 32 43,5
0
Ph. chlorof. 18 9 20 28,5
100 % 100 % 100 % 83 3

. 3 heures aprés l'injection, on observe une importante radicactivité
dans la phase aqueuse des avocytes. On a un taux de radicactivité semblable
dans les phases chloroformiques du liguide coelomigue, des ovocytes et des
coelomocytes. '

. 1 jour aprés l'injection, on observe une augmentation de la
radicactivité dans les phases agueuses et chloroformiques du liquide
coelomique et des coelomocytes. Dans les covocytes, on observe au contraire
une chute du taux de radioactivité.’

. Aprés 1 jour d'incorporation : on observe une chute réguliére
du taux de radioactivité dans les deux phases, du liquide coelomigue et des
coelomocytes. Dans les ovocytes, par contre, le phénoméne est inversé : il

y a augmentation réguliére de la radicactivité dans les deux phases.

Conclusion : Quelgue soit le temps d'incorporation, on observe des

phénomenes semblables dans les phases aqueuses et chloroformiques du liguide
coelomique et des coelomocytes. Dans les ovocytes, les phénoménes sont inversés.
D'autre part, dans les ovocytes, c'est la radicactivité des phases aqueuses

qui prédomine.
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Tout se passe comme si, dans un premier temps, les ovocytes
prélevaient directement 1'acétate dans le milieu intérieur, ces cellules
pouvant rapidement le métaboliser selon leurs besocins. Enfin, 24 heures
aprés, les ovocytes utiliseraient des éléments fabriqués par les coeslomocytes
gt gui leur seraient epportés via le ligquide coelomigue.

C'est un schéma gue nous avions déja proposé pour les glycérides.
Notons gque les substances consommées par les ovocytes seraient dans ce cas
de préférence des substances de nature lipidique, puisgue c'est dans 1la
phase chloroformigue que se trouve en grande partie la radicactivité du

liquide coelomique et des coelomocytes.

2°) Evolution de la radiocactivité dans les différentes classes de lipices

neutres
L'acétate pouvant & la fois se convertir en acides gras et en
stérols, nous avons séparé sur couche mince les différentes classes de
lipides neutres contenus dans les phases chloroformigues.
Nos résultats sont exposésdans le tableau suivant, qui donrie les
pourcentages de radioactivité dans chague classe de lipide neutre, pour un

temps d'incorporetiocn donné, et pour chacune des 3 fractions du milieu intérieur.

Tableau F5 : La Radloactivité dans les différents lipides neutres, aprés

. " 14 N
injection d'Acétate C. 1ére colonne : nombre de cpm
Z2éme colonne : pourcentage de cpo

3 heures 17 jour 3 jours 8 jours
b 2049,6 66,1 1678,6 34,1 155, 4 33,51 130,3 40,5
c 290,8 9,4 1486,5 30,2 29,3 6,3 53,6 16,85
d 527,89 17 1114,8 22,6 221,6 47,8 53,1 18,5
O e 148,5 4,8 368,1 - 7,5 49,4 10,7 57,5 17,88
g  f 31,2 1 11,2 2,3 0 0 16,9 5,25
g 50,9 1,6 166,8 3,4 7,8 1,7 10,5 3,25
3099,9 31 4925,8 38 483,5 10,7 | 321.9 9,3
b 411,8 33,3 795,3 27,8 52,5 1,6 63,6 77
c 140,7 11,4 785,1 26,7 58 1,7 38,7 10,3
. d 391,9 31,7 534,6 18,7 150, 3 4,5 175,4 46,3
2 e 180,7 14,8 572,8 20 2881,8 79,6 74,9 20
5 f 60,8 4,9 133,3 4,7 | 233,2 7 5,2 1,85
© g 50, 1 4 60,5 2,1 188,72 5,6 15,2 4
1236 12,36 | 2861,7 22,1 | 3343,8 77,1 374 10,8 |
b 556,2 3,8 | 1029,2 20 113,86 21,5 | 141.7 S
c 154,86 2,7 335,86 6,5 28,6 5,4 97,3 2,5 |
d 647,4 11,4 731,2 14,2 104,1 19,7 | 189,89 8,55 |
s e 3750,5 66,4 2597,6 50,4 253,5 47,9 | 1874,5 60,5 |
s f 351,2 5,2 311,7 6 20,9 3,3 | 478,4 7,0
g 193,2 3,4 151,9 2.8 8.5 1,6 | 187,14 75
5663, 1 56,64 | 5157,2 39,8 523,2 12,2 1 77€8,9 1,
Total © gggg 129447 4338,5 3464,8
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Les résultats de ce tableau sont exposés sur les graphes

