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INTRODUCTION 

Chez l e s  Anné l ides  P o l y c h è t e s ,  l a  c a v i t é  g é n é r a l ~ ,  ou coelome, 

e s t  s p a c i e u s e .  E l l e  e s t  t a p i s s é e  i n t é r i e u r e m e n t ,  a i n s i  q u e  t o u s  l e s  o r g a n e s  

q u ' e l l e  renferme,  p a r  un endo thé l ium P é r i t o n é a l  , t r è s  mince msmbrane à 

c e l l u l e s  a p l a t i e s .  Cette membrane p é r i t o n é a l e  forme un mésen tè re  d o r s a l  

e t  un mésen tè re  v e n t r a l  s o u t e n a n t  l e  t u b e  d i g e s t i f .  E l l e  p r é s e n t e  d e s  r é g i o n s  

p l u s  ou moins abondamment g a r n i e s  de  c i l s  v i b r a t i l e s  q u i  d é t e r m i n e n t  d e s  

c o u r a n t s  dans  l a  lymphe p é r i v i s c é r a l e  (ou l i q u i d e  coe lomique l .  

La c a v i t é  g é n é r a l e  est d i s t i n c t e  d e  l ' a p p a r e i l  c i r c u l a t o i r e  q u i  

e s t  c l o s ,  sang e t  l i q u i d e  coelomique ne se mélangeant  pas .  

C ' e s t  dans  c e t t e  c a v i t é  g é n é r a l e  que  va s ' a c c o m p l i r  l a  m a t u r a t i o n  

d e s  p r o d u i t s  g é n i t a u x  q u i ,  s e  d é t a c h a n t  p récocement ,  y  f l o t t e n t  en g r a n d e  

q u a n t i t é .  Nais o u t r e  les gamètes ,  on t r o u v e  a u s s i  d ' a u t r e s  c e l l u l e s  : d e s  

P r o t o z o a i r e s  p a r a s i t e s  e t  s u r t o u t  une c a t é g o r i e  de  c e l l u l e s  coelomiques  

p a r t i c u l i è r e m e n t  i n t g r e s s a n t e ,  les é l é o c y t e s .  

Ces é l é o c y t e s  s e  s o n t  vus a t t r i b u é s  d i f f é r e n t s  noms : lymphocytes,  

l e u c o c y t e s ,  amibocytes ,  phagocy tes ,  g r a n u l o c y t e s ,  c e l l u l e s  ch lo ragog&nes  . . .  
[ v o i r  P.FAUUEL, 19591. Mais on a  pu mont re r ,  notamment chez  S a b e l l a  s p a l l a n -  

zani e t  Amphitr-ite johnstoni(R.P.OALES, 1961,  19641,  que c e s  c e l l u l e s  c o n s t i -  

t u e n t  l e s  é t a p e s  de  l a  v i e  d ' u n  même t y p e  c e l l u l a i r e .  D ' a p r è s  H.0EHORNE 119301 

c ' e s t  N.RONIEU (19231 q u i  a  employé l e  p r e m i e r  1; t e rme  d ' ~ l ~ o c ~ t e s .  c a r  i 1 

a v a i t  o b s e r v é  dans c e s  c e l l u l e s  d e s  g o u t t e l e t t e s  d e  2 à 3  p c o l o r a b l e s  au 

Soudan III e t  au Te t roxyde  d'osmium, donc r i c h e s  e n  g r a i s s e s  non s a t u r é e s .  

Dans n o t r e  é t u d e  il s e r a i t  p l u s  c o r r e c t  d e  p a r l e r  d e  coelomocytes ,  te rme p l u s  

g é n é r a l  q u a l i f i a n t  t o u s  l e s  é l é m e n t s  l i b r e s  du coelome a u t r e s  que l e s  g a m è t e s .  

Le m i l i e u  i n t e r i e u r  d e s  Anné l ides  P o l y c h è t e s  n ' a  s u s c i t é  que  peu 

d ' é t u d e s  b iochimiques ,  s a n s  d o u t e  l e s  p r e m i e r s  a u t e u r s  o n t - i l s  déda igné  c e s  

animaux d e  p e t i t e  t a i l l e .  Sans  d o u t e  a u s s i ,  l e u r  p e t i t e s s e  é t a i t - e l l e  un 

hand icap  pour  l e s  p r e m i e r s  c h e r c h e u r s  q u i  ne p o s s é d a i e n t  pas  encore  l e s  

t e c h n i q u e s  p e r m e t t a n t  a u j o u r d ' h u i  de  f a i r e  d e s  microdosages  . 

Selon M.0URCHON e t  M.LAFON (19511 c ' e s t  ThE.BRAND q u i  en 1927 

a l e  p r e m i e r  t e n t é  une é t u d e  de  l a  compos i t ion  chimique d e  d i f f g r e n t e s  e s p è c e s  

d ' A n n é l i d e s .  



C.G.WILBER e t  W.M.BA'tORS (19471 o n t  a u s s i  f a i t  une é t u d e  g l o b a l e  

de  que lques  Anné l ides  m a r i n î s , é t u d e  q u i  ne concerne  que l a  compos i t ion  en - 

l i p i d e s .  

Bien p l u s  t a r d ,  M.E.CLARK (1963 a  e t  b ,  19641 a  e n t r e p r i s  l ' e x p l o -  

r a t i o n  s y s t é m a t i q u e  d e s  a c i d e s  aminés  e t  de  que lques  g l u c i d e s  du l i q u i d e  

coeiomique de  Nephtys hombergt e t ,  en  1968,  e l l e  f a i t  une é t u d e  comparée d e s  

a c i d e s  aminés  chez  d i f f é r e n t s  P o l y c h è t e s .  

F.B.DE JORGE e t  J.A.PETERSEN (1968)  f o n t  a u s s i  une é t u d e  b ioch imique  

g l o b a l e ,  s e l o n  l a  m a t u r i t é  du v e r ,  d e  d i f f é r e n t e s  p a r t i e s  d e  C h a e t o p t e ~ ~ s  

variopedatus. 

M.L.KARNOVSKY (1969)  q u i  remarque q u ' i l  y a f o r t  peu d e J t r a V a u x  s u r  - 

l e s  composants e t  l e  métabol isme l i p i d i q u e s  d e s  Anné l ides ,  c i t e  A.C.GIESE 

q u i  a e f f e c t u é  en 1966 une a n a l y s e  g l o b a l e  de  l a  compos i t ion  en a c i d e s  g r a s  

de  p l u s i e u r s  i n v e r t é b r é s  mar ins .  

C . G . N .  DE VOOYS (19751 d o s e  l a  t e n e u r  en g lycogène  e t  en  l i p i d e s  

to taux '  chez  Arenicola marina 

F.RAHEMTULLA e t  S.L@VTRUP p r é s e n t e n t  en 1975 une é t u d e  b ioch imi -  

que g l o b a l e  s u r  l e s  Anné l ides .  

Out re  c e s  exemples de  t r a v a u x  q u i  concernen t  donc l a  r e c h e r c h e  

d e s  g l u c i d e s ,  l i p i d e s ,  a c i d e s  aminés ,  d e  l ' a n i m a l  en e n t i e r  ou d e  son milie!  

i n t é r i e u r ,  c e s  d e r n i è r e s  années  on a r e c h e r c h é  q u e l s  p o u v a i e n t  ê t r e  l e  r ô l e  

e t  les  r a p p o r t s  e n t r e  l e s  d i f f é r e n t s  é l é m e n t s  hébergés  p a r  c e  m i l i e u  i n t é r i e u r .  

Le m i l i e u  i n t é r i e u r  c ' e s t ,  chez  l e s  Anné l ides  P o l y c h è t e s ,  comme 

il a é t g  d i t  p l u s  h a u t ,  à peu p r è s  exc lus ivement  l e  l i q u i d e  coelomique,  c ' e s t  

à d i r e  l e  m i l i e u  où s e  f a i t  l a  m a t u r a t i o n  d e s  gamètes .  

Comme a  pu l ' é c r i r e  M.PORCHET (19741 au moment d e  l a  r e p r o d u c t i o n ,  

l e  c o r p s  d e s  heteronereis e s t  p r e s q u e  r é d u i t  à l ' é t a t  d ' u n  s a c  b o u r r é  de  pro-  

d u i t s  g é n i t a u x  mûrs. A i n s i ,  r e m a r q u e - t - i l ,  chez  l e s  Perinereis cu l t r i fera  
/ 

E p i t o q u e s  l e  con tenu  coelomique d e s  f e m e l l e s  ( o v o c y t e s ,  l i q u i d e  coelomique 

e t  coelomocytes)  représenta p l u s  d e  l a  m o i t i é  du p o i d s  t o t a l  de  l ' a n i m a l ,  

a l o r s  que l e  "coelome" du v e r  s e x u e l l e m e n t  i n d i f f é r e n c i é  n ' e n  c o n s t i t u e  que  

10% e n v i r o n .  

D ' a u t r e  p a r t ,  comme l e  s o u l i g n e  A.FISCHER 119741 l ' o v o g e n è s e  e s t  

" d i f f u s e "  chez  l e s  Nereis d a n s  l e  s e n s  où l e s  o v o c y t e s  c r o i s s e n t  dans  l a  c a v i t é  

coelomique p a r t o u t  de  l a  même f a ç o n  s a n s  c o n t a c t  permanent avec  d ' a u t r e s  

c e l l u l e s .  Ces o v o c y t e s  c r o i s s e n t  a i n s i  de  f a ç o n  à peu p r è s  s y n c h r ô n e ' e t  s o n t  

ec~nc un sys tème t e s t  v a l a b l e  pour  é v a l u e r  l e  d e g r é  d e  m a t u r a t i o n  s e x u e l l e  



Comme l ' o n t  montré M.DURCHON e t  M.PORCHET ( 1 9 7 1 ) ,  M.PORCItET (19741 

chaque t a u x  hormonal e s t  c a r a c t é r i s t i q u e  d ' u n e  é t a p e  d é t e r m i n é e  de  l ' é v o l u L  

t i o n  g é n i t a l e ,  e t  l ' a c t i v i t é  e n d o c r i n e  du ce rveau  i n f l u e n c e  d i r e c t e m e n t  l a  

t e n e u r  en  g l u c i d e s  du l i q u i d e  coelomique e t  d e s  ovocy tes .  

Chez l e s  N é r é i d i e n s .  l e s  o v o c y t e s , l i b r e s  d a n s  l a  c a v i t é  du coelome 

vont  donc y p u i s e r  l e  m a t é r i e l  q u i  s e r v i r a  à l ' é l a b o r a t i o n  d e  l e u r s  r é s e r v e s .  

Cela  pose deux problèmes : 

. q u e l l e  e s t  l ' o r i g i n e  du m a t é r i e l  n u t r i t i f  con tenu  dans  l e  

l i q u i d e  coelomique ? 

. q u e l l e s  s o n t  l e s  m o d a l i t é s  d ' a b s o r p t i o n  de  c e  m a t é r i e l  p a r  l e s  

ovocytes  ? 

On pense  d e p u i s  longtemps que l e s  é l é o c y t e s  j o u e n t  un r ô l e  

impor tan t  dans  l ' é l a b o r a t i o n  d e s  r é s e r v e s  o v o c y t a i r e s ,  mais c e l a  n ' a  j amais  

é t é  démontré d e  f a ç o n  f o r m e l l e .  

Dès 1885, W.KUKENTHAL c o n s i d è r e  que l e s  c e l l u l e s  de  l a  c a v i t é  

coelomique d e s  a n n é l i d e s  s o n t  en r e l a t i o n  avec  l e  développement d e s  c e l l u l e s  

g e r m i n a l e s  f e m e l l e s ,  notamment a v e c  l ' é l a b o r a t i o n  du v i t e l l u s .  W.C.MAC INTOSH 

(19071 p a r l e  a u s s i  d ' " o v i g e r o u s  t i s s u e ' ' .  A.0EHORNE (1922 a  e t  b, 1930)  é t u d i e  

a u s s i  c e s  é l é o c y t e s  e t  remarque l e u r  r ô l e  dans  l ' h i s t o l y s e  e t  l a  phagocytose  

m u s c u l a i r e  dans  l e  coelome de  Hediste diversicoZor,  à l a  f i n  de  l a  m a t u r a t i c n  

d e s  o v o c y t e s ,  mais  remarque c e t  a u t e u r  (A.DEHORNE, 19301, c ' e s t  EdfLAPAREDE 

(1868) q u i  a u r a i t  é t é  l e  p r e m i e r  à s ' i n t é r e s s e r  à c e s  c e l l u l e s .  

M.DURCHON e t  M.LAFON (19511 n o t e n t  que l a  m u l t i p l i c a t i o n  e t  l a  

m a t u r a t i o n  d e s  c e l l u l e s  g e r m i n a l e s ,  aux dépens  d e s  é l é o c y t e s ,  s 'accompagnent  

d e  changements i m p o r t a n t s  dans  l a  compos i t ion  chimique du l i q u i d e  coelomique.  

R.P.DALES (19571 e s t i m e  a u s s i  que c e s  c e l l u l e s  coelomiques  j o u e n t  

un rGle  d a n s  l e  s t o c k a g e  e t  l e  t r a n s p o r t  d e  n o u r r i t u r e  chez  c e r t a i n s  Polych6;es.  

R.P.DALES (1961, 1963,  19671 é t u d i e  p l u s i e u r s  P o l y c h è t e s  S a b e l l i d é s  

e t  a f f i r m e  : l e s  c e l l u l e s  coelomiques  c o n s t i t u e n t  un dépô t  pour  l a  n i a t u r a t i c n  

des  gamètes .  

R.P.DALES (19641, à propos  du P o l y c h è t e  T e r e b e l l i d a e  Amphitrite 

j o h s t o n i  d i t  que  l e s  é l é o c y t e s  accumulent  h u i l e  e t  g lycogène  d e s t i n é s  aux 

gametes. 

A.OHAINAUT (1966 a l  a  f a i t  l ' é t u d e  u l t r a s t r u c t u r a l e  d e s  é l é a c y t c s  

de  i k r e i s  psbagica à l ' a p p r o c h e  d e  l a  m a t u r i t é  s e x u e l l e  e t  i l  montre  a u s s i  

(1266 b )  que  l a  membrene d e s  o v o c y t e s  d e  fllereis pezagica en c o u r s  d e  v i t e l l o -  

gzcèse  e s t  souven t  en  c o n t a c t  a v e c  l e s  é l é o c y t e s .  C e t t e  rncnbrane dEs ovocytc-3  

?st t r a v e r s E s  d e  m i c r o v i l l o s i t é s  t u b u l a i r e s  e t  r e c t i l i g n u s  don t  l ' ~ x x r 6 m l t e  

n ; ~  e n  con tac t  avec  des  r o s e t t e s  d e  g lycogène  d e s  é l é o c y t e s .  



R.P.DALES (19681 n o t e  que  l e  g lycogène  e t  l ' h u i l e  d e s  coelomocyLeç, 

b i e n  que p r é s e n t s  e n  g r a n d e  q u a n t i t é ,  semblen t  ê t r e  i n u t i l i s a b l e s ,  a l o r s  - 
que l e  g lycogène d e s  musc les  peu t  ê t r e  r é d u i t  : l e s  coelomocytes  de  SabeZZa 

spaZZanzani peuvent  c o n t e n i r  p r è s  de  l a  m o i t i é  d e  l e u r  p o i d s  t o t a l  de  

m a t i è r e  sèche  s o u s  forme d e  l i p i d e s  e t  1 /5  s o u s  forme de  g lycogène ,  ma i s  

t a n d i s  que c e s  v e r s  peuvent  s u r v i v r e  en  c o n d i t i o n s  a n a é r o b i e s  pendant  25 h e u r e s ,  

c e s  r é s e r v e s  ne s o n t  pas  a f f e c t é e s .  Du g lycogène  e s t  u t i l i s é ,  ma i s  p a s  c e l u i  

d e s  coelomocytes.  Les  r é s e r v e s  d e s  coelomocytes  semblen t ,  p e n s e - t - i 1 , d e s t i n É e s  

aux gamètes.  

R.T.HESS (1970)  f a i t  l ' é t u d e    ultra structurale d e s  é l é o c y t e s  d e  

1 'Anné l ide  Enchytraeus fragmzntosus e t  pense  que  c e s  c e l l u l e s  j o u e n t  un r ô l e  

dans  l a  s y n t h è s e  d e  p r o t é i n e s  dans  l a  r é g é n é r a t i o n ,  a i n s i  que  d a n s  l e  t r a n s -  

p o r t  d e  m a t é r i e l  n u t r i t i f  e t  d ' e x c r é t i o n .  

R.L.PRESTON ( 1 9 7 1 ) s u r  GZycera dibranchiata:les coelomocytes  a c c u -  

mulent  c e r t a i n s  amino-ac ides .  

P.C.SCHROEDER (1971)  n o t e  l ' e x i s t e n c e  d e  c o n t a c t s  e n t r e  o v o c y t e s  

e t  é l é o c y t ~ s  à d i f f é r e n t e s  é t a p e s  d e  l ' o v o g e n è s e  ( c h e z  Nereis gmbeif comme 

c e l a  a  d é j à  é t é  montré  c h e z  d ' a u t r e s  a n n é l i d e s  t e l s  que N.peZagica ( A . D H A I N A U T ,  

19661. A.FISCHER f e r a  en  1974 l a  même o b s e r v a t i o n  chez  PZatynereis dwneriZii. 

K.J.ECKELBARGER (19741 t r a v a i l l e  s u r  l e  P o l y c h è t e  T e r e b e l l i d a e  

NicoZea zostericola : 1 ' o v o c y t e ,  é c r i t - i l ,  a b s o r b e  d e s  s u b s t a n c e s  d a n s  l e  . 

l i q u i d e  coelomique.  D ' a u t r e  p a r t  : chez  l e s  coelomocytes  deux t y p e s  d e  

c e l l u l e s  s e  s u c c è d e n t ;  d a n s  l e  p remie r  t y p e  p r é s e n c e  d e  l i p i d e s  e t  d e  g lycogène ,  

d a n s  l e  deuxième t y p e  a p p a r i t i o n  d ' u n e  s y n t h è s e  d e  p r o t é i n e s ,  m a t é r i e l  d e s t i n é  

à I ' o v o c y t e .  

Notons q u ' a u c u n e  é t u d e  u l t r a s t r u c t u r a l e ,  pas  p l u s  c e l l e s  d e  

A.DHAINAUT, P.C.SCHROEDER ou K.J.ECKELBARGER, n '  a pu démontrer  l e  t r a n s f e r t  

d e  m a t é r i e l  d e s  coelornocytes  v e r s  l e s  o v o c y t e s .  Dans t o u s  l e s  c a s  on n e  r e l è v e  

que d e s  r a p p o r t s  d e  c o n t i g u i t é  e n t r e  c e s  deux c a t é g o r i e s  c e l l u l a i r e s .  

D ' a u t r e  p a r t ,  l e  nombre peu i m p o r t a n t  d e  v é s i c u l e s  de  p i n o c y t o s e  o b s e r v é  

au niveau de  l ' e n v e l o p p e  o v o c y t a i r e  l a i s s e  p e n s e r  que s e u l  un m a t é r i e l  de  

f a i b l e  po ids  m o l é c u l a i r e  p e u t  p é n é t r e r  dans  l ' o v o c y t e .  A i n s i  l ' o v o c y t e  p e u t  

r é a l i s e r  s e s  s y n t h è s e s  d e  v i t e l l u s  e t  d ' a l v é o l e s  c o r t i c a u x  à p a r t i r  d e  

p r é c u r s e u r s  s i m p l e s  : a c i d e s  aminés e t  monosacchar ides  notamment ( A . D H A I N A U T ,  

1967; A . D H A I N A U T  e t  V.PORCHET, 19771. 

Les r é s u l t a t s  o b t e n u s  e n  immunologie (A-DHAINAUT, N.PORCHET e t  

F.FONTAINE, 1980)  mont ren t  c h e z  Perinereis cuZtrifera q u ' i l  e x i s t e  d a n s  l e  

l i q u i d e  coelomique une s u b s t a n c e  p r é s e n t a n t  une i d e n t i t é  a n t i g e n i q u e  a v e c  

l e s  coelomocytes e t  l e s  o v o c y t ~ s .  C e t t e  s u b s t a n c e  e s t  a b s e n t e  c h c z  l e s  d ~ : :  

l e s  t r è s  Jeunes  9 . A-FISCHER (19791 a f a i t  une o b s c r v a t i o n  semblab le  c h e z  



1Vereis virens = l ' e x i s t e n c e  d ' u n e  s u b s t a n c e  a n t i g é n i q u e  corniriune a u x  o v o r j / t e s  

e t  au l i q u i d e  coe lomique .  A.FISCHER va  j u s q u ' à  a s s i m i l e r  c e t t e  s u b s t a r i c e  - 

à une  v i t e l l i n e .  

L ' é t u d e  d e  c e t t e  s u b s t a n c e  a  d é b u t é  , a p r è s  f r a c t i o n n e m e n t  du l i q u i d e  

coe lomique ,  d e s  e x t r a i t s  d e  c o e l o m o c y t e s  e t  d ' o v o c y t e s  (A.DHAINAUT, M.PORCHET e t  

F-FONTAINE, 19801 : on o b s e r v e  une  même f r a c t i o n  m a c r o m o l é c u l a i r e  d a n s  l e s  t r o i s  

m i l i e u x  é t u d i é s .  Cette f r a c t i o n  es t  r i c h e  e n  s u c r e  e t  en  p r o t é i n e s .  Dans 

n o t r e  D.E.A. IF.FONTAINE, 19791 nous  a v o n s  a u s s i  é t é  amené à é t u d i e r  ç a  

c o n s t i t u t i o n  en a c i d e s  g r a s .  

Les r e c h e r c h e s  b i o c h i m i q u e s  q u i  o n t  é t é  f a i t e s  c e s  d e r n i è r e s  a n n é e s  

c o n t r i b u e n t  a i n s i  à a p p u y e r  l a  t h è s e  f a i s a n t  d e s  c o e l o m o c y t e s  l e s  r e s p o n s a b l e s  

d e  l a  s y n t h è s e  d e  c e t t e  f r a c t i o n  m o l é c u l a i r e :  l es  v a r i a t i o n s  que  nous  avons  pu 

o b s e r v e r  d u - p o i n t  d e  vue q u a l i t a t i f  e t  q u a n t i t a t i f  d e s  m o n o s a c c h a r i d e s , d e s  

p r o t é i n e s ,  e t  d n s  a c i d e s  g r a s  v o n t  d a n s  ce s e n s  ( A . D H A I N A U T ,  M.PORCHET e t  

F'FONTAINE, 19801 

Dans n o t r e  D.E.A. n o u s  a v o n s  é c r i t  q u e  les c o e l o m o c y t e s  p o u v a i e n t  

ê t re  un l i e u  i m p o r t a n t  d e  s t o c k a g e  e t  d e  b i o s y n t h è s e  d ' a c i d e s  g r a s ,  l e u r  

é v o l u t i o n  s e  f a i s a n t  s o u v e n t  p a r a l l è l e m e n t  a v e c  l e  l i q u i d e  c c e l o m i q u e  

Dans l e s  o v o c y t e s  n o s  r é s u l t a t s  é t a i e n t  i n s u f f i s a n t s .  A u s s i  i l  nous  a  s zmblé  

u t i l e  d e  p o u r s u i v r e  c e t t e  é t u d e .  Sous  q u e l l e s  fo rmes  l e s  l i p i d e s  se p r 6 s e n t e n t -  

i l s  d a n s  l e  l i q u i d e  coe lomique ,  l e s  coe lo rnocy te s  e t  l e s  o v o c y t e s  ? Q u r l l e  

é v o l u t i o n s u b i s s e n t - i l s  a u  c o u r s  d e  l ' o v o g e n è s e  ? Pouvons-nous  m e t t r e  en  i v i d e n c e  

l ' e x i s t e n c e  d ' u n  t r a n s p o r t  d e  s u b s t a n c e s  l i p i d i q u e s  e n t r e  les c o e l o m o c y t e s  

e t  l e s  o v o c y t r s  ? C e  s o n t  l à  q u e l q u e s  q u e s t i o n s  a u x q u e l l e s  nous  

e s s a i e r o n s  d e  r é p o n d r e .  Au c o u r s  d e  c e t t e  é t u d e ,  nous  compare rons  nos  r é s u l t a t s  

a v e c  c e  que  nous s a v o n s  c h e z  l e s  a u t r e s  i n v e r t é b r é s .  C e l a  nous  p e r m e t t r a  d e  

r e s i t u e r .  l e s  p rob lèmes  d e  s t o c k a g e  d e s  l i p i d e s ,  d e  l e u r  t r a n s f e r t  e t  de  l e u r  

r ô l e  d a n s  l ' o v o g e n è s e ,  d a n s  un c o n t e x t e  p l u s  g é n é r a l .  E n f i n  nous  d é b u t e r o n s  

n o t r e  t r a v a i l  p a r  une  mise au p o i n t  s u r  l a  n o t i o n  d e  " l i p i d e s " ,  a f i n  d e  v o i r  

l ' h é t é r o g é n é i t é  d e s  s u b s t a n c e s  q u e  l ' o n  g r o u p e  s o u s  s e  v o c a b l e ,  e t  d o n c  l a  

m u l t i p l i c i t é  e t  l a  r i c h e s s e  d e s  p r o b l è m e s  q u i  s ' y  r a t t a c h e n t .  Nous n ' a ~ i r o n s  

i c i  d ' a i l l e u r s  n u l l e m e n t  l a  p r é t e n t i o n  d ' é p u i s e r  un thème d e  r e c h e r c h e s ,  m a i s  

s in ig lement  d ' a p p o r t e r  n o t r e  c o n t r i b u t i o n  à l ' é t u d e  d e  q u e l q u e s  p r o b l e m e s  

i m u o r t a n t s .  



LES L I P I D E S  - INTERET DE LEUR ETUDE 
................................... 

Ces d e r n i è r e s  a n n é e s  d e  nombreux t r a v a u x  o n t  é t é  c o n s a c r é s  à l a  

b ioch imie  des  l i p i d e s  d e s  mic roorgan i smes ,  d e s  Oiseaux  e t  d e s  Miammifères. 

D ' a i l l e u r s ,  d e p u i s  l e s  a n n é e s  60, d e s  r e v u e s  a p p a r a i s s e n t , u n i q u e m e n t  

c o n s a c r é e s  aux l i p i d e s  : " J o u r n a l  of l i p i d  r e s e a r c h " ,  l i p i d  s e c t i o n  o f  

"Biochimica Biophys ica  Ac ta" ,  " S t e r o l d s " ,  "Advances i n  L i p i d  r o s e a r c h " . . .  

Cependant s i  l e s  r e c h e r c h e s  s e  s o n t  b i e n  d é v e l o p p é e s  chez  l e s  V e r t é b r é s ,  

chez l e s  I n v e r t é b r é s  e l l e s  s o n t  l e  p l u s  s o u v e n t  f r a g m e n t a i r e s .  A i n s i  l e s  

I n s e c t e s  s o n t  l e  s e u l  g roupe  où l e s  t r a b a u x  o n t  é t é  p a r t i c u l i è r e m e n t  impor- 

t a n t s .  E n s u i t e  c ' e s t  chez  l e s  C r u s t a c é s  que l ' o n  t r o u v e  un a s s e z  g r a n d  

nombre de  p u b l i c a t i o n s .  Chez l e s  I n v e r t é b r é s  q u i  nous i n t é r e s s e n t  i c i ,  l e s  

Anné l ides ,  l e s  t r a v a u x  r e s t e n t  r a r e s .  

Outre  les r a p p e l s  concernan t  l a  c l a s s i f i c a t i o n  d e s  l i p i d e s ,  p a r  

que lques  exemples nous voyons i c i  l ' i n t é r ê t  de  l e u r  é t u d e  chez  l e s  I n v e r t é -  

b r é s  où l e s  v o i e s  m é t a b o l i q u e s ,  l a  n a t u r e  e t  l e  r ô l e  d e  c e s  l i p i d e s  s o n t  

'souvent d i f f é r e n t s  d e  c e  que nous savons  c h e z  l e s  V e r t é b r é s .  

Les l i p i d e s  c o n s t i t u e n t  un g roupe  h é t é r o g è n e  où l ' o n  t r o u v e  s u r -  

t o u t  a e s  e s t e r s  d ' a c i d e s  g r a s  à p o i d s  m o l é c u l a i r e  é l e v é  e t  a c c e s s o i r e m e n t  . 

des  amides d ' a c i d e s  g r a s .  L e u r s  p r o p r i é t é s d e  s o l u b i l i t é  dans  l e s  " s o l v a n t s  - 
d e s  g r a i s s e s ' '  s o n t  c a r a c t é r i s t i q u e s .  On a p p e l l e r a  a i n s i  l i p i d e  t o u t  c o r p o s é  

s o l u b l e  ou p a r t i e l l e m e n t  s o l u b l e  dans  l e s  s o l v a n t s  o rgan iques  t e l s  q u e  : 

a l c o o l ,  a c é t o n e ,  é t h e r ,  ch lo ro forme ,  benzène.  

Selon R.AZERAO e t  E.LEDERER (19741 on p o u r r a i t  a i n s i  l e s  c l a s s e r  : 

- L i p i d e s s i m p l e s  ou homol ip ides  ( n e  c o n t e n a n t  que  ca rbone ,  hydrogène e t  oxygène; 

. g l y c é r i d e s  : - e s t e r s  d ' a c i d e s  g r a s  e t  de  g l y c é r o l  

c i r e s  : e s t e r s  d ' a c i d e s  g r a s  e t  de  monoalcools ( a l c o o l s  a l i p h a -  - 
t i q u e s  ou s t é r o l s l .  

. g l y c o l i p i d e s  : l i p i d e s  c o n t e n a n t  d e s  s u c r e s ,  

- L i p i d e s  composés ou h é t S r o l i p i d e s  

. g l y c é r o - p h o s p h o l i p i d e s  ( l i p i d e s  c o n t e n a n t  une molécu le  d e  

g l y c é r o l  e t  d ' a c i d e  p h o s p h o r i q u e ) .  

. s p h i n g o l i p i d e s  ( l i p i d e s  c o n t e n a n t  une molécule  de  s p h i n g n s i n e ) .  

. s u l f o l i p i d e s  (ou s u l f a t i d e s l  : l i p i d e s  con tenan t  du s o u f r e  

( seu lement  dans les p l a n t e s  e t  l e s  mic roorgan i smeç l .  

. g l y c o l i p i d e s  a z o t é s  : l i p a p o l y s a c c h ù r i d e s  b a c t k r i c n s .  

- Covplexes l i p i d i q u e s  ( l i p o p r o t é i n e s  e t  membranes). 



Les memes a u t e u r s  l e s  c l a s s e n t  a u s s i  s e l o n  l e u r  f o n c t i o n  b i o l o g i q u e :  

. L i p i d e s  de  r é s e r v e s  = g l y c é r i d e s  

, L i p i d e s  de  membranes c e l l u l a i r e s  = p h o s p h o l i p i d e s ,  s t é r o l s ,  

( e t  d a n s  l e s  p l a n t e s  = g a l a c t o l i p i d e s ,  s u l f o l i p i d e s l .  

. L i p i d e s  de revê tement  : ( p r o t e c t i o n  e x t r a c e l l u l a i r e  = c i r e s ) .  

Ces c l a s s i f i c a t i o n s  m o n t r e n t  b i e n  l e u r  h é t é r o g é n é i t é .  Néanmoins, 

comme nous l ' a v o n s  d i t  p l u s  h a u t ,  i l s  s o n t  t o u s  p l u s  ou moins s o l u b l e s  d a n s  

l e s  s o l v a n t s  o r g a n i q u e s .  Ce c a r a c t è r e  de  s o l u b i l i t é  l e u r  e s t  c o n f é r é  p a r  l e s  

longues  c h a î n e s  p a r a f f i n i q u e s  d ' a c i d e s  g r a s  q u ' i l s  c o n t i e n n e n t .  

LES ACIDES GRAS 

Dans n o t r e  D.E.A. nous e n  avons  é t u d i é  c e r t a i n s  chez  Perinereis 

cultrifera. Ceux q u e  nous avons  pu i d e n t i f i e r  é t a i e n t  à c h a î n e  l i n é a i r e  : 

. C e r t a i n s  é t a n t  s a t u r é s  ( l e  p l u s  souven t  à nombre p a i r  d ' a t o m e s  

d e  c a r b o n e l .  

. D ' a u t r e s  é t a n t  non s a t u r é s  : à une ( m o n o i n s a t u r é s l  ou p l u s i e u r s  

d o u b l e s  l i a i s o n s  ( p o l y i n s a t u r é s  ou p o l y é t h y l é n i q u e s )  

- les m o n o i n s a t u r é s  = l e s  p r i n c i p a u x  s o n t  : 

L ' a c i d e  P a l m i t o l é i q u e  16 C (16 carboneslA 9-10 ( = d o u b l e  

l i a i s o n  e n t r e  l e s  c a r b o n e s  9  e t  101 

L'acide 01éTque 1 8  C A 9  - 10 

L ' a c i d e  Vaccénique 1 8  C A 1 1  - 1 3  

L ' a c i d e  E r u c i q u e  22 C A 13-14 

: les P o l y 8 t h y l é n i q u e ç  

P 'aCide  l i n o l é i q u e  ( ou c i s  - 9 ,  12  - oc tadécad iéno ïque)  

l ' a c i d e  l i n o l é n i q u e  f o u  c i s  - 9 ,  12 ,  15  o c t a d é c a t r i é n o i q u e )  

l ' a c i d e  a r a c h i d o n i q u e  (ou c i s  5 ,  8 ,  1 1 ,  1 4  é i c o s a t é t r a é n o I q u e 1  

Ces d e r n i e r s  a c i d e s  g r a s  p o l y i n s a t u r é s  s o n t  a p p e l é s  a c i d e s  g r a s  

e s s e n t i e l s  : l ~ u r  absence  d a n s  l a  n o u r r i t u r e  d e s  animaux s u p é r i e u r s  e n t r a î n e  

un grand ncmbre d e  t r o u b l e s .  Les I n s e c t e s  a u s s i  ne peuvent  a j o u t e r  une deuxième 

ou une t r o i s i è m e  doub le  l i a i s o n  à un a c i d e  g r a s  (S.TURUNEN, 19791. 

Cependant pour  aucune e s p è c e  de  D i p t è r e  ( ou d 'Aphide ,  d o n t  l e s  

symbiotes  peuvent  f o u r n i r  t o u s  les l i p i d e s  n é c e s s a i r e s 1  l e s  a c i d e s  g r a s  po ly -  

i n s a t u r é s  ou a u t r e s  ne s o n t  e s s e n t i e l s .  Une e x c e p t i o n  cependan t  parmi c e s  

D i p t è r e s :  CuZex pipiens e s t  le  s e u l  D i p t è r e  connu e x i g e a n t  un acide g r a s  

p o i y i n s a t u r é  e t  l e  p remie r  I n s e c t e  pour  l e q u e l  une e x i g e a n c e  e n  a c i d e  g r a s  

e s s e n t i e l  n ' e s t  p a s  s a t i s f a i t e  p a r  l ' a c i d e  l i n o l é i q u e  e t  / ou l ' a c i d e  l i n o -  

l i j i i ique,  mais e s t  t r i b u t a i r e  de  l ' a c i d e  a r a c h i d o n i q u e  ( R . H . D A D D  e t  J.E.KLEINJî.N, 

:s791. 