~

suivants (Figures F11 a F18p.

a - Les MG + 0G

On observe une chute du taux de radiocactivité entre 3 heures et
1 jour d’'incorporation, dans le liquide coelomique.

Chute aussi, Jjusgue 3 jours, de la radiocactivité dans les MG + OG
de coelomocytes. La radiocactivité des MG + DG redevient ensuite & nouveau
importante.

Bans les ovocytes, la radiocactivité est surtout importante entre

1 jour et 3 Jjours, puils elle diminue.

b - Les stérols :
La radicactivité existe ici surtout dans les coelomocytes et le
liquide coelomique apres un jour d'incorporation. Elle est & peu prés nulle

dans les ovocytes. N

c - Les AGL :

La radicactivité existe surtout dans le liquide coelomique ol elle
augmente jusque 3 jours, puis chute ensuite.

Dans les ovocytes, on observe un phénoméne semblable au liguide
coelomique, mais de plus faible amplitude.

Dans les coelomocytes, le phénoméne par rapport au ligquide
coelomique est tout & fait inversé : diminution de la radicactivité jusque

3 jours, augmentation ensuite.

d - Les TG :

La radioactivité est particuliérement élevée dans les TG d'ovocytes,
et pour les coelomocytes aprés 3 jours d'incorporation.

Pour les deux derniéres taches obtenues sur couche mince {la tache
de lipides inconnus et celle de stérols estérifiés), la radicactivité est &

peu pres inexistante.

Faisons une étude comparée des graphes représentant les taux de
radioactivité des MG + DG, des AGL et des TG.

. Pour les coelomocytes : 1l semble y avoir rapidement synthése

de MG + DG, gui sont presque aussitdt remplacés par des TG (prédominant a
3 Jjours d'incorporation). Ensuite, ces TG sont eux-mémes hydrolysés et on
assiste a une augmentation des MG + DG et des AGL.

Ailnsi, pour les ccelomocytes, la courbe des TG est l'inverse de

celles des AGL et des MG + DG.



. Pour les ovocytes : les phénoménes sont inversés par rapport

aux coelomocytes. Les ovocytes ont une forte teneur en TG, mais qui baisse
légérement entre 1 jour et 3 jours, alors que leurs taux de MG + DG et d'AGL
augmentent. Ensuite, c’est la synthése de TG qui prédomine.

Pour le liguide coelomique : on observe que le taux de MG + DG

est toujours trés élevé, qu'il est particuliérement important apres 3 heures,
puis qu'il chute ensuite pour augmenter légérement jusqu'd 8 jours d'incor-
poration tout au moins. ‘

Les triglycérides restent toujodrs & un niveau faible, mais qui
augmente progressivement de 3 heures & 8 jours. '

Les AGL du liquide coelomique augmentent, passent par un maximum
a8 3 jours, puis diminuent.

Dans le liquide coelomique, on n'cbserve ainsi aucune relation
entre ce qui se passe pour les MG + DG, pour les AGL, ou pour les TG.
Cela est d'ailleurs normal, puisque le liquide coelomique n'est pas un lieu
de syhthése de glycérides, mails sa constitution est une conséquence de ce qui
se passe ailieurs, dans les cellules, notamment ici les é€léocytes et les

ovocytes.

La tache qui correspond & des stérols libres (en ne se référant

qu'ad la valeur du R_) doit &tre considérée & part. En effet, si elle est

assez fortement radioactive aprés 1 jour d'incubation avec 1'acétate 14C,
comme cela a déja été dit, cette tache est en fait assez complexe. L'é&tude
en chromatographie en phase gazeuse y a révélé en effet la présence d’acides
gras. La radioactivité ne serait-elle pas due uniquement 3 la présence
d’'acides gras ? Objectons cependant, que la radicactivité n'existe que dans
le liquide coelomique et dans les coelomocytes, et gu'elle est & peu prés
nulle dans les ovocytes. L'évolution de la radicactivité entre liquide
coelomigue et coelomocytes y est ainsi tout & fait comparable.

Néanmoins, nous avons entrepris un autre type de recherches
nous avons déposé sur couche mince de gel de silice G des taches éluées
correspondant & des "stérols” de liquide coelomigue, coelomocytes, ou ovocytes
ayant été en présence d'acétate marqué, pendant 1 jour . (Figure 18).

Le solvant utilisé est le Benzéne.

Nous utilisons comme témoins
~ une solution de cholestérol
~ des "stérols” d'oveccytes de 115 pu, obtenus apres fractionnement sur couche

mince des lipides neutres et élution.
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Aprés migration, on observe une tache (correspondaent aux stérols)
et un spot subsiste au dépdt.

Les 2 taches sont éluéss, séchées, reprises dans 200 ul, de Folch.
50 pul sont prélevés pour comptage.

On observe

Pour le liguide coelomigue : radioactivité au niveau de la tache correspondant

aux stérols libres.

. Pour les coelomocytes : radicactivité au niveau de la tache de stérols et

au niveau du dépdt.

. Pour les ovocytes : radiocasctivité au niveau du dépdt et des stérols.

Une manipulation identique a été faite pour des "stérols” d'animaux
ayant subi 8 jours d'incubation : on obtient des résultats semblables.

Le tableau suivant résume nos observations

Tableau FB6 : La radioactivité au niveau des stérols et du dépdt aprés

fractionnement des lipides sur couche mince {(Sclvant : le Benzéne).

Dépdt Stérols
LC 137 0 *
BJ X X P4
c 1 J * % 4
8 J * X OK X
0 17 * x *
8 J * * %

Les étoiles indiguent 1l'importance de la radioactivité observée
(importance relative entre la radiocactivité des stérols et du dépdt du méme

géchantillon).

Ces cobservations nous laissent donc penser que des stérols sont
synthétisés & partir d’acétate.

D'autre part, les variations de radiocactivité observées aprés
différents temps d'incorporation peuvent nous laisser penser gue les

coelomocytes sont un site important pour cette synthése.
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Afin de confirmer la présence de stérols radioactifs, une autre
manipulation a été effectuée : des "stérocls” de coelomocytes et d'ovocytes,
mis en présence d'acétate marqué durant 3 jours, ont &té élués de la couche
mince lors de la séparation des lipides neutres. Lgs éluats sont séchés,
récupérés dans l'alcool & 96°, mis en présence d’une solution aqueuse de
digitonine. Il doit alors y avoir précipité des stérols {on rend plus visible
ce précipité par addition d'un peu de cholestérol). Le précipité est repris
dans 250 ul de CHCla/CHSDH, puis S50 ul sont prélevés pour comptage.

On observe alors de la radioactivité, celle-ci étant particuliérement
importante pour les ovocytes, qui ont d*ailleurs 2 3 jours, un taux plus &élevé

de radicactivité dans la tache de stérols (taux supérieur aux coelomocytes]).

3°) La Biosynthése des Stérols chez les Invertébrés.

Les résultats exposés ci-dessus nous laissent penser que Perinereis
cultrifera peut synthétiser des stérols & partir d'Acétate. Une étude complé-
mentaire serait néanmois intéressante pour confirmer cette hypothése et con-
naltre la nature des stérols.

Outre les Insectes, bien peu de travaux existent sur la nature des
stérols d Invertébrés. Citons néanmoins : M.L. SWIFT et M.B. GHASSEMIEH {13580)
et S.I. TESHIMA et G.W. PATTERSON (1880, 1881), chez 1'huitre Crassostrsq
virginica ; D. SICA (1880) chez des Mollusques Gastéropodes et céphalopades ;
A. KANAZAWA et C011:(1977) chez les Coelentérés, M.V. PIRETTI et G.P. SERRAZANE
chez la crevette Penaeus_creraturus. Pour les Annélides, nous avons les tra-
vaux de P.A. VOOGT (1874 a et bl et J.A. BALLANTINE (1978].