On s a i t  a u s s i  que d ' a u t r e s  I n v e r t é b r é s ,  t e l s  que  l e s  C r u s t a c é s ,  

ne peuvent s y n t h é t i s e r  l e s  a c i d e s  l i n o l é i q u e  e t  l i n o l e n i q u e  à p a r t i r  

d ' a c é t a t e  e t  d e  p a l m i t a t e ,  comme l e s  M amrnifères (A.KANAZAWA, S . I .  TESHIMA 

Les GLYCERIOES c ' e s t  à d i r e  l e s  e s t e r s  du g l y c é r o l ,  r e p r é s e n t e n t  

une c a t é g o r i e  i m p o r t a n t e  de l i p i d e s .  S e l o n  l e  nombre d ' a c i d e s  g r a s  f i x é s  s u r  

l a  molécule  d e  G l y c é r o l ,  on p a r l e r a  d e  Mono -, D i  - ou T r i g l y c é r i d e s .  Les 

T r i g l y c é r i d e s  s o n t  h a b i t u e l l e m e n t  c o n s i d é r é s  comme les l i p i d e s  d e  r é s e r v e  = 

i l s  prédominent  l a rgement  en e f f e t  d a n s  les Adipocytes  de  Mammifères. Les 

T r i g l y c é r i d e s  dominent a u s s i  dans  l e  plasma d e s  Mammifères, où i l s  e n t r e n t  

dans  l a  c o n s t i t u t i o n  d e s  macromolécules  ( l e s  l i p o p r o t é i n e s l .  

S i  l e s  T r i g l y c é r i d e s  s o n t  a u s s i  chez  l e s  I n v e r t é b r é s  une forme 

de  s t o c k a g e ,  chez  l e s  I n s e c t e s  c e  s o n t  les O i g l y c é r i d e s  q u i  dominent dans  

l'hémolymphe ( où i l s  e n t r e n t  d a n s  l a  c o n s t i t u t i o n  de  l i p o p r o t é i n e s  v i t e l -  

logènes  ou v i t e l l o g é n i n e s l .  

A u t r e  c a t é g o r i e  i m p o r t a n t e  d e  LIPIDES d o n t  nous p a r l e r o n s  i c i  : 

l e s  STEROLS e t  STEROEDES. 

Le CHOLESTEROL, se p r é s e n t e  s o u s  forme l i b r e  ou s o u s  forme e s t é -  

r i f i é e  p a r  d e s  a c i d e s  g r a s .  

Depuis les t r a v a u x  de  K.E.BLOCH s u r  l e  f o i e  d e  r a t ,  on s a i t  que 

l e  c h o l e s t é r o l  peu t  s e  f o r m e r  à p a r t i r  d e  s q u a l è n e .  Ce s q u a l è n e  e s t  un 

t r i t e r p è n e  : c ' e s t  à d i r e  q u ' i l  c o n t i e n t  t r o i s  f o i s  l a  m o l é c u l e  d ' i s o p r è n e  : 

CH2 = C - CH = CH2 
l 

CH3 

A i n s i ,  d a n s  une c e l l u l e  an imale  d e  v e r t é b r é  l ' a c é t a t e  p e u t  : 

l0 s e  c o n d e n s e r  e n  un d é r i v é  d e  l ' i s o p r è n e .  

2' e n s u i t e  se p o l y m é r i s e r  e n  squa lène .  

3' p u i s  s e  c y c l i s e r  en  s t é r o l .  

D ' a p r è s  K.E.BLOCH, a p r è s  l a  c y c l i s a t i o n  du s q u a l è n e ,  l e s  é t a p e s  

s o n t  : l a n o s t é r o l  -+ zymos té ro l  - c h o l e s t é r o l .  

Les I n s e c t o s  s o n t i n c a p a b l e s  de  s y n t h é t i s e r  d e  s t é r o l s  de  novo 

(E.N.LANBREMONT, 1965, 1972; D.R.NELSON e t  D.R.SUKKESTA0, 1968: S.TURUNEN, 

1973; M.WILLIAMS e t  C o l l . ,  , 1974; R.G.DOWNER,  19781. 

Toute  l a  v o i e  de  s y n t h è s e  d e s  s t é r o l s  e s t  a i n s i  d é l a i s s é e . c h e z  

les I n s e c t e s ,  e t  l e  c n o l e s t é r o l  s u p p o r t e  e n t i è r e m e n t  l e  p r o c e s s u s  d e  

~6velo;pemznt  = il ne p e u t  ê t r e  r emplacé  pal- un i n t e r m é d i a i r e  t e l  que l e  

1anostCrol tH.J.CLARK e t  K.BLOCt-1, 19591. Le c h o l e s t é r o l  e s t  donc r n t i 2 r e m c c ~  



f o u r n i  p a r  l ' a l i m e n t a t i o n ,  e t  l ' i n j e c t i o n  d ' a c é t a t e  m a r q u é  m o n t r e  l ' a b s e n c e  

d e  r a d i o a c t i v i t é  d a n s  l a  f r a c t i o n  s t é r o l i q u e  des t i s s u s  d ' I n s e c t e s  [ o n  a  - 

c h e z  c e r t a i n s  I n s e c t e s  t r o u v é  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é ,  m a i s  l a  b i o s y n t h è s e  d e  

c h o l e s t é r o l  e s t  d a n s  ces cas l ' o e u v r e  d e  s y m b i o t e s e t  n e  p r o v i e n t  p a s  du 

m 6 t a b o l i s m e  p r o p r e  d e  l ' a n i m a l ] .  

Le f a i t  q u e  les i n s e c t e s  n e  p u i s s e n t  f a i r e  l e u r  p r o p r e  s y n t h S s e  

du c h o l e s t é r o l  n ' e s t  d ' a i l l e u r s  p a s  u n  c a s  u n i q u e  c h e z  les  I n v e r t é b r é s  = 

on a  c o n s t a t é  l e  même phénomène  c h e z  les  C r u s t a c é s ,  les D i p l o p o d e s  e t  les  

A r a c h n i d e s  (B.DELAGE, 1 9 6 9 1 .  

P o u r t a n t  l e  c h o l e s t é r o l  a  u n i  i m p o r t a n c e  p r é p o n d é r a n t e  d a n s  l a  

b i o s y n t h è s e  d e s  h o r m o n e s  s t é r o ï d e s  e t  e n  p a r t i c u l i e r  d e  l ' e c d y s o n e .  

E n f i n , l e s  PHOSPHOLIPIDES s o n t  s u r t o u t  c o n s i d é r é s  comme les  

c o n s t i t u a n t s  h a b i t u e l s  des  membranes  c e l l u l a i r e s .  I ls o n t  é t é  t rès p e u  

é t u d i é s  c h e z  les  I n v e r t é b r é s .  

La p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  e s t  l e  p r i n c i p a l  p h o s p h o l i p i d e  c h e z  l a  

' p l u p a r t  d e s  c e l l u l e s  a n i m a l e s  [ m a i s  e l l e  e s t  a b s e n t e  d e s B a c t é r i e s l ,  e t  

s a  p r e m i è r e  f o n c t i o n  d a n s  l a  c e l l u l e  s e m b l e  ê t r e  s t r u c t u r a l  (0.E.VANCE e t  

P.C.C%OY, 1 9 7 9 ) .  Mais comme l e  r e m a r q u e n t  ces d e r n i e r s  a u t e u r s ,  des  e s p è c e s  

d e  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e s  s o n t  c o n n u e s  p o u r  m o d u l e r  l ' a c t i v i t é  d e  c e r t a i n s  

enzymes e t  c e  l i p i d e  p e u t  j o u e r  un r ô l e  d a n s  l a  r é g u l a t i o n  c e l l u l a i r e .  

Des t r a v a u x  r é c e n t s  v o n t  d ' a i l l e u r s  d a n s  l e  même s e n s .  On a 

m o n t r é  l e  r ô l e  d e  l a  m o l é c u l e  d e  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  d a n s  l es  p r o c e s s u s  d e  

d é s a t c r a t i o n  d e  l ' a c i d e  o l é i q u e  e n  a c i d e  l i n o l é i q u e  c h e z  d e s  c h a m p i g n o n s  = 

AspergiZZus ochraceus (L.CHAVANT et c o l l ,  1 9 7 8 1  e t  Mucor mucedo CL.CHAVANT 

e t  c o l l . ,  19791 .  

P a r m i  les rares t r a v a u x  e f f e c t u é s  c h e z  les I n v e r t é b r é s ,  u n e  é t u d e  

d e  E.N.LANBREMOnIIT e t  P.F.DIAL ( 1 9 8 0 1  m o n t r e  c h e z  Acheta domesticus q u e  

l e s p h o s p h o l i p i d e s  d i f f è r e n t  s e l o n  les t i s s u s  e t  q u ' i l  p e u t  e x i s t e r  d e s  d i f -  

f é r e n c e s  a v e c  ce q u e  l ' o n  s a i t  c h e z  les  V e r t é b r é s ,  q u a n t  à l a  n a t u r e  e t  

à l a  p o s i t i o n  d e s  a c i d e s  g r a s .  

E n f i n ,  comme c h e z  les Mammifères ,  c h e z  les I n v e r t é b r é s ,  l e  

m é t a b o l i s m e  l i p i d i q u e  n ' e s t  p a s  u n  s y s t è m e  i n d é p e n d a n t ,  e t .des  i n t e r r e l a t i û n s ,  

e n  p a r t i c u l i e r  a v e c  l e  m é t a b o l i s m e  d e s  s u c r e s .  o n t  é t é  mises e n  é v i d e n c e  : 

l e  t r t 5 h a l o s e  j o u e r a i t  a i n s i  un r ô l e  i m p o r t a n t  c h e z  les  I n s e c t e s  (H.CHIrdO e t  

L.I.GILBERT, 1 2 8 5  b l .  

Dans n o t r e  D.E.A. n o u s  a v i o n s  m o n t r é  1 ' i m p o r t a n c e  d u  l a  c o n c s - , t r i ? -  

t i o n  en g l u c o s e  c h e z  les i n d i ~ i d u s  j e u n e s  : ce g l u c o s e  p e u t  ë t r e  métû2olis2. 

a u ç ç l  b i e n  e n  s u c r e s  q u ' e n  a c i d e s  g r a s .  
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MATERIEL ET METHODES 
.................... 

1 - LA PREPARATION DU MATERIEL BIOLOGIQUE 

1' - Le m a t é r i e l  b i o l o g i q u e  

Nous t r a v a i l l o n s  i c i  p r i n c i p a l e m e n t  s u r  une e s p è c e  d e  Nereidae : 

Perinereis cu l t r i f e ra  [Grübe l .  

En e f f e t  t o u t e  é t u d e  b i o c h i m i q u e  e s t  d ' a b o r d  c o n d i t i o n n é e  p a r  l a  

q u a n t i t é  d e  m a t é r i e l  d i s p o n i b l e .  Le p l u s  s o u v e n t  chaque t y p e  d e  dosage  néces -  

s i t e  1 m i l l i g r a m n e  d e  s u b s t a n c e  s è c h e .  Parmi l e s  e s p è c e s  d e  Nereidae l e s  

p l u s  a i sément  d i s p o n i b l e s ,  s e u l e  Perinereis cu l t r i fera  p o u v a i t  nous f o u r n i r  

d e s  q u a n t i t E s  s u f f i s a n t e s  de  m a t é r i e l .  

Ces Perinereis o n t  é t é  r é c o l t é e s  à Luc-sur-Mer 1Ca lvados l .  

Au L a b o r a t o i r e ,  t o u s  les animaux s o n t  i s o l é s  e t  l e u r  é t a t  g é n i t a l  

dé te rminé  p a r  examen mic roscop ique  e t  mensura t ion  à l ' o c u l a i r e  mic romét r ique ,  

des  ovocytes.  i s s u s  d ' u n e  p o n c t i o n  coelomique.  

Une t r e n t a i n e  d ' o v o c y t e s  s o n t  a i n s i  mesurés.  La moyenne d é t e r m i n e  

l e  diarriètre o v o c y t a i r e  d e  1 ' i n d i v i d u .  

Les v e r s  s o n t  é l e v é s  à l ' o b ç c u r i t é  presque t o t a l e ,  d a n s  d e  l ' e a u  

de mer f i l t r é e ,  s a n s  aucune n o u r r i t u r e ,  l a  t e m p é r a t u r e  é t a n t  ma in tenue  cons-  

t a n t e  e n t r e  12O e t  14OC. 

Deux a u t r e s  e s p è c e s  d ' A n n é l i d e s  o n t  a u s s i  é t é  p a r t i e l l e m e n t  é t u d i é e s  : 

Nereis diversicoZor e t  Arenico ZQ marina. 

Z0 - La s é p a r a t i o n  d e s  c o n s t i t u a n t s  coelomiques  

T o u t e s  les  o p é r a t i o n s  p o r t a n t  s u r  l ' a n i m a l  s o n t  f a i t e s  s e l o n  les 

t e c h n i q u e s  d e  M.DURCHON 119521. 

Le con tenu  coelomique d e  P,cuZtrifera de même é t a t  g é n i t a l ,  e s t  

p r é l e v é  p a r  p o n c t i o n  in t racoe lo rn ique .  

Les ponct ions  sont e f f e c t u é e s  p a r  d e s  m i c r o p i p e t t e s  ( p i p e t t e s  ~ a s t e u r l  

La p i p e t t e  P a s t e u r ,  d o n t  nous v e i l l o n s  à c e  que l ' e x t r é m i t é  s o i t  suffisernment 

é f f i l é e ,  e s t  i n t r o d u i t e  dans  l e  coelome. Le contenu coelomique monte de  

l u i  même d a n s  n o t r e  m i c r o p i p e t t e ,  t a n t  p a r  c a p i l l a r i t é  que  s o u s  l ' e f f e t  d e  

l a  p r e s s i o n  i n t r a c o e l o m i q u e .  

Le con tenu  coelomique a i n s i  p r é l e v é  e s t  c o n s t i t u é  du l i q u i d e  coe-  

lornique, d ' c v o c y t e s ,  d ' é l é o c y t e s  e t  d ' a u t r e s  c e l l u l e s  I p r o t o z o a i r e ç l .  Il nous 

f a u d r a  donc s é p a r e r  c e s  d i f f é r e n t s  é l é m e n t s .  

Nous avons  u t i l i s é  l a  méthode de  s é p a r a t i o n  d e s  c o n s t i t u a n t s  

c o e l c i n i ~ ~ u e s  d é c r i t e  p a r  M.  PORCHET (1974 1. 



Une p r e m i è r e  c e n t r i f u g a t i o n  n o u s  donne  un c u l o t  c o n s t i t ~ 1 6  p a r  

l e s  é l é m e n t s  f i g u r é s ,  l e  s u r n a g e a n t  6 t a n t  l e  l i q u i d e  coe lomique .  

Nous r e c u e i l l o n s  ce l i q u i d e  c o e l o m i q u e .  

Le c u l o t  s u b i t  e n s u i t e  4 l a v a g e s  à l ' e a u  d e  mer. A c h a q u e  l s v a g e  

on e f f e c t u e  une l é g è r e  c e n t r i f u g a t i o n  : c h a q u e  f o i s  l e  s u r n a g e a n t  e s t  

r e c u e i l l i .  

F i n a l e m e n t  on o b t i e n t  un c u l o t  d ' o v o c y t e s .  Un examen c y t o l o g i q u e  

p e u t  nous  p e r m e t t r e  d e  nous  a s s u r e r  q u e  l e  c u l o t  o v o c y t a i r e  es t  d é b a r r a s s é  

d e  t o u t  a u t r e  é l é m e n t  f i g u r é  = c ' e s t  l a  " f r a c t i o n  o v o c y t a i r e "  ou " o v o c y t e s "  

Les s u r n a g e a n t s  s u c c e s s i f s  o b t e n u s  c o n t i e n n e n t  t o u s  les  a u t r e s  

é l é m e n t s  f i g u r é s .  L e s  é l é o c y t e s  en  s o n t  l ' é l é m e n t  dominant .  

Nous par1eron .s  d e  " f r a c t i o n  c o e l o m o c y t a i r e "  ou s imp lemen t  

" c o e l o m o c ~ "  . 
La s o l u t i o n  coe lorn ique  q u i  s u r n a g e  a p r è s  l a  p r e m i è r e  c e n t r i f u g a -  

t i o n  du con tenu  c o e l o m i q u e  e s t  a p p e l é e  " l i q u i d e  c o e l o m i q u e " .  I l  s ' a g i t  d ' u n  

l i q u i d e  t o t a l e m e n t  dépourvu  d ' é l é m e n t s  c e l l u l a i r e s  ou d e  p r é c i p i t é s  o r g a n i q u e s .  

On a  pu a i n s i  o b t e n i r  3  f r a c t i o n s  q u i  p e u v e n t  ê t r e  c o n s e r v é e s  une  

f o i s  c o n g e l é e s  à - 70°C. 

Remarque : t o u t e s  les c e n t r i f u g a t i o n s  se f o n t  à + 4 OC. 

II - L'EXTRACTION DES LIPIDES TOTAUX 

Coelomocytes  e t  o v o c y t e s  s o n t  p r é a l a b l e m e n t  b r o y é s  a u  P o l y t r o n .  

P u i s ,  l i q u i d e  coe lomique ,  c o e l o m o c y t e s  e t  o v o c y t e s  s o n t  l y o p h i l i s i s  

a v a n t  d ' e n  e x t r a i r e  l e s  l i p i d e s .  

Les t e c h n i q u e s  d ' e x t r a c t i o n  d e  l i p i d e s  t o t a u x  v a r i e n t  d ' u n  a u t e u r  

à l ' a u t r e .  

E.G.BLIGH e t  W.J.DYER (19591 u t i l i s e n t  l e  mélange  c h l o r o f o r m e -  

mé thano l  - eau  ( 2 : 2 : 11 .  

T r a v a i l l a n t  s u r  l 'hérnolymphe d e  PeripZaneta americana, O.BOLLADE 

e t  Ph.BOUCROT 11973)  e x t r a i e n t  p a r  l e  c h l o r o f o r m e  - m é t h a n o l  3 /1  ( v / v l  

pendan t  u n e  n u i t  à 2D°C. 

J .Nac LAUGHLIN(19711 t r a v a i l l a n t  s u r  Eisenia foetida m o d i S i e  l a  

t e c h n i q u e  d e  E.G.BLIGH e t  W.J.DYER (19591  : une  s o l u t i o n  d 'ammoniaque à 

2% remplaçan t  l ' e a u  l o r s  d e  l ' e x t r a c t i o n  f i n a l e .  

HOCHINO e t  co11 . (19791 ,  s u r  d e  l 'hémolymphe d ' z n s e c t e ,  p o u r  

n ' e x t r a i r e  que l e s  l i p i d e s  n e u t r e s ,  u t i l i s e  l e  mé lange  i s o p r o p a n o l  - 
hvp tane  ( 4  : 1 )  . A p r è s  d é p h a s a g e  e t  l a v a g e  à l ' e a u  d i s t i l l é e ,  o n  o b t i e n t  

(Ane phase  h e p t ù n o l q u e  c o n t e n a n t  les l i p i d e s  r e c h e r c h é s .  



Quand il s ' a g i t  d e  m a t c r i e l  v é g é t a l ,  l e s  t e c h n i q u e s  d ' e x t r a c t i o n  

s o n t  souven t  p l u s  d r a s t i q u e s .  

J.BARAUD e t  c o l l .  (19731 s u r  l e s  membranes prokoplasrniques e t  l e s  

m i t o c h o n d r i e s  de  Saccharomyces cerevisiae = l e s  l i p i d e s  s o n t  e x t r a i t s  à 

chaud successivernent p a r  l e  ch lo ro forme ,  l e  mélange ch lo ro forme  - méthanol  

( 2  : 11 ( v / v l  e t  l e  méthanol  pur .  Les t r o i s  e x t r a i t s  s o n t  l a v é s  e t  

r e p r i s  p a r  l e  ch lo ro forme  s e l o n  l a  t e c h n i q u e  d e  Folch (19511, exposée  p l u s  

l o i n .  

K.KABATA e t  c o l l .  (1979)  s u r  ChZoreZZa eZZipsoidea f o n t  a g i r  

l e  méthanol chaud s u r  l e s  c e l l u l e s ,  à é b u l l i t i o n  pendant 5  mn. C e t t e  e x t r a c t i o n  

e s t  r é p é t é e  une deuxième f o i s .  Après r e f r o i d i s s e m e n t  e t  c e n t r i f u g a t i o n ,  l e  

r é s i d u  e s t  à nouveau e x t r a i t  au chloroforme - méthanol  1 2 : 1 ,  v /vl .  Après 

c e n t r i f u g a t i o n ,  l e s  e x t r a i t s  l i p i d i q u e s  s o n t  l a v é s  à l ' e a u  a f i n  d ' e n  e x t r a i r e  

les con taminan t s  n o n - l i p i d i q u e s .  La f r a c t i o n  c h l o r o f o r m i q u e  e s t  a l o r s  

c o n c e n t r é e  à l ' é v a p o r a t e u r  r o t a t i f .  

Z.DUBINSKY e t  S.AARONSON (19791 t r a v a i l l a n t  s u r ' l e s  - a l g u e s ,  n o t e n t  

une m e i l l e u r e  e x t r a c t i o n  s i  on a j o u t e  au mélange ch lo ro forme  - méthanol  

( 2 : 1 1 ,  2 à 3 g o u t t e s  d'HC1 11 M. 

P a r  ces  q u e l q u e s  exemplés,  nous voyons  donc que i e s  t e c h n i q u e s  

d I e x t r a c t i o n  d e s  l i p i d e s  t o t a u x  s o n t  a s s e z  v a r i é e s ,  c e r t a i n e s  s e  f a i s a n t  

à chaud,  d ' a u t r e s  à f r o i d .  

Les s o l v a n t s  u t i l i s e s  v a r i e n t  eux a u s s i  : 

Méthanol 

ou Chloroforme-Méthanol ( 2  : 1 ,  3 : 11 

ou Chloroforme-Méthanol-eau /2:2:11 

e t c  . . . 

Après e s s a i s ,  l e  s o l v a n t  c l a s s i q u e  d e  J.FOLCH (1951, m o d i f i é  en :9571 

nous a  semblé s a t i s f a i s a n t .  

C ' e s t  s a n s  d o u t e  l e  sys tème s o l v a n t  l e  p l u s  u t i l i s é ,  t o u t  a u  

moins pour  l e  m a t é r i e l  a n i m a l .  

C ' e s t  un mi lange  d e  ch lo ro forme-méthano l  dans  l e s  p r o p o r t i o n s  

2  : 1  I v / v ) .  

Dans c e  s o l v a n t  = l e  méthanol  d é n a t u r e  l e s  p r o t é i n e s  

l e  ch lo ro forme  f a v o r i s e  l a  mise  e n  s o ? u t i o n  ils; 

l i p i d e s  t o t a u x  



C e r t a i n s  l ' u t i l i s e n t  à + 4OC (G.G.UARTSCH, 197C, J r . P . 0 .  

KWITEROVICI-1 e t  c o l l . ,  1970; M.SUGITA e t  c o l l . ,  1974 ... 1 mais  a u s s i  d 

t e rnê ra tu re  é l n v é e  pour  d e s  c e l l u l e s  v é g é t a l e s  ( J.L.HARLJGOO, A.T.JAMCS, 

1975; K.A.KARLSSON, 1973, 1969; S.S.RAGHAVAN, 1 9 7 4 ) .  

Nous l ' u t i l i s o n s  i c i  à + 4OC ( c e  q u i  a t t é n u e  l ' é v a p o r a t i o n  du 

s o l v a n t ,  e t  empêche l ' a c t i v i t é  d e s  l i p a s e s ) .  

P r o t o c o l e  d ' e x t r a c t i o n  ( v o i r  p l a n c h e  11 

Le l i q u i d e  coelomique e t  1 e s . b r o y a t s  d e  coe lomocytes  e t  d ' o v o c y t e s  

s o n t  l y o p h y l i s é s  e t  pesés .  

R é a c t i f s  : 

- s o l v a n t  d ' e x t r a c t i o n  : ch lo roforme  / méthanol  I 2 : l , v / v l  

- s o l u t i o n  de  NaCl à 9 %, 

L ' e x t r a c t i o n  : 

- chaque e x t r a i t  s e c  ob tenu  a p r è s  l y o p h y l i s a t i o n  e s t  p l a c é  bne 

n u i t ,  s o u s  a g i t a t e u r  magnétique,  à +  OC dans  l e  sys tème  s o l v a n t  d ' e x t r a c t i o n  

( i l  f a u t  e n v i r o n  20 m l  de  s o l v a n t  p a r  gramme de  t i s s u  s e c l .  

- on f i l t r e  sur v e r r e  f r i t t é ,  s o u s  v i d e  -i, e x t r a i t  1  

- l ' i n s o l u b l e  e s t  r e p r i s ,  pendant  1 h ,  d a n s  l e  CHc13/CH30H : ,, 
( e n v i r o n  1 0  m l  de  s o l v a n t  p a r  gramme de  t i s s u  s e c l .  

- on f i l t r e  à nouveau s u r  v e r r e  f r i t t é  -t e x t r a i t  2 

- l ' i n s o l u b l e  e s t  r e p r k s  u n e  d e r n i è r e  f o i s  d a n s  l e  CHCl3/CH3ûH 

2 : l .  Après une 3Eme f i l t r a t i o n  -.9- e x t r a i t  3 .  

Pour é l i m i n e r  l e s  s u b s t a n c e s  non l i p i d i q u e s  s o l u b i l i s é e s  d a n s  l e  

C H C l 3  / CH3 OH , c e t  e x t r a i t  l i p i d i q u e  t o t a l  s u b i t  un déphasage s e l o n  l a  

t e c h n i q u e  de  ÇOLCH. On a j o u t e  un volume de  NaCl à 9 %, pour  5 volumes d e  

s o l v a n t  . * 

Ce déphasage s e  f a i t  pendant  une n u i t , à  + 4OC. 

Après déphasage = l e s  s u b s t a n c e s  h y d r o s o l u b l e s  p a s s e n t  dans l a  

phase  h y d r o a l c o o l i q u e  s u p é r i e u r e .  

La phase  c h l o r c f o m i q u e  renferme l e s  l i p i d e s  t o t a u x .  

III - LA SEFARATION DES LIPIDES NEUTRES ET DES PHOSPHOLIPIDES 
.e .. - 

, Les l i p i d e s  t o t a u x  renfe rment  deux g r a n d e s  c a t e g o r i e s  d c  l i p i d e s  
, 
< . I <  

+ -- o Lrs " l i p i d e s  n e c t r e s "  : 

- Monogly c e r i d e s  

- T r i g l y c é r i d e s  
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chloro formique aqueuse 

( LIPIDES TOTAUX I (impuretés) 



- S t é r o l s  

- S t é r o l s  e s t é r i f i é s  

- Acides  g r a s  l i b r e s  

o Les p h ~ s p h o l i p i d e s  

R.F.LEE e t  D.L.PUPPLONE (19781, A.KANAZAWA e t  S.I.TESHIMA (19791 

s é p a r e n t  l i p i d e s  n e u t r e s  e t  l i p i d e s  p o l a i r e s  s u r  co lonne  d ' a c i d e  s i l i c i q u e  

( K i e s e l g e l  60,  70 - 230 mesh d e  Nerckl .  Les l i p i d e s  n e u t r e s  peuvent  ê t r e  

en e f f e t  é l u é s  au chloroforme.  Les l i p i d e s  p o l a i r e s  l e  s o n t  au  méthanol .  

J.KATZ e t  M.KEENEY (19671les s é p a r e n t  a u s s i  p a r  ch romatograph ie  

d ' a d s o r p t i o n  s u r  c o l o n n e  de 25 g  d ' a c i d e  s i l i c i q u e .  Ces l i p i d e s  n e u t r e s ,  s o n t  

é l u é s  avec  400 m l  d e  ch lo ro forme  - méthanol (99  : 11, l e s  p h o s p h o l i p i d e s  

a v e c  300 m l  de  chloroforme - méthanol  ( 15  : 851,  s u i v i s  de  300 m l  d e  

méthanol - eau ( 98 : 2  1. 

Pour  G.BERTHILLIER, R.LETOUBLON e t  R . G O T  I l9771  l e  r é s i d u  l i p i -  

d i q u e  s e c  e s t  r e p r i s  p a r  l ' a c é t o n e  (100 m l  d e  s o l v a n t /  g . d e  l i p i d e )  q u i  s o l u -  

b i l i s e  l e s  l i p i c e s  n e u t r e s  e t  l e s  g l y c o l i p i d e s .  L ' i n s o l u b l e  e s t  r é c u p é r é  

p a r  c e n t r i f u g a t i o n .  

La s é p a r a t i o n  s u r  co lonne  d ' a c i d e  s i l i c i q u e  a y a n t  l e  d é s a v a n t a g e  

d ' u t i l i s e r  Ce g randes  q u a n t i t é s  d e  s o l v a n t s ,  nous  avons  i c i  u t i l i s é  une 

t e c h n i q u e  de  p r é c i p i t a t i o n  d e s  p h o s p h o l i p i d e s  à l ' a c é t o n e .  

P r o t o c o l e  expér imenta l  

On o b t i e n t  l e  r é s i d u  s e c  d e  l i p i d e s  t o t a u x  p a r  séchage  s o u s  a z o t e .  

C e  r é s i d u  s e c  e s t  s o l u b i l i s é  dans  une p e t i t e  q u a n t i t é  d e  s o l v a n t  de  FOLCH 

( 0 , 5  à 1 m l  au maximum, s e l o n  l a  q u a n t i t é  d e  l i p i d e s  t o t a u x ) .  

On a j o u t e  e n s u i t e  une g r a n d e  q u a n t i t é  d ' a c é t o n e  ( 6  à 8 C o i s  p l u s ) .  

Les p h o s p h o l i p i d e s  s o n t  i n s o l u b l e s  dans  l ' a c é t o n e  e t  v o n t  a l o r s  p r é c i p i t e r .  

On f a i t  une c e n t r i f u g a t i o n  é n e r g i q u e ,  pendant  10 mn. 

@ a n s  l e  s u r n a g e a n t  on a  l e s  l i p i d e s  n e u t r e s  que l ' o n  p r é l è v e  à 

l a  p i p e t t e  P a s t e u r .  

Le c u l o t  e s t  c o n s t i t u é  de  p h o s p h o l i p i d e s  que l ' o n  s ' a p p l i q u e  à 

d é b a r r a s s e r  e n t i è r e m e n t  d e s  l i p i d e s  n e u t r e s  q u ' i l  p e u t  e n c o r e  c c n t e n i r ,  p a r  

deux l a v a g e s  à l ' a c é t o n e .  Après chacun de  c e s  l a v a g e s  on a g i t e  violernment, 

p u i s  on c e n t r i f u g e .  



Les t r o i s  surnageants  acétoniques contenant t ous  l e s  l i p i d e s  neut res  

sont  rassemblés,  en p a r t i e  séchés sous courant  d ' a z o t e  e t  s tockés  avant 

d ' en  f a i r e  l ' a n a l y s e .  

Le cu lo t  de phospholipides e s t  r ed i s sou t  dans l e  Folch e t  e s t  l u i  

a u s s i  s tocké  ( sous a z o t e ] .  

Les échan t i l l ons  t r a i t é s  e t  s tockés  de c e t t e  façon sont  s t a b l e s  

( H . Y . Y E E  e t  c o l l . ,  19801. 

I V  - LA SEPARATION DES DIFFERENTES CLASSES DE LIPIDES NEUTRES 

Nous nous sommes principalement  i n t é r e s s é s  aux l i p i d e s  neu t r e s .  

Leur sépara t ion  en d i f f é r e n t e s  c l a s s e s  peut s e  f a i r e  par chromato- 

graphie s u r  couche mince de Gel de S i l i c e  G ou par  chromatographie s u r  

colonne de g e l  de s i l i c e .  

I o  - La chromatographie d ' adso rp t ion  s u r  colonne d ' a c i d e  s i l i c i q u e  

Au cours de l a  chromatographie d ' a d s o r p t i o n , l e s  composés sont  l i é s  

à l ' adso rban t  s o l i d e  par  des  f o r c e s  p o l a i r e s  e t  ion iques ,  e t ,  plus faiblement  

par  des f o r c e s  non po la i r e s  ou de VAN DER WAALS. La sépa ra t ion  des mélanges 

l i p i d i q u e s  dépend de l a  p o l a r i t é  r e l a t i v e  de chaque l i p i d e  = c e t t e  p o l a r i t é  e s t  

déterminée par l e  nombre e t  l e  type  de groupements p o l a i r e s  de l a  molécule, 

e t  également par l e  nombre e t  l e  type de groupements non p o l a i r e s  ou1 hydro- 

phobes. L 'é lu t ion  de l a  colonne par  des so lvan t s  de p o l a r i t é  c r o i s s a n t e  permet 

l a  sépara t ion  du mélange l i p i d i q u e  en c l a s s e s  dont l a  p o l a r i t é  augmente 

également I G . V . M A R I N E T T 1 ,  19671. 

On observe que l a  s épa ra t ion  complète des l i p i d e s  en c l a s s e s  n ' e s t  

en géné ra l  pas obtenue en une s e u l e  chromatographie en r a i son  des chevauche- 

ments de p o l a r i t é .  Un f ract ionnement  u l t é r i e u r  s u r  couche mince ou s u r  un 

a u t r e  type  de colonne e s t  souvent néces sa i r e  pour i s o l e r  à l ' é t a t  pur ,  l e s  

d ive r se s  c l a s s e s  de l i p i d e s .  

La prépara t ion  du g e l  e s t  f a i t e  se lon  G.ROUSER, G.KRITCHEVSKY, A.YAMAMOT0119671 

L'acide s i l i c i q u e  e s t  mis en suspension dans l e  méthanol (1 kg/31 

de C H 3  O H ) .  

Après un contac t  de 30 mn, l e s  p a r t i c u l e s  l e s  p lus  f i n e s  son t  

é l iminées  par  a s p i r a t i o n .  

Ce lavage e s t  r épé t é  3 f o i s .  Finalement l e  s o l v a n t  e s t  l a i s s é  à 

évapores à température ambiante du l a b o r a t o i r e .  L ' ac ide  s i l i c i q u e  e s t  

e n s u i t e  a c t i v é  une n u i t  à 120°C avant l ' emplo i .  

Le chloroforme e t  l e  méthanol u t i l i s é s  sont  d i s t i l l é s  avant l ' emplo i .  



I O  ou 20 g d 'Ac ide  s i l i c i q u e  a c t i v é  à 120°C e s t  remis  en cuc:2ençion 

d a n s  50 à 100 m l  de  ch lo ro forme ,  e t  é q u i l i b r é s  30 mn à l a  t e ? p é r a t u r e  du  

l a b o r a t o i r e .  Le melange a c i d e  s i l i c i q u e /  ch lo ro forme  e s t  dégùzé s o u s  vies, 

p u i s  t r a n s v a s é  dans l a  co lonne  munie d ' u n  bouchon de  l a i n e  d e  v e r r e  e c  

r e m p l i e  de  C H C 1 3 /  C H 3  OH,  2 : 1  ( v / v l .  

La h a u t e u r  d e  g e l  dans  l a  co lonne  e s t  de  12  à 16 cm. La c o l c a n e  

e s t  e n s u i t e  é q u i l i b r é e  e n  ch lo ro forme  p a r  p a s s a g e  de  200 m l  de  c e  s o l v n t .  

quand i e  s o l v a n t  e s t  à 2 mm au d e s s u s  du n iveau  de  l ' a c i d e  s i l i -  

c i q u e ,  l ' é c h a n t i l l o n  l i p i d i q u e  r e p r i s  dans  5 m l  d e  CHC13  e s t  dt5posé au 

sommet de  l a  co lonne  à l ' a i d e  d ' u n e  p i p e t t e  P a s t e u r .  Après p e n é t r o t i o n  d u  

d é p ô t  dans  l a  co lonne ,  les s o l u t i o n s  d e  r i n ç a g e  s o n t  égalenient  d é p o s é c . ~  a v e z  

p r é c a u t i o n  au sommet de  l a  co lonne .  