‘ Nous 1l'avons déja écrit (cf. pages 8 et S) de nombreux Invertsbrés
ne peuvent synthétiser de stérols & partir de simples précurseurs, tels gue
l'acétate. C'est le cas des Insectes, des Arachnides, des Grustacés,...

Chez les Annélides, animaux moins évolués, nous serions tentés de
penser qu'il en est de méme. Cependant le probléme est plus complexe.

P.A VOOGT (1974 b) travaillant sur différents oligochdtes, montre
que Tubifex tubifex et Enchytraeus buchholtzi peuvent synthétiser des stérols
4 partir d'acétate. Au contraire lumbricus terrestrisne peut le faire,ni & par
dacétate, ni 3 partir de mévalonate. Celd serait dd & son milieu de vie terrestn

P.A. VOOGT (1974 &) a aussi étudié la Biosynthése des stérols chez
les Poychdtes : lereis diversicolor, Nephthys hombergitet Spirographis spallanac
ni peuvent synthétiser des stérols & partir d'acétate - 14,0 -

VOOGT cite d’ailleurs les résultats de différents auteurs qui, chez
Aventecla marina et Arphitritecrnata, vont dans le méme sens.

Notre étude chez Perinereis cultrifera semble ainsi &tre confirmse.
peut supposer que la capacité da synthétiser des stérols est une proprifte com-

murs aux Polychates.



CONCLUSION

Dans notre D.E.A. nous aVcns gtudié les relations métaboliques
entre le Liquide Coelomique, les Coelomocytes et les Ovocytes chez
Perinereis cultrifera . Nous avons ici complété cette recherche en s’attachant

uniquement au métabolisme lipidigue de ces vers.

Au cours de 1l'ovogenese on chserve une augmentation de 1l'importance
relative des éléments figurés par rapport & la masse totale de substance
séche du milieu intérieur. Ce sont surtout les lipides qui en sont responsables.
Ces lipides constituent d'ailleurs une part importante du milieu intérieur de
P. cultrifera (jusgue 30 % de la masse totale de substance séche). Les Ovocytes,
au cours de leur maturation, concentrent une grande partie de ces lipides gui
- finissent par représenter 40 % de leur résidu sec. Ce taux important de lipides
des Ovocytes succéde & une teneur importante dans les Coelomocytes, puis le
Liguide Coelomique.

Les différentes classes dé lipides évoluent assez différemment dans
les trois fractions, Liguide Coelomigue, Coelomocytes et Ovocytes.

Les Monoglycérides et Diglycérides [que nous n’avons pas séparésdans
nos dosages) sont surtout apondants dans le Liquide Coelomigue, ou ils
représentent 30 % des lipides neutres chez les animaux jeunes, mais plus gue
15 % & l'approche de la maturité génitale. Ils sont par contre moins abondants
dans Coelomocytes et Ovocytes.

Les Triglycérides sont auscontraire importants dans les Coelomocytes,
ol ils tendent 3 augmenter, et dans les Ovacytes, ol leur importance diminue
8u cours de l'ovogenése. Nous avons aussi observé gu'en conditions anhormonales
les Triglycérides s’accumulent dans les Coelomocytes (mais gue de telles conditions
n'ont aucune influence sur les Dvpé&tes).

Avec ces résultats nous avons pu faire une analogie avec ce gue 1’on
observe chez les Insectes : taux élevé de Diglycérides dans 1'hémolymphe, et

de Triglycérides dans un tissu de réserve, le Corps Gras.

Dans les Coelomocytes une modification importante du métabolisme se
produit vers 150 p , puisqu’a ce stade il y a augmentation du taux d'Acides

Gras Libres.



L'étude des Phospholipides nous a aussi montré une modification -
du métabolisme vers 140-150 u.