L ' é l u t i o n  des  d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s e s t  e f f e c t u é e  avec  des p r s p o r t i c n s  

c r o i s s a n t e s  de  méthanol dans  l e  ch lo ro forme .  

C h a q u e ' f r a c t i o n  e s t  e n s u i t e  é t u d i é e  p a r  chromatographie  s u r  couche 

mince de  g e l  d e  s i l i c e  G.  

S i  l e s  co lonnes  d ' a c i d e  s i l i c i q u e  s o n t  abondamment u t i l i s 6 e s ,  

n o t o n s  que c e r t a i n s  a u t e u r s  u t i l i s e n t  d ' a u t r e s  s u p p o r t s  pour  s j p a r e r  I r r  

l i p i d e s  n e u t r e s  = l e s  c o l o n n e s  de. FLORISIL(60-100 mesh, F l o r i d i n  Co., USAI 

s e l o n  l a  t e c h n i q u e  de  K.K.CARROL (19611 ou l ' a c i d e  s i l i c i q u e  UNISIL (Teshn ique  

d e  M.L.VORBECK e t  G.V.MARINETT1, 19651. 

2 O  - La chromatograph ie  s u r  couche mince 

Nous avons u t i l i s é  l e s  p l a q u e s  d e  Gel de  s i l i c e  G ( K i e s e l g e l  6 0 ,  

Art .12845,  Merckl. P l u s i e u r s  problèmes d e v r o n t  ê t r e  r é s o l u s  : 

- Le choix  du sys tème s o l v a n t  

- La l o c a l i s a t i o n  des  d i f f é r e n t s  l i p i d e s  n e u t r e s  

- L ' i d e n t i f i c a t i o n  de  c e s  l i p i d e s  

a )  La p r é e a r a t i o n  d e s  p l a q u e s  ------ ------------------- 
Afin de l e s  d é b a r r a s s e r  de  t o u t  c o n t a m i n a n t ,  on f a i t  m i g r c r  ? y ?  

l a  p l a q u e  l e  sys tème s o l v a n t  u t i l i s é ,  pendan t  une n u i t .  Ce n ' e s t  q u ' û i ~ r a s  

s é c h a g e  que l ' o n  dépose  nos  é c h a n t i l l o n s .  

D ' a u t r e  p a r t ,  p u i s q u e  l e s  couches  minces  s o n t  p r é p a r é e s  p d r  Li-ale- 

ment d ' u n e  suspens ion  aqueuse ,  on d o i t  l e s  p l a c e r  à l ' é t u v e  pendant ail n z i n s  

une h e u r e  pour  l e s  a c t i v e r  e t  l e s  r e n d r e  u t i l i s a b l e s  en chros ta tographi  t: 

d ' a d s o r p t i o n  ( J .  Pl. B O B ~ I T  e t  c o l l . ,  19721. Une f o i s  a c t i v 5 ~ z  l e s  pli-izucr d ~ i v e :  t 

etri: conse rv5es  en atrnospP2re s è c h e ,  s i  e l l e s  ne s o n t  pas  irn;iiédiate:~t;~it ~ t l i i ; , - .  

b l  Le d é p 5 ~  de  l ' é c h a n t i l l o n  

La m o d i f i c a t i o n  du s o l v a n t  s e r v a n t  d r e d i s s o u d r c  i ' É c h a n t l l : . .  



pour l ' a p p l i q u e r  s u r  l a  couche mince ayant  se lon  R.L.Dk ANGELIS st  co11.(19631, 

un e f f e t  s u r  l a  migra t ion ,  pour l ' é t u d e  des l i p i d e s  n e u t r e s  nous nous sornmss 

mis dans l e s  rnêres condi t iûns  de t r a v a i l  : chaque f o i s  l ' é c h a n t i l l o n  e s t  

d i s sou t  dans l e  CHC.13 / C H 3  O H t Z  : 1 Iv/u1. 

Pour que l ' a i r e  de l a  t âche  s o i t  a u s s i  p e t i t e  que p o s s i b l e  nous 

avons p a r f o i s  opté  peur l ' u t i l i s a t i o n  de c a p i l l a i r e s  en v e r r e  t r è s  é t r o i t s  

obtenus pa r  é t i r s g e  au bec bunsen e t  dont l e  diamètre  i n t e r n e  e s t  d e  l ' o r d r e  

de 1/10 de  mm. Le diamètre  d 'une  t âche  e s t  a l o r s  d ' env i ron  1 mm. L ' a p p l i c a t i o n  

de l ' é c h a n t i l l o n  s ' e f f e c t u e  en met tan t  en c o n t a c t  l e  c a p i l l a i r e  e t  l e  g e l  

de s i l i c e ,  e t  une l é g è r e  p re s s ion  f a i t  descendre l e  l i q u i d e .  Connaissant 

l a  s e c t i o n  du tube e t  en mesurant l ' aba i s semen t  du niveau du l i q u i d e  on d é t e r -  

mine l a  q u a n t i t é  d ' é c h a n t i l l o n  appl iquée  ( t echn ique  recommandée par  A.SIOUFF1 

e t  G. G U I D C H O N ,  1976 1 .  

Pour l e s  é c h a n t i l l o n s  d e s t i n é s  aux dosages,  nous avons f a i t  des  

dépôts  l i n é a i r e s  e t  non p lus  ponc tue l s ,  en chromatographie p répa ra t ive .  

Une technique que nous n'avons pas i c i  u t i l i s é e , r n a i s  qu i  p o u r r a i t  

ê t r e  u t i l e  ul tér ieurement  : comme l e  préconise  Haleem J.ISSAQ (19E01, dans 

l e  c a s  où on n ' a  que t r è s  peu d ' é c h a n t i l l o n ,  on peut f a i r e  une chromatographie 

s u r  couche mince t r i a n g u l a i r e  ( on dépose l ' é c h a n t i l l o n  sur l a  base.  l a  migra- 

t i o n  s ' e f f e c t u e  en augmentant l a  concen t r a t ion  des  d i f f é r e n t s  c o n s ~ i t u a n t s  

de n o t r e  é c h a n t i l l o n ) .  

c l  Le choix du système so lvan t  ------------- ------------- 

Nous l ' avons  f a i t  empiriquement s e lon  l a  méthode préconisée  

par  J.V.BOE3BITT e t  c o l l .  (19721. 

On prépare q u a t r e  p e t i t e s  plaques de chromatographie en y déposan: 

chaque f o i s  l e  même é c h a n t i l l o n  d e  l i p i d e s  n e u t r e s .  

Selon W.TRAPPE (19401, l a  s é r i e  é luotopique  des so lvan t s  par  

p o l a r i t é  c r o i s s a n t e ,  e s t  l a  s u i v a n t e  : 

- Hydrocarbures " l é g e r s "  ( é t h e r  de p é t r o l e ,  hexane, heptane, e t c . . . )  

- Cyclohexane 

- Tétrachlorure  de  carbone 

- Trichloroé thylène  

- Toluène 

- Benzène 

- Dichlorométhane 

- Chlorofcrnie 



- E t h e r  6 t h y l i q u e  

- A c é t a t e  d ' é t h y l e  

- Acétone 

- n-propanol 

- Ethano l  

- Méthanol 

- Eau 

On développe nos 4 couches  minces  dans  l e s  4 s o l v a n t s  s o u l i g n i ç .  

On r é v è l e  e t  on c.ompare l e s  r é s u l t a t s .  On p e u t  a i n s i  généra lement  v o i r  u n  

s o l v a n t  q u i  d é p l a c e  l e s  t a c h e s  t r o p  b i e n  e t  un a u t r e  q u i  ne  l e s  d é p l a c e  p a s  

a s s e z .  Dn pour ra  a l o r s  u t i l i s e r  d e s  mélanges  de  c e s  deux s o l v a n t s  ou b i e n  

l e s  s o l v a n t s  i n t e r m é d i a i r e s .  En g é n é r a l  l e s  m e i l l e u r e s  s é p a r a t i o n s  s o n t  o b t c -  

nues dans  l a  m o i t i é  i n f é r i e u r e  ou l e s  2/3 i n f é r i e u r s  d e  l a  p l a q u e  d é v e l o p ; ~ 5 e .  

D ' a u t r e  p a r t  l ' a d d i t i o n  de  c e r t a i n e s  s u b s t a n c e s  e n t r a î n e  une dimi- 

n u t i o n  d e s  t r a i n g e s  e t  a rné lo i re  les s é p a r a t i o n s .  On a  a i n s i  a j o u t é  une g c u t z s  

d ' a c i d e  a c é t i q u e  g l a c i a l  I e n v i r o n  1 % )  au s o l v a n t  de  développement.  

d l  La l o c a l i s a t i o n  d e s  d i f f é r e n t s  l i p i d e s  n e u t r s s  ................................. ---------_-- 
D i f f é r e n t e s  t e c h n i q u e s  o n t  é t é  mises  e n  o e u v r e  : 

. P a r  v a p o r i s a t i o n  d '  H2s04 à 5 %, p u i s  c h a u f f a g e  à 100' pendant 

15 minu tes .  

I n t é r ê t  : l a  c o l o r a t i o n  d e s  t a c h e s  s e  f a i t  d i f fé remment .  A i n s i  , 

l e s  s t é r o l s  a p p a r a i s s e n t  r ap idement ,  d è s  l e  débu t  du c h a u f f a g e ,  sous  forme 

d ' u n e  t a c h e  rouge v i f ,  q u i  d e v i e n t  e n s u i t e  v i o l a c é .  

Inconvén ien t  : c e  r é v é l a t e u r  e s t  d e s t r u c t i f  e t  l e s  l i p i d e s  s o n t  

a l o r s  i n u t i l i s a b l e s  pour  des  a n a l y s e s  u l t é r i e u r e s .  

. Les v a p e u r s  d ' i o d e  = l e s  p l a q u e s  s é c h é e s ,  a f i n  de  l e s  d 6 b a r r â c s s r  

du s o l v a n t  q u i  l e s  imprègnent ,  s o n t  mises  d a n s  une cuve  s a t u r é e  en vapeur  

d ' i o d e .  L ' i o d e  s e  f i x e  au n i v e a u  d e s  d o u b l e s  l i a i s o n s  d e s  a c i o e s  g r a s .  i e ?  

l i p i d e s  a p p a r a i s s e n t  s o u s  forme d e  t a c h e s b r u n e s .  

C e t t e  méthode e s t  r a p i d e  s i  l a  cuve e s t  b i e n  s a t u r e e  en vapzurs  

d ' i o d e .  Mais l e s  l i p i d e s  ne s o n t  p l u s  u t i l i s a b l e s  pour  d e s  a n a l y s e s  u l t 6 r i ~ 1 : r c s .  

. La rhodarnine a  a u s s i  é t é  u t i l i s é e  : 

- Rhodamine 6 G d e  c h e z  Sigma 

- ou rhodarnine p r é p a r é e  p a r  nos  s o i n s  ( s e l o n  Ch .DELBART,  lS7Cl. 

Le r é a c t i f  e s t  obtenu p a r  d i l u t i o n  extemporanée d e  7 volurr- 

d ' u n e  s o l u t i o n  mère d e  Rhodamine 6 G à 50 r n g / l i t r e  d ' e a u  avec  1 volume JP 

NaOH 4N. 

Après p u l v é r i s a t i o n  e t  examen s o u s  l u m i è r e  u l t r a v i o l e t t e  d e s  

p laques  e n c o r e  humides, l e s  l i p i d e s  n e u t r e s  a p p a r a i s s e n t  en  jiii,r,e - ora;?: . 
Lorsque les p l a q u e s  s o n t  s è c h e s ,  l e s  l i p i d e s  a p p a r a i s s e n t  en  j iur-ie. 

La v i s u a l i s a t i o n  s e  f a i t  s o u s  l u m i è r e  UV d e  365 nni. 



Ce r é a c t i f  n ' e s t  p a s  d e s t r u c t i f  e t  e s t  s p 6 c i f i q u e  d e s  s u b s t z ~ c e s  

l i p i d i q u e s .  

. Une q u a t r i è m e  t e c h n i q u e  a  a u s s i  é t é  u t i l i s é e  : l e  ROact i f  d e  

R.S.WH1GHT - (19711. On v a p o r i s e  une s o l u t i o n  de  1  m l  de  p r i m u l i n e  ( 0 , l  g. 

dans  100 m l  d1Ii2 O 1 a v e c  100  m l  d ' u n e  s o l u t i o n  d ' a c é t o n e  e t  d ' e a u  [ 4 : 1 ,  v/v1. 

La v i s u a l i s a t i o n  s o u s  UV donne une f l u o r e s c e n c e  j a u n e  p â l e  ou b l e u  p â l e  q u i  

permet notamment d e  r é v é l e r  = s t é r o l s  ( e s t é r i f i E s  ou l i b r e s ) ,  a c i d e s  g r a s ,  

g l y c é r i d e s .  C ' e s t  s e l o n  W R I G H T  un r é a c t i f  non d e s t r u c t i f  pouvant  ê t r e  l a r g e -  

ment u t i l i s é .  

e l  L ' i d e n t i f i c a t i o n  d e s  t a c h e s  ........................... 

E l l e  s e  f a i t  avec  d e s  t émoins  ( p r o d u i t s  Sigma]:  

a-Nonopalmitine [ r é f .  N-8879) 

O i p a l m i t i n e  (mélange d ' i s o m è r e s  1 , 2  e t  1 , 3 ,  réf .D-2656)  

T r i p a l m i t i n e  (Réf.T-80021 

C h o l e s t é r o l  (Réf .  CH-SI 

Acide l i n o l é i q u e ~ ( a c i d e  cis-9-cis-12-0ctadécadiénoique,réf.L-13761 

On a  a u s s i  conf i rmé  l ' i d e n t i f i c a t i o n  de  c e r t a i n e s  t a c h e s ,  e n  g r a t -  

t a n t  l e  g e l  de  s i l i c e  d e  chacune d e  c e s  t a c h e s ,  e t  a p r è s  é l u t i o n ,  en, f a i s a n t  

a g i r  s u r  l ' é l u a t  un r é a c t i f  s p é c i f i q u e  - A i n s i  pour  l e s  s t 6 r o l s  : *  

La r é a c t i o n  d e  Lieberrnann - Burchard : 

E l l e  c a r a c t é r i s e  généra lement  l e s  s t é r o l s  possédan t  un h y d r o x y l e  en 3 ,  

6 - é q u a t o r i a l  e t  cne  doub le  l i a i s o n  en 5-6; l a  p r é s e n c e  d ' u n e  c h a î n e  en  ?7 

n ' e s t  pas o b l i g a t o i r e ;  l e s  c é t o - s t é r o l s  e t  l e s  s t é r o l s  s a t u r é s  donnent  l e  p l 3 s  

souvent  une r é a c t i o n  n é g a t i v e .  I l  y a  a p p a r i t i o n  d ' u n e  c o l o r a t i o n  v e r t e  s i  

l ' o n  a j o u t e  à une s o l u t i o n  c h l o r o f o r m i q u e  d ' u n  s t é r o l  un peu d e  mélange 

d ' a n h y d r i d e  a c é t i q u e  - a c i d e  s u l f u r i q u e  ( 9 : l l .  
f 

La r é a c t i o n  d e  Salkowski  : 

Aux s t é r o l s  en  s o l u t i o n  ch lo ro formique  on a j o u t e  1  v o l .  d'H2S01, 

pur .  On o b t i e n t  a p r è s  a g i t a t i o n  deux couches  s u p e r p o s é e s :  

a l  couche c h l o r o f o r m i q u e  rouge  s a n g  : c h ~ l e s t b r n l . , ' ~  

i n c o l o r e  : e r g ' o s t é r o l .  

b l  couche s u l f u r i q u e  r o u g e  brun a v e c  f l u o r e s c e n c e  v e r t e  : 

c h o l e s t é r o l  

rouge i n t e n s e  : e r g o s t é r o l  

V - ETUDE DES LIPIDES NEUTRES SEPARES S U R  COUCHE MINCE 

Les t a c h e s  d e  l i p i d e s  n e u t r e s  o b t e n u e s  s u r  couché mince s o n t  

g r a t l é e s  e t  é l u é e s ,  a f i n  d ' e x t r a i r e  du g e l  d e  s i l i c e  l e s  l i p i d e s  q u ' e l l - s  

c o n t i e n n e n t .  



Le s o l v a n t  d ' é l u t i o n  v a r i e  d ' u n  a u t e u r  à l ' a u t r e .  C i t o n s  : J .DARP,UO 

(19731 q u i  u t i l i s e  pour  to'us les l i p i d e s  l e  mélange chloroforme-méthanol  - eau 

( 6 , 5  : 2 , s  : 4,5, v / v / v ) .  O.BOLLADE e t  Ph.BOUCROT 119731 u t i l i s e n t  l e  

chloroforme-méthanol  1/1 ( v / v ) .  A.C.TURNER e t  W.F.HUTCHISON (19791 p r e n n e n t  

l e  mélange s o l v a n t  : ch lo roforme  - rnjthanol 2:1, I v / v l  pour  t o u s  l e s  l i p i d e s .  

C ' e s t  a u s s i  c e  d e r n i e r  s o l v a n t  ( q u i  e s t  l e  s o l v a n t  u n i v e r s e l  d e s  l i p i d e s ,  

l e  s o l v a n t  de  F o l c h )  que nous u t i l i s e r o n s .  La l o c a l i s a t i o n  d e s  t a c h e s  s u r  l a  

couche mince s e r a . d i f f é r e n t e  s e l o n  l ' u t i l i s a t i o n  q u e  l ' o n  f e r a  u l t é r i e u r e m e n t .  

d e s  l i p i d e s  é l u é s .  

l0 - Etude q u a n t i t a t i v e  des  l i p i d e s  n e u t r e s  

La l o c a l i s a t i o n  d e s  l i p i d e s  n e u t r e s  o b t e n u s  p a r  ch romatograph ie  

s u r  couche mince p r é p a r a t i v e ,  s e  f a i t  aux v a p e u r s  d ' i o d e .  Cependant l ' i o d e  

va i n t e r f é r e r  avec  n o t r e  s o l u t i o n  de  dosage  : a u s s i  l a  couche mince e s t - e l l e  

p a r t i e l l e m e n t  r e c o u v e r t e  d ' u n e  f e u i l l e  de  p a p i e r  d 'a luminium.  

On l o c a l i s e  a i n s i  nos  l i p i d e s  n e u t r e s .  On g r a t t e  l e  g e l  e t  on d o s e  

s e l o n  l a  t e c h n i q u e  d e  J.S.AMENTA 119641. 

a1 P r i n c i p e  d e s  dosages  calorimétriques .................................... 

I l  s ' a g i t  de  d é v e l o p p e r  une c o l o r a t i o n  s o u s  l ' i n f l u e n c e  de  r é a c t i f s  

chimiques  e t  de  l i r e  l a  d e n s i t é  o p t i q u e  ID.0-1 au s p e c t r o p h o t o m è t r e  d l a D s o r p t i o n  

rnolÉcula i re .  

S i  on f a i t  t r a v e r s e r  p a r  un f a i s c e a u  lumineux ( d ' u n e  l u m i è r e  rnono- 

chromat ique ,  c ' e s t - à - d i r e  d ' u n e  l u m i è r e  à l o n g u e u r  d ' o n d e  f i x e  e t  d é f i n i e )  

une cuve à b a s e  c a r r é e  c o n t e n a n t  une s o l u t i o n  d ' u n  p r o d u i t  dans  l ' e a u ,  une  

p a r t i e  de  l a  lumiè re  i n c i d e n t e  va ê t r e  a b s o r b é e  p a r  l e s  m o l é w l e s  de  l a  

s u b s t a n c e  d i s s o u t e .  

S i  l ' é n e r g i e  lumineuse  de  l a  l u m i è r e  i n c i d e n t e  e s t  I o  e t  c e l l e  

d e  l a  l u m i è r e  émergente ou t r a n s m i s e  1, l a  l o i  d e  BEER-LAMBERT i n d i q u e  q u e  
-E.C. 1. 1 = 1 o . e  

En n o t a t i o n  l o g a r i t h m i q u e  ( l o g a r i t h m e  n é p é r i e n )  : 

I o  
Log -= E .  C . l  = D.0 

1 

C = c o n c e n t r a t i o n  d e  l a  s u b s t a n c e  en moles  p a r  l i t r e  dans  l e  s o l v a n t  

1 = longueur  du t r a j e t  o p t i q u e ,  c ' e s t - à - d i r e  l o n s u e u r d e  l a  cuve  

E = c o e f f i c i e n t  d ' a b s o r p t i o n  m o l é c u l ~ ~ i r e ,  s p é c i l i q u e  de  l a  s u b s -  

t a n c e  pour  l a  longueur  d ' o n d e  c h o i s i e  

A i n s i  , 1 e ~ t  une c o n s t a n t e .  

& =  c e t t e  v a l e u r  à une l o n g s e u r  d 'onde  donnée c ç t  one cons tri lit^ 

phys ique  c a r a c t é r i s t i q u e  d ' u n e  s u b s t a n c e  donnge. On u t i l i s a  comme 1 0 i i ~ ~ : u r  

d'cnde c e l l e  p r o d ~ i s a n t  l a  d e n s i t é  o p t i q u e  l a  p l u s  é l e v é e  : g i c  d ' a b s o t , i k i o n  

m.?x imu i i i  d '  une suos  t a n c e  1.  



C ' e s t  l a  v a l e u r  r e c h e r c h é e .  

b1 Dosage  d e s  l i p i d e s  s e l o n  AMENTA ( 1 9 6 4 1  ....................................... 
L e s  l i p i d e s  s é p a r é s  s u r  c o u c h e  m i n c e  s o n t  o x y d é s  d a n s  u n e  s o l u t i o ~ i  

a c i d e  d e  D i c h r o m a t e  [ 2 , 5  g .  d e  K 2  C r 2  O 7  o n t  é t é  d i s s o u t s  d a n s  1 l i t r e  d1H2S04 

36 N 1 .  

La r é d u c t i o n  à l'absorbante 3 5 0  nm e s t  p r o p o r t i o n n e l l e  à l a  

q u a n t i t é  d e  l i p i d e s .  

Le g e l  d e  s i l i c e  c o r r e s p o n d a n t  a u x  d i f f é r e n t s  l i p i d e s  e s t  t r a n s f é r é  

d a n s  d e  p e t i t s  t u b e s  où on a  p l a c é  l e  r é a c t i f  a u  d i c h r o m a t e .  

Un b l a n c  d e  g e l  d e  s i l i c e  c o n t e n a n t  u n e  s u r f a c e  d e  g e l  d e  s i l i c e  

é g a l e  à c e l l e  p o r t a n t  l e s  l i p i d e s  e s t  a u s s i  m i s  d a n s  l e  d i c h r o m a t e .  

Remarque : On p e u t  a u s s i  p r é a l a b l e m e n t  é l u e r  l e  g e l  d e  s i l i c e  a v e c  l e  CHC13/ 

C H 3  OH 2 : l  , o b t e n i r  l e  r é s i d u  sec,  e t  f a i r e  r é a g i r  l e  r é a c t i f  a u  d i c h r o m a t e  

s u r  c e  r é s i d u  s e c .  

On f a i t  2 t é m o i n s  d ' u n e  q u a n t i t é  c o n n u e  d e  l i p i d e s  s t a n d a r d s .  I l  

e s t  b i e n  s û r  i m p o r t a n t  q u e  l e  même volume d e  r é a c t i f  s o i t  u t i l i s é  p o u r  l e  

b l a n c  d e  g e l  d e  s i l i c e  e t  les  l i p i d e s  i n c o n n u s .  

La q u a n t i t é  d e  l i p i d e  i n c o n n u  e s t  d o n n é e  p a r  l a  f o r m u l e  : 

A b s o r b a n c e  du b l a n c  d e  g e l  d e  s i l i c e  
pg d e  l i p i d e s  d a n s  l ' i n c o n n u  - A b s o r b a n c e  d e  l ' i n c o n n u  

Absorbante du b l a n c d e  g e l  d e  s i l i c e  
pg d e  l i p i d e s  d a n s  l e  s t a n d a r d  - A b s o r b a n c e  du s t a n d a r d  

L f f i r é s u l t a t s  v a r i e r a i e n t ,  s e l o n  J.S.AMENTA, d e  3  à 1 6% 

Les  q u a n t i t é s  d e  réac t i f  q u e  n o u s  u t i l i s e r o n s  v o n t  v a r i e r  s e l o n  

l ' i m p o r t a n c e  d e s  l i p i d e s  à d o s e r  = 0 , 2 5 m l  p o u r  20 à 100 pg  d e  l i p i d e s  à d o s e r  

e t  0 , 5  m l  p o u r  100 à 6 0 0  pg  d e  l i p i d e s  à d o s e r .  

Des q u a n t i t é s  s u p é r i e u r e s  é t a i e n t  r a r e m e n t  t r o u v é e s .  

En d e s s o u s  d e  5 0  p g ,  n o s  r é s u l t a t s  s o n t  d e  m o i n s  e n  moins  f i a b l e s .  
+ 

Les v a r i a t i o n s  d e s  r é s u l t a t s  r e s t e n t  a u x  e n v i r o n s  d e  - 3%, comme l ' a  o b s e r v é  

J.S.AMENTA. 



2'-Etude q u a l i t a t i v e  d e s  a c i d e s  g r a s  d e s  d i f f é r e n t s  l i p i d e s  n e u t r e s  

S i  l e s  v a r i a t i o n s  d e s  t a u x  d e  monoglyc6r ides ,  d i g l y c e r i d e s ,  

t r i g l y c é r i d e s ,  s t é r o l s ,  s t é r o l s  e s t e r i f i é s ,  a c i d e s  g r a s  l i b r e s ,  s o n t  i n t é r e s -  

s a n t s ,  on a  auss: c h e r c h é  à v o i r  q u e l s  . é t a i e n t  l e s  a c i d e s  g r a s  que c e r t a i n s  

de  c e s  l i p i d e s  n e u t r e s  pouva ien t  c o n t e n i r ,  e t  comment i l s  v a r i a i e n t  dans  

l i q u i d u  coelomique,  coelomocytes  e t  o v o c y t e s ,  e t  c e l a  d u r a n t  l ' o v o g e n è s e .  

a l  La s a p o n i f i c a t i o n  ----- ----------- 

Après m i g r a t i o n  d e s  l i p i d e s  t o t a u x  s u r  couche mince d e  g e l  de  

s i l i c e ,  avec  l e  sys tème s o l v a n t  E t h e r  d e  p é t r o l e / d i é t h y l e t h e r . / a c i d e  a c é t i q u e  

80 : 20 : 1 I v/v /v l ,  les t a c h e s  s o n t  v i s u a l i s a b l e s  à l a  rhodamine.  E l l e s  

s o n t  a l o r s  l o c a l i s é e s  d 'un  t r a i t  d e  c r a y o n .  

E n s u i t e  on g r a t t e  l e  g e l  d e  s i l i c e  dans  un t u b e .  On v e r s e  e n v i r o n  

1 m l  d e  ch lo ro forme  / méthanol  2 : 1 ( v / v l .  On a g i t e  violemment,  on f a i t  une 

c e n t r i f u g a t i o n .  On p r é l è v e  l e  s o l v a n t  c o n t e n a n t  l e s  l i p i d e s  en  s o l u t i o n .  On 

f a i t  deux a u t r e s  l a v a g e s  du g e l  d e  s i l i c e  ( a v e c  chaque f o i s  a g i t a t i o n ,  s u i -  

v i e  d ' u n e  c e n t r i f u g a t i o n ] .  T r o i s  s u r n a g e a n t s  s o n t  a i n s i  r a s s e m b l é s  e t  s t o c k é s .  

Ces s o l u t i o n s  renfe rment  nos l i p i d e s  i s o l é s  s u r  couche mince,  e t  de  l a  

rhodamine. 

On s è c h e  c e s  s o l u t i o n s  sous  a z o t e .  Le r é s i d u  s e c  e s t  a l o r s  r e p r i s  

dans .un peu de  benzène,  p u i s  on mélange a v e c  KOH/CH3 OH ZN a f i n  d e  f a i r e  

l a  s a p o n i f i c a t i o n  ( e l l e  s e  f a i t  à 80°C, S O U S  r e f l u x ,  pendant 3 h e u r e s ] .  

En e f f e t  l e s  l i p i d e s  n e u t r e s ,  peuvent  ê t r e  a i n s i  h y d r o l y s é s  s o u s  

l ' i n f l u e n c e  d e s  a l c a l i s  t e l s  que l a  p o t a s s e .  Les a c i d e s  g r a s  d e v i e n n e n t  

a l o r s  des  savons ,  t a n d i s  que l e  g l y c é r o l  e s t  l i b é r é .  

Exemple : 

R '  - C O O - C H 2  
I 

R '  '-1 COO-CH 

T r i g l y c é r i d e  g l y c é r o l  + R  ' ' - COO-K 
R' ,  R u ,  R H  ' = rad icaux  a c y l s  

c e s  savons  s o n t  
s o l u b l e s  d a ~ s  l ' e a u  

Une f o i s  l a  s a p o n i f i c a t i o n  t e r m i n é e ,  on a j o u t e  d e  l ' é t h e r  e t  d e  

l ' e a u .  On f a i t  a i n s i  un déphasage dans  une ampoule à d é c a n t e r  : 

- d a n s  l a  phase  é t h é r é e  on o b t i e n t  l ' i n s a p o n i f i a b l e  ( s t é r o l s  

notarnmentl 

- dans  l a  phase  aqueuse  b a s i q u e  : l e s  a c i d e s  g r a s  sonE s o u s  forme 

d e  Jevons.  On a c l d i f i e  c e t c e  phase  aqueuse  e t  on f a i t  à nouveau un d;;17d-,age 

2 i 1 6 1 h e r .  Danç l ' é t h e r ,  cn o b t i e n t  l e s  a c i d e s  g r a s  q u i  Gisdient au p:i!-:+.3nt 

l i c s  au g l y c é r o ?  ou aux s t 6 r o l s .  e t  q u i  s o n t  ma in tenan t  l i b r e s .  



E n  e f f ~ t ,  l e s  .savc?ns s o n t  d i s s o c i a b l e s ,  e t  dans  l ' e a u  nous avons  

l 1 5 q u i l i b r e  : R - COO- + Y,+ + H20; ; fT  R - C O O H  + K' + OH- 
Une s c l u t i o n  d e  savon e s t . d o n c  b a s i q u e  e t  l ' a d d i t i o n  d ' a c i d e  t r a n s f o r n : ~  l e  savon 

en a c i a e  g r a s  i n s o l u b l e .  

b l  La --------- Méthanolyse.  --  -- 
Pour o b t e n i r  l e s  méthyl  e s t e r s  n é c e s s a i r e s  pour  p e r m e t t r e  l ' e t u d e  

d e s  a c i d e s  g r a s  en  chromatographie  en phase  gazeuse ,  on p rocède  de  l a  f a ç o n  

s u i v a n t e  : 

Les A c i d e s  g r a s  o b t e n u s  a p r è s  s a p o n i f i c a t i o n ,  p u i s  a c i d i f i c a t i o n  

s u b i s s e n t  une méthanolyse  d a n s  1eMéthanol-Acide  Su l fu r ique-Benzène  (100  : 5  : 

5,  v / v / v l ,  à 7 0  O pendant 3h.  

S i  l e s  t e c h n i q u e s  d ' o b t e n t i o n  d e s  M é t h y l - e s t e r s  d ' A c i d e s  g r a s  v a r i e n t  

s e l o n  l e s  a u t e u r s ,  l a  t e c h n i q u e  que nous  avons ~ i t i l i s é e e s t  a s s e z  c l a s s i q u e  e t  

a  notamment é t é  u t i l i s s e p a r  R.F.  LEE (19781,  d i r e c t e m e n t  à l a ' f o i s  s u r  l e s  

g l y c é r i d e s  e t  l e s  p h o s p h o l i p i d e s .  

Les m é t h y l - e s t e r s  o b t e n u s  s o n t  e x t r a i t s  à l ' h e p t a n e  pour  ê t r e  

ch romatograph iés  en phase gazeuse .  

D. BOLLAOE (19711 t r a v a i l l a n t  s u r  l'hémolyrnphe de  Peripzalzeta 

arnericana, p r é p a r e ,  l u i ,  d e s  e s t e r s  b u t y l i q u e s d ' a c i d e s  g r a s .  

D ' a u t r e s  a u t e u r s ,  e f f e c t u e n t  l e u r s  mé thano lyses  à t e m p é r a t u r e  

ambian te  : J.KASZ e t  M .  KEENEY (19671 l e s  p r é p a r e n t  en d i s s o l v a n t  l e s  l i p i d e s  

dans  11H2SD4 - M é t h a n o l à  1  %,  e t  en l a i s s a n t  c e t t e  s o l u t i o n  à t e m p é r a t u r e  du 

l a b o r a t o i r e  pendant  14h.. Après a d d i t i o n  d ' e a u  l e s  e s t e r s  s o n t  e x t r a i t s  à 

l ' h e x a n e .  

C i t o n s  e n f i n  une t e c h n i q u e  d e  nos  j o u r s  t r è s  u t i l i s é e  pour l e s  a n a l y s e s  

d e  r o u t i n e ,  c a r  t r è s  r a p i d e  : L . D .  METCALFE e t  A . A .  SCHMITZ (19611 u t i l i s e n t  l e  

mélange T r i f l u o r u r e  de  Bore-Méthanolqui  . . t r a n s f o r m e  l e s  Acides  g r a s  en l e u r s  

méthyl  e s t e r s  en  env i ron  deux minutes .  La p u b l i c a t i o n  de  c e t t e  t e c h n i q u e  e s t  

d ' a i l l e u r s  devenue une " C i t a t i o n  C l a ç s i c "  [ " C u r r e n t  C o n t e n t s " ,  Number 2 ,  12-1-81] .  

c l  La chromatographie  d e s  Méthyl e s t e r s  d ' a c i d e s  gr-a-s-. ______________-____-- - - - - - -  ------------------ 
P r o t o c o l e  e x ~ é r i m e n t a l  

La t e c h n i q u e  de  chromatograph ie  g a z - l i q u i d e ,  a p r è s  s a  mise  au p o i n t  

p a r  A.T. JAMES e t  A.J.P. M,4RTIN (19521 s ' e s t  développéeavec une e x t r a o r d i n a i r e  

r a p i d i t é ,  notamment g r â c e  à d ' i m p o r t a n t e s  a m é l i o r a t i o n s  : d é t e c t i o n  p a r  i o n i s a t i o n  

( J . E .  LOVELOCK, 19581, i n t r o d u c t i o n  de  p h a s e s  s t a t i o n n a i r e s  p o l a i r e s  (C.H. ORR 

e t  J.E. CALLEN,  1958 ; LIPSKY e t  LANOOWNE, 1958 ; M .  J .  E .  G O L A Y ,  19571 ; 
. , u t i l i s a t i o n  de c o l o n n e s  c a p i l l a i r e s  (S.R. LIPSKY e t  c o l l . ,  1959 a  e t  b  ; 

I 

R.,A. LANDOWNE e t  S.R. LIPSKY, 19611. 