A ce stade 11 y a en effet dans les Phospholipides d'Ovocytes
des variations des taux d'ecides gras insaturés et saturés, de la longueur
de chaine de ces acides gfas et du taux d'acide oléique par rapport & 1l'acide
vaccénique. Aprés 150 u , plus aucune modification ne semble affecter ces
acides gras.

A 140 u , 1la nature des Phospholipides d'Ovocytes est auési différente
il y a chute des taux de Phosphatidyl Sérine et de Phosphatidyl Ethanolamine
par rapport au taux de Phcsphatidyl Choline.

Dans les Coelomocytes, des dosages montrent aussi la .prédominance
de la Phosphatidyl Choline avant. 140 u . Le.taux de Phasphatidyl Choline
diminue ensuite au pro%it de 1la Phosohatidyl Sérine et ;PhOSphatidyl Ethanolami

L'incorporation du Glycérol - C a d'autre part montré une
importante synthése de Phespholipides, & la méme période de l'ovogenése, &

la fois dans les Coelomocytes et les Ovocytes.

Il est intéressant ici de rappeler ce que l'on avait observé dans
notre D.E.A. : une fraction macromoléculaire existe & la fois dans le Liguide
Coelomique, dans les Coelomocytes et dans les Ovocytes. Nous avons observeé .
que cette fracticn prend de 1'importance au moment de la submaturité génitale,
notamment dans les Coelomcocytes. Vers 140 py , elle s’enrichit particulierement
en glucides avec, depuis le stade ovocytaire de 120 u , apparition d'Acide
Sialique dans Coelomocytes et Ovocytes, et augmentation du Galactose et du
Fuccse dans les Coelomocytes, et du Galactose, Fucose, Rhamnose, N-Acétyl
Hexosamines dans les Ovocytes.

Comme dans 1'étude du métabolisme lipidique on observe donc toujours
1'apparition d'une intense activité métabolique en prévitellogenése, notamment
dans les Coelomocytes.

D'autre part, dans notre D.E.A, nous avons pu montrer que les
Coelomocytes sont d'importants lieux de synthése des acides gras contenus
dans la fraction macromcléculaire : les acides gras appartenant aux quetre
séries métaboliques apparaissent d'abord dans les Coelomocytes. Cela a
particulierement ét& montré pour les acides gras des séries palmitoléigue,
linoléique et linolénique. D'autre part la biosynthése des acides gras saturés

(hélice de “WAKIL) s'effectuerait aussi dans la fraction coelomocytaire.
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Les Coelomocytes apparaissent ainsi comme un lieu important de
stockage et de biosynthése d'acides gras, leur évolution se faisant souvent
parallélement avec le Liguide Coelomique. Par contre les Ovocytes semblent

le plus souvent consommer ces acides gras.

Comment est favorisé et orienté le métabolisme de ces acides

gras ?

Chez des Vertébrés, comme chez.certains Invertébréds, on sait qu'il
existe un meécanisme endocrine qui intervient aussi bien sur la synthése des
acides gras, que sur leur libération dams le milieu intérieur (sérum ou
hémolymphel.

Nous avons cbservé gque les conditions anhormonales favorisent la
mise en réserve de lipides (sous forme de Triglycérides) par les Coelomocytes,
mais gue cela n'a aucun effet sur les réserves ovocytaires. Les Coelomocytes
semblent donc sensibles & un facteur hormonal.
| D’'autre part les conditions anhormonales favorisent la libération
des acides gras des Stérols Estérifiés des Coelomocytes et des Ovocytes.
Cependant, dans les Coelomocytes, cela ne se traduit pas par une hausse de
Stérols : ces Stérols (sous forme libre ou estérifiée) sont vraisemblablement
libérés dans le milieu intérieur.

On a pu en effet observer que si les Stérols Estérifiés apparaissent
précocement dans les Coelomocytes, c’est dans le Liquide Coelomique qu'ils
atteignent un taux de plus en plus &levé, jusqu'd représenter 25 % des lipides
neutres & 130 u . Notons gque les acides gras des Stérols Estérifiés du Ligquide
Coelomigque, des Coelomocytes et des Ovacytes sont assez semblables avec un
important teux d'ascides gras saturés, présence surtout d’acides gras a
18 carbones, et prédominance de l'acide oléigue sur l'acide vaccénigue.