Planche 2 : 

L' ÉTUDE DES ACIDES GRAS DES LIPIDES NEUTRES 

EAtraction du gel de silice 
par 3 lavages au 
CHCI3 - CH3 OH 2 ; 1 

Séchage 

Le résidu sec est repris par 
5m/  de KOH / CH30H 2 N 
80 O C  / 3h. sous reflux 

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

r 
Phase Aqueuse 

1 
Phase Ethérée 

=ACIDES GRAS liés = /NSAPON/FIABLE 
sous forme de sels (stérols ... ) 

v 
Acidifïcation par HCl 

C 1 l l j  Chacun de ces déphasages 
Déphasage (1 1 sont effectués 2 fois 

par addition d'éther 
r 1 

Phase Aqueuse Phase Ethérée 
=ACIDES GRAS lies 

f 
Séchage 

Y 
METHA NOLYSE: 

--lr- 
Déphasage par addition 

CH30H / HzSO4 /Benzène d ' heptane. 
100:5: 5 /70aC /3h.sous 
reflux 

'I 
Phase heptanoïque 

fplusieurs lavages a l'eau) - / 

ACIDES GRAS METHYL ESTERIFIES 



Appl iquée 2 l ' é t u d e  de  mélanges complexes d ' a c i d e s  g r a s ,  l a  

c h r ~ r n a t o g r a p h i e  g a z - l i q u i d e  e s t  une méthode d ' a n a l y s e  q u a l i t a t i v e  e t  q u a n t i -  

t a t i v e  remarquablcmeqt p r S c i s e  e t  r a p i d e .  La s é p a r a t i o n  est  e f f e c t u é e  a p r è s  

m é t h y l a t i o n  d e s  acides g r a s ,  e t  ne  p r é s e n t e  p a s  de  g r o s s s s  d i f f i c u l t é s  pour  l a  

m a j o r i t j  d e s  l i p i d e s  q u i  c o n t i e n n e n t  s u r t o u t  d e s  a c i d e s  g r a s  à p o i d s  molécu- 

l a i r e  é l e v é .  

Il e s t  à n o t e r  que ç i  l ' e m p l o i  d e s  e s t e r s  m é t h y l i q u e s  e s t  d 'un  

emploi  c o u r a n t ,  G. CLEMENT e t  J .  BEZARD (1961)  p r é c o n i s e n t  l ' u t i l i s a t i o n  

d ' e s t e r s  b u t y l i q u e s  q u i  l e u r  p e r m e t t e n t  da s é p a r e r  d e s  a c i d e s  g r a s  à c h a î n e  

p l u s  c o u r t e  ( i l s  s é p a r e n t  a i n s i  l e s  a c i d e s  g r a s  du C10 au C20, a l o r s  que l a  

m é t h y l a t i o n  ne  nous a permis  de  s é p a r e r  que l e s  a c i d e s  g r a s  à p l u s  d e  14 

c a r b o n e s ] .  

La t r a n s m é t h y l a t i o n  n ' é t a n t  j amais  complè te ,  u n  f a i b l e  pourcen tage  

d ' a c i d e s  g r a s  ne s o n t  p a s  m é t h y l e s  p u i s q u ' i l  s ' a g i t  d ' u n  é q u i l i b r e .  I l  e s t  

donc p r é f é r a b l e  d ' é l i n i n e r  c e s  composants  a i n s i  que  l e s  é v e n t u e l s  con taminan t s  

p rovenan t  des  s o l v a n r s  u t i l i s é s .  

P o u r  c e s  r a i s o n s ,  i l  c o n v i e n t  de  p u r i f i e r  l e s  e s t e r s  ~ 5 t h y l i q u e s  

p a r  ch romatograph ie  s u r  couche mince.  

Les p laques  d e  g e l  d e  s i l i c e  G ,  a c t i v é e s  10 mn à l l O ° C ,  s o n t  p r é a l a -  

blement " n e t t o y é e s "  p a r  passage  du  s o l v a n t  d e  m i g r a t i o n .  Après une n u i t ,  2 u i s  

séchage ,  l e s  e s t e r s  mé thy l iques  e n  s o l u t i o n  dans  l ' h e p t a n e ,  s o n t  déposés  s u r  l e  

g e l  d e  s i l i c e .  

Le s o l v a n t  de  m i g r a t i o n  e s t  l e  Benzène. 

Après m i g r a t i o n ,  l e s  f r a c t i o n s  s o n t  r é v é l e e s  p a r  p u l v h r i s a t i o n  d ' m e  

s o l u t i o n  d e  Rhodanine 6 G.  Le s p o t  c o r r e s p o n d a n t  aux e s t e r s  mÉthy i iques .  r e c S r é  

grâce à l ' u " , l i s a t i o n  d ' u n  témoin ( l ' a c i d e  nonadécar-ioique m6thyl e s t é r i z i 6 ,  

de  chez  SIGMA,  r é f .  N 5 3 7 7 )  e s t  g r a t t é .  

Le g e l  de  s i l i c e  d é p c s é  dans  un p e t i t  t u b e ,  s u b i t  t r n i ?  l a v a g ~ ç  SLces- 

s i f s  à l ' h e p t a n e  ( u n e  c e n t r i f u g a t i o n  s u i t  chaque l a v a g e ) .  L 'hepcane  s u r n a g c ? n t  

l e  g e l  de  s i l i c e  r enfe rme  donc l e s  m é t h y l - e s t e r s  d ' ù e i d e s  g r a s ,  p u r i f i é s .  

Ceux-ci s o n t  a l o r s  p r s t s  pour  ê t r e  i n j e c t 5 s .  

LP s o l u t i o n  d e  m j t h y l  e s t e r s  e s t  i n t r o d u i t e  dans  l a  cc;cr3ne p s r  1~ 
, , 

chambre d ' i n j e c t i o n  I c u  chambre d e  v a p o r i s a t i o n )  q u i  a c+e p r S c : - > ~ - f é e  à ilnc 

t e m p é r a t u r e  i l e v é e .  L r s  M é t h y l e s t e r ç  e t  l ' n e p t a n e  soi:t v o l a t i l i - , : ç  e t  1s F1,:x 

de g ~ z  v e c t e u r  ( l ' a z c t s l  l e s  e n t r a i n e  dans  l a  colonril?. 



Chacun des c o n s t i t u a n t s  e s t  plus  ou moins r e t a r d é  dans sa  migrat ion 

se lon  son a f f i n i t é  pour l a  phase s t a t i o n n a i r e  : l e s  p rodu i t s  s o r t e n t  de l a  

colonne successivement dans l ' o r d r e  d ' a f f i n i t é  c r o i s s a n t e  [ceux q u i  n ' o n t  

aucune a f f i n i t é  pour l a  phase s t a t i o n n a i r e  s o r t e n t  ;es p remie r s ) .  

A l a  s o r t i e  de l a  colonne l e s  vapeurs passent  dans un d é t e c t e u r  

r e l i é  à un système d 'enregis t rement .  Ce d e r n i e r  f o u r n i t  un t r a c é  s u r  pap ie r .  

Ca rac t é r i s t i ques  de  l ' a p p a r e i l  u t i l i s é  : 

Appareil  G I R D E L  S é r i e  300. 

Chromatographie s u r  colonne c a p i l l a i r e  OV 101 de 85 m de long e t  

0 ,35 mm de diamètre  i n t é r i e u r .  

I n j e c t e u r  : type ROS. 

Gaz Vecteur : azo te  . Press ion  d ' e n t r é e  : 0,4 bar .  

Température du fou r  : 130°c pendant 10 mn, puis  é l éva t ion  de l a  

température jusqu 'à  240°c, à r a i son  , de 3Oc par  mn. S t a b i l i s a -  

t i o n  à 240°c/20 mn.  

Température de l ' i n j e c t e u r  : 240' à 250°c. ,  

Température du d é t e c t e u r  : 220' à 225' c., 

- I d e n t i f i c a t i o n  des ac ides  g ra s .  

L ' i d e n t i f i c a t i o n  de tous  l e s  ac ides  g ra s  e s t  un problème d é l i c a t  : 

- Comparaison des temps de r é t e n t i o n  : 

C e t t e  méthode e s t  rap ide  e t . c l a s s i q u e .  I l  s u f f i t  de comparer 

l e s  temps de r é t e n t i o n  des p i c s  inconnus, avec ceux obtenus pour l e s  e s t e r s  

méthyliques d ' a c i d e s  gras  témoins commerciaux. 

Pour l e  même type de phase s t a t i o n n a i r e ,  de température e t  de 

d é b i t  d ' azo te ,  l e  temps de r é t e n t i o n  r e l a t i f  e s t  cbns tan t .  

C e t t e  méthode a  é t é  i c i  u t i l i s é e  de façon r o u t i n i è r e ,  dès  que 

l e s  p ics  des d i f f é r e n t s  ac ides  g r a s  ont  é t é  parfai tement  i d e n t i f i é s .  

- Rela t ions  e n t r e  l e s  temps de r é t e n t i o n &  l e  nombre d'atomes de 
<. 

carbone ( f i g .  Al 1. 

I l  e x i s t e  pour l e s  ac ides  g r a s  homologues d 'une  même s é r i e  une 

r e l a t i o n  l i n é a i r e  e n t r e  l e s  logarithmes décimaux des temps de r é t e n t i o n  e t  l e  

nombre d'atomes de carbone des molécules. 

Sur  une f e u i l l e  de papier  semi-logarithmique on po r t e  en abs- 

c i s s e  l e  nombre de carbones de l a  chaîne ( é c h e l l e  logar i thmique) .  Ainsi  pour 

chaque s é r i e  homologue d ' a c i d e s  g r a s ,  nous obtenons une d r o i t e ,  e t  l e s  d r o i t e s  

t r a c é e s  sont  p a r a l l è l e s .  



fécllel fe métrique) 

F i g u r e  A l  : R e l a t i o n  e n t r e  les  temps d e  r é t e n t i o n  e t  l e  nombre d ' a t o m e s  d e  

Carbone ( g r a p h e  ob tenu  pour  une  série  homologue d ' A c i d e s  g r a s ] .  

abondance . 
relative 

70Ol 3 I 

t 1 frayrmc.nt CH3 M = 75 

2 - CHO + M=29 

3 I C H ~ O H +  m=37 
+ 

4 ion mof&cufaire Cf-130H. h1=32 

F i g u r e  A2 : Exemple de s p e c t r e  s i m p l e  o b t e n u  en S p e c t r o m é t r i ~  d e  masse.  

( E x t r a i t  d e  Fred W .  Mc LAFFERTY, 1969)  



On p e u t  a i n s i ,  à l ' a i d e  d e s  temps d e  r é t e n t i o n  d e  deux 

a c i d e s  g r a s  connus s u r  un chronatogramme e t  a p p a r t e n a n t  à l a  même s é r i e  

homologue, t r a c e r  uns  d r o i t e  e t  e n s u i t e  d é t e r m i n e r  l e s  temps d e  r é t e n t i o n  

t h é o r i q u e  d e s  a u t r e s  a c i d e s  g r a s  de  l a  s é r i e  e t  l e s  comparer à ceux d e s  p i c s  

inconnus .  

- La s p e c t r o g r a p h i e  d e  masse. 

Ces d e r n i è r e s  années ,  l a  s p e c t r o m é t r i e  d e  masse a  connu 

un grand développement.  Un s p e c t r e  d e  masse, t i r é  à p a r t i r  d e  moins d 'un  

mill igramme d ' é c h a n t i l l o n ,  f o i s o n n e  d e  r e n s e i g n e m e n t s  a n a l y t i q u e s  e t  s t r u c t u -  

r aux .  Le s p e c t r e  i n d i q u e  l e s  masses d e  l a  molécu le  i o n i s é e  e t  d e  ses f r a g m e n t s ,  

e t  c e s  masses s o n t  simplement l a  somme d e  c e l l e s  d e s  atomes e n t r a n t  dans  l e u r  

composi t ion.  

Un s p e c t r o g r a p h e  d e  masse c o n v e r t i t  a i n s i  un é c h a n t i l l o n  

incoffnu en un c e r t a i n  nombre de  p r o d u i t s  i d e n t i f i a b l e s ,  c a r a c t é r i s t i q u e s  de 

l a  molécule  i n i t i a l e .  La r é a c t i o n  d e  c o n v e r s i o n  e s t  un f a i s c e a u  d ' é l e c t r o n s  

d e  f o r t e  é n e r g i e  Ide  l ' o r d r e  d e  70 é l e c t r o n s  v o l t s ) .  Les p r o d u i t s  formas 

s o n t  des  i o n s  p o s i t i f s  à l ' é t a t  gazeux d o n t  les masses  e t  l e s  abondances 

r e l a t i v e s  s o n t  donnés p a r  l e  s p e c t r e  d e  masse .  

Les molécu les  d ' é c h a n t i l l o n s  e t  l e s  p r o d u i t s  r é s u l t a n t  d e  

l ' i m p a c t  é l e c t r o n i q u e  s o n t  c o n t i n u e l l e m e n t  é l i m i n é s  d e  l a  s o u r c e  d ' i o n s  p a r  

d e s  pompes à v i d e .  

Les i o n s  p o s i t i f s  q u i  a r r i v e n t  au c o l l e c t e u r  d ' i o n s  p r o d u i s e n t  

un c o u r a n t  d ' é l e c t r o n s  p r o p o r t i o n n e l  à l ' a b o n d a n c e  d e  chaque i o n  . 
En d é p i t  du f a i t  que l ' e f f i c a c i t é  d e  l ' i o n i s a t i o n  e t  l a  

t r a n s m i s s i o n  dans  l e  s p e c t r o g r a p h e  d e  masse  n e  p e r m e t t e n t  d ' o b t e n i r q u ' u n  s e u l  ion  
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pour  10 molécu les  d ' é c h a n t i l l o n ,  on p o u r r a  o b t e n i r  d ' e x c e l l e n t s  s p e c t r e s  à 

p a r t i r  d e  q u a n t i t é s  d ' é c h a n t i l l o n s  i n f é r i e u r e s  au microgramme. 

Le p r e m i e r  r é s u l t a t  d e  l ' i n t é r a c t i o n  d e s  é l e c t r o n s  avec  

l a  m o l i c u l e  e s t  l a  f o r m a t i o n  d e  l ' i o n  m o l é c u l a i r e  p a r  é j e c t i o n  d ' u n  a u t r e  

é l e c t r o n .  

Une p a r t i e  ( q u e l q u e f o i s  l a  t o t a l i t é )  d e  l ' i o n  m o l é c u l a i r e  

e s t  e n s u i t e  décomposée pour  donner  l e s  i o n s  f r a g m e n t s  v i s i b l e s  d a n s  l e  spectre .  

exemple du Méthanol: 
i o n  m o l é c u l a i r e  



L' ion  moléculaire  détermine l a  masse molécula i re  de l a  

molécule. La n a t u r e  des ions-fragments  indique l e s  morceaux q u i  composent l a  

molécule. 

On peut a l o r s  essayer  de  déduire  comment ces  morceaux son t  

assemblés dans l a  s t r u c t u r e  de l a  molécule i n i t i a l e  [de  t e l l e s  c o r r é l a t i o n s  

ont é t é  é t a b l i e s  c e s  de rn i è re s  années pour l e s  s p e c t r e s  d 'un grand nombre de 

molécules complexesl. 

La masse [ p l u s  exactement m/e, rappor t  de l a  masse à l a  

charge1 e s t  p o r t é e  en absc i s se  e t  l 'abondance r e l a t i v e  ( q u i  e s t ,  pour un p i c  

quelconque, l e  r appor t  en pourcentage de s a  hauteur  à c e l l e  du p i c  l e  p lus  

i n t e n s e  trouvé dans l e  spec t r e1  e s t  p o r t é e  en ordonnée. 

La spec t rométr ie  de masse a  é t é  u t i l i s é e  dans no t r e  é tude  

pour confirmer l e s  r é s u l t a t s  obtenus en chromatographie en phase gazeuse. 

C a r a c t é r i s t i q u e  de l ' a p p a r e i l  u t i l i s é  : 

Ensemble de couplage chromatographie en phase gazeuse/spectrométr ie  

de Masse quadr ipo la i r e  RIBER MAG R 10-10, assoc ié  au système informatique 

SYDAR 121. 

Chromatographe G I R D E L ,  s é r i e  30, équipé d 'une colonne c a p i l l a i r e  

(25m X 0,251 mm) ga rn ie  de SE X 30 - I n j e c t e u r  de type ROS. 

Température du f o u r  : 220°C. 

Température de l ' i n j e c t e u r  : 280°C. 

Gaz vec t eu r  : Hélium ( p r e s s i o n  : 1 bar ,  d é b i t  : 0 ,4  ml/mnl. 

Gamme de  masse balayée 70 - 350 en 400 m s .  

A p a r t i r  du s p e c t r e  de masse obtenu, des d i c t i o n n a i r e s  nous permettent  

de r e t rouve r  l a  na ture  de l a  molécule. Ces d i c t i o n n a i r e s  s o n t  l e s  "Registry 

of Mass s p e c t r a l  da ta"  de E.STENHAGEN, S. ABRAHAMSSON e t  F.W. Mc LAFFERTY. 

Les spec t r e s  y s o n t  c l a s s é s  par  poids molécula i res  e t  formules  moléculaires .  

3' Etude q u a n t i t a t i v e  des ac ides  g ra s  e n t r a n t  dans l a  c o n s t i t u t i o n  

des  l i p i d e s  neu t r e s .  

L 'éva lua t ion  du pourcentage de  chaque ac ide  g r a s  peut ê t r e  f a i t e  par  

p lus i eu r s  méthodes : 

. La Tr iangula t ion  : 

, .  Les courbes de GAUSS de n o t r e  enregis trement ,  peuvent ê t r e  a s s imi l ées  
i t .  