D'autre part 1'auvgmentation de la teneur en Stérols libres dans les
Ccelomocytes et le Liquide Coelomique se fait de fagon paralléle. L'injection
d’Acétate - C montre aussi une avgmentation paralléle de la radiocactivité
dans la fraction stéroligque des Coelomocytes et du Liquide Coelomique.

Dans les Ovocytes les Stérols libres ne sont abondants qu'a l'approche

de la maturité génitale et chutent ensuitas.
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Les Stérols d'Annélides sont peu e€tudiés. Beaucoup d'hormones et
de phéromones sont des stéroides : nos résultats nous laissent penser a un
role endocrine possible de ces Stérols de P. cultrifera . On peut notamment
rappeler l'existence d'une substance feed-back gui agit sur l'activiteé
endocrine du cerveau (C.CARDON et M.PORCHET, 1873) et qui pourrait tres

bien avoir une composante stérolique.

Que ce soit dans le métabeolisme protéique, glucidique, ou lipidigue,
la fraction coelomocytaire joue donc un réle particulierement important.

Dans cette étude, l'injection de précurseurs radiatifs (Glycérol -
14 C et Acétate - * C) nous ont fourni des résultats particuliérement
intéressants.

D'une part les Ovocytes peuvent incorporer activement le Glycérol
et le métaboliser sous forme de Triglycérides.
. D'autre part les Coelomocytes incorporent aussi ce Glycérol et le
métabolisent en Monoglycérides, Diglycérides et Triglycérides, puis liberent
ces glycérides dans le Liquide Coelomigue sous forme de Mono ou Oiglycérides.

L'injection d'Acétate - - C confirme et complate ces résultats
il y a bien formation de Triglycérides dans les Coelomoccytes. Ces Triglycérides
sont ensuite catabolisés en glycérides plus simples avec libération d’acideé
gras, Les Monc et Diglycérides restent & des taux élevés dans le Liquide

Coelomique.

On peut ainsi imaginer deux voies possibles pour la pénétration des

lipides servant a la maturation ovocytaire

1er processus : les ovocytes puisent le matériel dont ils ont besoin

directement dans le liguide coelomique.

2éme processus : les coelomocytes métabolisent les glycérides.

Ces glycérides s'accuuulent dans les cellules coelomigues sous forme de
Triglycérides. Ceux-ci sont ensuite libérés dans le Liquide Coelomique et
gagnent 1'Ovocyte sous forme de Mono ou Diglycérides. Dans 1'Ovocyte, les

glycérides sont alors mis en réserve sous forme de Triglycérides.

Le premier processus avait déja été mis en évidence pour d’'autres

précurseurs : 1'0Ovocyte peut puiser directement dans le Liquide Coelomique
. P

des monosaccharides et des acidss aminés, et les utiliser pour réaliser ses
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syntheses de vitellus et d'alveécles corticaux (A. DHAINAUT, 1867;
A. DHAINAUT et M. PORCHET, 1977 a et b). '

Le deuxizme processus =st assimilable &8 ce qui a dé&ja été mis
en évidence chez les Insectes. L’'hémolymphe transporte les glycérides
sous forme' de Diglycérides véhiculés par une lipoprotéine. Cependant le
nombre peu important de vésicules de pinocytose que les études ultrastructurales
ont mis .en évidence au niveau de l'enveloppe ovocytaire, laisse présager que
seul un matériel de faible poids moléculaire peut pénétrer dans 1'Ovocyte.

Par les technigues d’'immunoélectrophorése nous avons testé la fraction
macromgléculaire des Coelomocytes {A. DHAINAUT, M. PORCHET et F. FONTAINE, 1S80)
‘ces cellules possedent au méme moment les mémes déterminants antigéniques que
le Liguide Coelomique et les Ovocytes. A partir de 120 u , jusqu'd la maturité,
il existe ainsi un matériel identique. Cette substance n'existe pas chez les
méles ou les trés jeunes femelles. FISCHER (1978), chez Nereis virens avait 1lui
aussi montré 1'existence d'un antigeéne commun au Liguide Ccelomigue et aux
Ovacytes. Cet auteur 1l'assimile 3 une vitelline.

Comme on l'a déja rappelé, on a pu observer chez P. cultrifera une
similitude du fractionnement sur Séphadex du Liquide Coelomique, comme des
extraits de Coelomocytes et d'Ovocytes, ol on retrouve la méme fraction
macromoléculaire, contenant glucides, lipides et prot&ines.

Cependant le matériel spécifique au Liquide Coelomigque femelle pourrait
ne pas étre impliqué dans 1l'élaboration du vitellus, mais plutdt dans celle dss
alvéoles corticaux. Le stade ol on retrouve l'antigéne commun et ol se produit
une intense activité métabolique, coincide en effet avec le début de la synthase
des alvéoles corticaux.

Enfin, 1'injection d’Acétate - VU'C a permis de mettre en évidence
que les Perinereis cultrifera pourraient synthétiser derovo les Stérols. Cela
semble &tre une propriété commune aux seules Annélides Poiychétes, puisque les
Oligochétes ne peuvent le faire. Cette observation est intéressante puisque 1'on
sait gue chez les Insectes, les Crustacés, les Arachnides et les Diplopodes, il
n'y a pas non plus de voie de synthése de 1'Acétate au Cholestéraol et que tous

les Stérols sont donc d'origine alimentaire ou proviennent de symbiotes.

Dans cette étude du métesbolisme lipidique et de son rdle dans 1'ovogendse
chez Perinereis cultrifera nous avons ainsi pu voir que chez les Anndlides il

existe de grandes variations dans le métabolisme et la physiologie de la repraductior
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qui refletent l'hétérogénéité de leur évolution et des modes de reproduction.
D'autre part la connaissance des processus de transport des lipides

a progressé ces derniéres années. Cependant les seuls résultats chez les

Invertébrés ne concernent gque des espéces du phylum des Arthropodes

{Insectes ou Crustacés), comme le rappelle M.J. CHAPMAN (1380) dans son

importante synthése sur les lipcprotéines animales. Ainsi il serait intéressant

de poursuivre cette étude et de caractériser les lipoproteines servant au

transport des lipides chez Perinerets cultrifera. 0'autre part la nature des

Stérols de notre Annélide et peut-&tre lé rdle des Coelomocytes dans cette

synthése serait aussi une voie intéressante de recherches.
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RESUME

Apres leur identification, nous avons étudié 1'évclution des différentes classes
des lipides neutres dans le liquide coelomique, les coelomocytes et les ovocytes. L'étude
des phospholipides est aussi faite de fagon succincte.

Nos résultats montrent le rf8le de tissu de réserve joué par les coelomocytes
qui accumulent des triglycérides et libérent des glycérides plus simples (mono et diglycé-
rides) qui sont & une teneur importantz dans le liquide coelomique.

Nous observons aussi une intense activité métabolique vers 140-150 u, principale-
ment dans les coelomocytes, qui sont en outre sensibles & un facteur hormonal.

L'injection de glycérol - 14c ot d'acétate l“C confirme ces résultats.

‘ Chez les Annélides Polychétes, l'origine des réserves ovocytaires est un probléme
depuis longtemps discuté. On sait gue 1l'ovocyte peut utiliser des précurseurs simples
(acides aminés et monosaccharides) pour ses synth&ses de vitellus et d’'alvéoles corticaux.
Nous montrons ici qu'ils peuvent aussi synthétiser rapidement des Triglycérides directement
3 partir du glycérol injecté.

L’apport de matériel synthétisé par les é&léocytes a déja été suggéré. Nos résultats
appuient cette hypothése.: des lipoprotéines peuvent jouer le rdle de molécules transporteu-
ses dans le liquide coelomique. Enfin, phénoméne assez rare chez les Invertébrés : les
Perinerets cultrifera peuvent synthétiser de novo des stérols & partir d’acétate. Les
coelomocytes jouent un rdle important dans cette syntheése : on rappelle ici 1l'existence
j'une substance feed-back, qui pourrait trés bien avoir une composante stérolique
synthétisée par les éléocytes.
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