*.'des t r i a n g l e s  en u t i l i s a n t  l e s  t angen te s  au po in t  d ' i n f l e x i o n  (Tr i ang le s  

ABC e t  D E F I ,  l a  su r f ace  du p i c  e s t  exprimée par  l a  formule : 

hauteur  du t r i a n g l e  X base 

2 



figure A3 : Paramètres pour 18éva/uation de /a surface 

des pics en G- L.C. 



. La mesure d e  l a  l a r g e u r  du p i c  à mi-hau teur ,  que  l ' o n  m u l t i p l i e  

p a r  l a  h a u t e u r .  ( f i g b r e  A3; 

On mesure l a  h a u t e u r  du p i c  t h  e t  h ' )  e t  on n o t e  l a  m i - h a u t e u r  

La l a r g e u r  du p i c  à l a  mi -hau teur  e s t  mesurée en  m i l l i m è t r e .  

S u r f a c e  du p i c  = h a u t e u r  du p i c  X l a r g e u r  à m i - h a u t e u r  

. L ' u t i l i s a t i o n  de  l ' i n t é g r a t e u r  r a t t a c h é  à l ' e n r e g i s t r e u r  do n o t r e  

chromatographe.  C ' e s t  l a  t e c h n i q u e  que nous  avons  l a  p l u s  couramment u t i l i s é e .  

L ' a p p a r e i l  a s s o c i e  un nombre à chaque p i c .  Il  nous s u f f i r a  d e  f a i r e  l a  somme 

de c e s  nombres pour  t o u s  l e s  p i c s  i d e n t i f i é s ,  e t  d e  c a l c u l e r  e n s u i t e  l ' i m p o r -  

t a n c e  r e l a t i v e  de  chacun de c e s  p i c s .  

Q u e l l e  q u e  s o i t  l a  méthode u t i l i s é e ,  l e s  p r o p o r t i o n s  r e l a t i v e s  d e s  

d i f f é r e n t s  a c i d e s  g r a s  i d e n t i f i é s  s o n t  expr imées  en c a l c u l a n t  l e  p o u r c e n t a g e  

d e s  s u r f a c e s  d e  chaque p i c  p a r  r a p p o r t  à l a  s u r f a c e  t o t a l e  d e s  p i c s  r e t e n u s .  

V I  - ETUDE DES PHOSPHOLIPIDES. 

Il s ' a g i t  p l u s  p réc i sément  d e  l a  f r a c t i o n  a c é t o n o  i n s o l u b l e  de  nos 

l i p i d e s  t o t a u x .  Nous n ' avons  f a i t  qu 'une  é t u d e  s u c c i n c t e ,  q u i  nous a permis  

d ' e s s a y e r  p l u s i e u r s  t e c h n i q u e s .  

Io - La s é p a r a t i o n  des  d i f f é r e n t e s  c l a s s e s  d e  p h o s p h o l i p i d e s .  

a l  Nous avons p r i n c i p a l e m e n t  u t i l i s é  l e  p a p i e r  imprégné d e  g e l  

de  s i l i c e  ( p a p i e r  Whatman SG 8 1 ) .  Ce s u p p o r t  a  a u s s i  é t é  u t i l i s é  p a r  d i v e r s  

a u t e u r s ,  t e l s  que J .  BARAUD e t  C o l l .  (19731 : M.R. STEINER e t  R . L .  LESTER 

(19721. 

Nous avons t r a v a i l l é  p a r  ch romatograph ie  b i d i m e n s i o n n e l l e ,  a v e c  l e s  

deux sys tèmes  s o l v a n t s  s u i v a n t s  : 

l è r e  d imension : CH Cl3 - CH3 OH - NHq OH - H20 

66 : 23 : 3 : 0 , 9  (v /v/v/vl  

2ème dimension : CH Cl3 - CH3 OH - CH3COOH - H20 

33 : 4 : 5 : 1 Iv/v/v/v)  

Notons que  l e  p a p i e r  imprégné de  g e l  d e  s i l i c e ,  e s t  une t e c h n i q u e .  

mise  au p o i n t  dès 1962, p a r  G.V.  MARINETTI. 

b )  On a pu a u s s i  u t i l i s e r  l a  ch romatograph ie  d ' a d s o r p t i o n  s u r  
---e 

co lonne  d ' a c i d e  s i l i c i q u e  : t e c h n i q u e  d é j à  u t i l i s é e  pour  l e s  l i p i d e s  n e u t r e s .  

Cependant a p r è s  é q u i l i b r a g e  d e  l a  co lonne  d a n s  du ch lo ro forme  p u r ,  ? ' E l u t i o n  

e s t  e f f e c t u é e  p a r  d e s  volumes égaux à 1 0  f o i s  l e  volume d ' a d s o r b a n t ,  



s u c c ~ s s i v e m e n t  d e  c h l o r o f o r m e ,  e t  d e  me langes  c h l o r o f o r m e - m e t h a n a l  c c r 2 o r -  

t a n t  d e s  p r o p o r t i o n s  c r o i s s a n t e s  d e  m é t h a n o l  ( t e c h n i q u e  d e  f r ac t ionne ; ; . en t  

u t i l i s é e  p a r  G .  BERTHILLIER e t  C o l l . ,  19771 .  

C I  E n f i n  l a  c h r o m a t o g r a p h i e  d ' é c h a n g e  i o n i q u s  s u r  c o l o n n e  d e  

DEAE c e l l u l o s e  p e u t  a u s s i  ê t r e  u t i l i s é e  p o u r  l a  s é p a r a t i o n  d e s  p h o s p h o l i p i d e s .  

En f a i t ,  deux t y p e s  d e  s u p p o r t  p o u r  l a  c h r o m a t o g r a p h i e  d ' g c h a n g o  

i o n i q u e  s o n t  p o s s i b l e s  : l a  DEAE c e l l u l o s e  ( : O  iéthylaminoéthyl-cellulosel 

e t  l e  TEAE c e l l u l o s e  ( :  T r i é t h y l a m i n o é t h y l - c e l l u l o s e ] .  La p r e m i è r e  e s t  g e n s -  

r a l e m e n t  u t i l i s é e  p o u r  l a  s é p a r a t i o n  d e s  l i p i d e s  en  c l a s s e s ,  t a n d i s  q u e  l a  

s e c o n d e  p e r m e t t r a  l a  s é p a r a t i o n  d e s  l i p i d e s  ne  p o s s é d a n t  q u e  d e s  g roupemen t s  

c a r b o x y l s  comme s e u l s  g roupemen t s  i o n i s é s  [ ex .  : les  a c i d e s  b i l i a i r e s  e t  

g a n g l i o s i d e s l .  

P r é p a r a t i o n  d e  l a  DEAE c e l l u l o s e  s e l o n  KARAN-ROBERT 119751.  

La DEAE c e l l u l o s e  IDE 1 1  Whatmanl d e  h a u t e  c a p a c i t é  d ' é c h a n g e  e s t  

mise à g o n f l e r  d a n s  l ' e a u  d i s t i l l é e .  A p r è s  deux l a v a g e s  à l ' e a u  d i s t i l l é e  e t  

é l i m i n a t i o n  d e s  p a r t i c u l e s  t r o p  f i n e s ,  l a  DEAE c e l l u l o s e  e s t  m i s e  e n  c c n t a c t  

a v e c  d e  l a  s o u d e  à 5 % p e n d a n t  30 mn I60g d e  DEA€ p o u r  3 0 0  m l  d e  Na OH à 5 % l ,  

p u i s  e l l e  e s t  l a v é e  p a r  p a s s a g e  d ' e a u  d i s t i l l é e  j u s q u ' à  o b t e n t i o n  d e  l a  

n e u t r a l i t é .  La DEAE c e l l u l o s e  e s t  e n s u i t e  c o n v e r t i e  s o u s  f o r m e  d ' a c é t a t e  

p a r  un c o n t a c t  d e  3 0  mn a v e c  l ' A c i d e  A c é t i q u e  à 1 0  %. L ' e x c è s  d ' a c i d e  sst e l i -  

miné p a r  l a v a g e  à l ' e a u  d i s t i l l é e  e t  a u  m é t h a n o l - L a  DEAE c e l l u l o s e  e s t  a l o r s  

é q u i l i b r é e  d a n s  l e  mélange  s o l v a n t  CHCl3 - CH30H d a n s  les  p r o p o r t i o n s  

2/1 ( v / v l .  

Montage d e  l a  c o l o n n e  : 

On u t i l i s e  une  c o l o n n e  à c h r o m a t o g r a p h i e  d e  1,s cm d e  d e t  60 cm 

d e  h a u t .  Le mé lange  d e  DEAE-ce l lu lose  e t  d e  CHC13/CH30H e s t  v e r s é  d a n s  l a  

c o l o n n e  j u s q u ' à  l ' o b t e n t i o n  d ' u n e  c o l o n n e  d ' e n v i r o n  2 0  cm d e  h a u t .  E l l e  es t  

é q u i l i b r é e  p a r  p a s s a g e  d e  2 0 0  m l  d e  CHc13 - CH30H 2 /1 .  

L ' é c h a n t i l l o n ,  r e p r i s  d a n s  5 m l  d e  s o l v a n t  CHCl3 - CH30H 2/1 ( v / v )  

e s t  d é p o s é  à l a  p a r t i e  s u p é r i e u r e  d e  l a  c o l o n n e .  

L ' é l u t i o n  e s t  a s s u r é e  p a r  l e  p a s s a g e  s u c c e s s i f  d e  : 

1 - CHC13 - CH30H 211 ( v / v l  à r a i s o n  d e  1 0 0  m l  p a r  gramme d e  c e l l u -  

l o s e .  

2  - CH30H à r a i s o n  d e  2 5  m l  p a r  gramme d e  c e l l u l o s e .  Au c o u r s  d e  

L ' é l u t i o n ,  d e s  a l i q u o t s  s o n t  d é p o s é s  s u r  couche  m i n c e ,  e t  p e u v e n t  ê t re  

é t u d i é s  s e l o n  l a  t e c h n i q u e  s u i v a n t e .  

d l  Les p h o s p o l i p i d e s  o n t  a u s s i  é t é  s é p a r é s  p a r  c h r o m a t r z r a s h i e  



Pour  l a  p r j p a r a t i o n  d e s  p l a q u e s  e t  l e  d é p ô t  de  l ' é c h a n t i l l o n  v o i r  c e  

q u i  a d é j à  é t é  d i t  pour  l a  ch romatograph ie  s u r  couche mince d e s  l i p i d e s  n e u t r e s .  

- Le choix  du sys tème s o l v a n t .  

Nous avons e s s a y é  d i f f é r e n t s  sys tèmes  s o l v a n t s  : 

. CHC13/CH30H 9 0  : 1 0  

C H C 1 3  /CH30H/H20 8 0  : 25 : 4 

ou success ivement  : 

l e r  sys tème s o l v a n t  : Acétone-Ether  d e  P e t r o l e  98 : 2  

a f i n  d ' e n l e v e r  l e s  l i p i d e s  n e u t r e s  pouvant  s u b s i s t e r  dans  nos  p h o s p h o l i p i d e s .  

2ème sys tème s o l v a n t  : CHC13/CH30H/H20/CH3COOH 60 : 30 : 6 : 1 

a f i n  de  s é p a r e r  les p h o s p h o l i p i d e s .  

- La l o c a l i s a t i o n  d e s  p h o ç p h o l i p i d e s .  

Pour  c e r t a i n e s  t e c h n i q u e s  d é j à  u t i l i s é e s p o u r  l e s  l i p i d e s  n e u t r e s ,  

on p o u r r a  s e  r e p o r t e r  à c e  q u i  a  d é j à  é t é  d i t  . 
. V a p o r i s a t i o n  d1H3 S04 à 5 % 

. Vapeurs d ' i o d e  

. Rhodamine 6  G 
I 

Pour  l e s  p h o s p h o l i p i d e s  on a a u s s i  p u l v é r i s é  d e s  r é v é l a t e u r s  s p é c i -  

f i ,  nu es 

. R é a c t i f  de  S.N. PARTRIDGE (19491 p o u r  l e s  s u c r e s  r é d u c t e u r s  

0 ,93 g d ' A n i l i n e  

1 , 6 6  g d 'Ac ide  p h t a l i q u e  

90 m l  du Butano l  
- I O  m l  d'Hz0 . R é a c t i f  de  C.  S. HANES e t  F .  A. ISHERWOOO (1 949 1 ,  m o d i f i é  p a r  BURROWS 

e t  c o l l .  (19521 ?Our les composés phosphory lés .  

8 1  g d e  molybdate  d ' a m o n i u m  dans  8  m l  d ' e a u  

3 m l  d'HC1 c o n c e n t r é  

$ .  On corra lè te  à 100 m l  a v e c  d e  l ' a c é t o n e .  
d 

S5chage que lques  minu tes  à 85' ; l a  p laque  e s t  e n s u i t e  soumise  aux r a y o n s  UV, 

s e l o n  R.S. EANDUZSKI et B. AXELROD (19511, ce q u i  a c c é l è r e  l ' a p p a r i t i o n  d e  

t a c h e s  b l e u e s  f o n c é e s  s u r  fond  c l a i r .  

Réactif d e  J .C.  OITTVER e t  R .L .  LESTER 119641 pour  l e s  groupements  

phospha tes  

On p r é p a r e  2 s o l u t i o n s .  

S o l u t i o n  1 : On a j o u t e  40,11 g d e  No O 3  à un l i t r e  d'H2S04 25 N ,  

j g ~ q u ' à  d i s s o i u t i o n  à chaud.  

S o l u t i o n  II : A 500 m l  d e  s o l u t i o n  1, on a j o u t e  1 , 7 8  g d e  Molybdène 

ICI!! z h a u f f e  p e r i d ~ n t  15  mnl. 



On mélange  d e s  volumes  Egaux d e  s o l u t i o n s  1 e t  I I ,  e t  l a  ço :u t ion  

o b t e n u e  est e l l e - m ê ~ e  mé langée  à 2  volumes  d ' e a u .  A p r è s  v a p o r i s a t i o n  ce  l a  

s o l u t i o n  f i n a l e  s u r  l a  p l a q u e ,  les  p h o s p h o l i p i d e s  a p p a r a i s s e n t  immédia tement  

s o u s  f o r m e  d e  s p o t s  b l e u s  s u r  f o n d  b l a n c  ou  l é g è r e m e n t  g r i s  b l e u .  

. R é a c t i f  3 l a n i i n h y d r i n e  s p é c i f i q u e  d e s  b a s e s  l i b r e s  : l a  s o l u t i o n  

est  a i n s i  c o n s t i t u é e  : N i n h y d r i n e  0 , 2 0  g 

B u t a n o l  9 5  m l  

P y r i d i n e  5 m l  

Après  p u l v i r i s a t i o n  des  p l a q u e s  les b a s e s  à l o n g u e s  c h a î n e s  l i b r z s  

a p p a r a i s s e n t  en  r o s e  [ c o l o r a t i o n  i n s t a b l e ) .  

On p e u t  a u s s i  v a p o r i s e r  une s o l u t i o n  d e  0 , 2  % d e  n i n h y d r i n e  d a n s  l e  

B u t a n o l - P y r i d i n e  199 : 1,  v / v ) ,  p u i s  c h a u f f e r  à 100' j u s q u ' à  a p p a r i t i o n  d ' u n e  

c o l o r a t i o n  b l e u e .  

. R é a c t i f  à d - n a p h t o l  r é v é l a t e u r  d e s  g l y c o l i p i d e s .  ( r e l e v é  d a n s  

CH. OELBART, 1978 1 . 
Les p l a q u e s  s o n t  p u l v é r i s é e s  a v e c  une  s o l u t i o n  d '  O(-naphtol  à 0 , 5  % 

d a n s  l e  mélange  CH30H-Hz0 [ 1 / 1 ,  v / v l ,  p u i s  a p r è s  s é c h a g e  à l ' a i r  l i b r e ,  a v e c  

un m é l a n g e  H2S04 - H 2 0  (95 : 5 ,  v /v ) .  Les  p l a q u e s  s o n t  e n s u i t e  c h a u f f É e s  2 110' [ 

Les g l y c o l i p i d e s  a p p a r a i s s e n t  s o u s  fo rme  d e  t a c h e s  p o u r p r e - v i o l a c é  

s u r  f o n d  b l a n c ,  les l i p i d e s  p o l a i r e s  a p p a r a i s s e n t  en  j a u n e  e t  l e  c h o l r ç t S r o l  

en  r o s e  g r i s .  

- L ' i d e n t i f i c a t i o n  d e s  t â c h e s  

E l l e  e s t  f a i t e  a v e c  d e s  t é m o i n s  [ e t  c o n f i r m é e  p a r  l e s  r é a c t i f s  

s p é c i f i q u e s ,  v a p o r i s é s  sur l a  couche  m i n c e ) .  

Témoins u t i l i s é s  ( p r o d u i t s  SIGMA) 

L-CI- P h o s p h a t i d y l  c h o l i n e  [ L - N - L é c i t h i n e )  réf .  P-6263 

L-O(- P h o s p h a t i d y l - L - S é r i n e  r é f .  P-6641 ou P-8518 

L-O(- P h o s p h a t i d y l  E t h a n o l a m i n e  réf .  P-3511 

P h o s p h a t i d y l  I n o s i t o l  réf .  6636.  

De nombreuses  t â c h e s ,  c o r r e s p o n d a n t  p r i n c i p a l e m e n t  à d e s  forr:es l y s o  

n ' o n t  p a s  é t é  i d e n t i f i é e s .  

2' - L ' é t u d e  q u a l i t a t i v e  e t  q u a n t i t a t i v e  d e s  a c i d e s  g r a s  d e s  

p h o s p h o l i p i d e s .  

Les a c i d e s  g r a s  s o n t  o b t e n u s  p a r  h y d r o l y s e  a c i d e .  

R E a c t i f  d ' h y d r o l y s e  : 8 , 6  m l  d ' H c l  c o n c e n t r é  

9 , 4  m l  d 'H20 d i s t i l l é e  

1 0 0  m l  d e  Méthanol  



On a j o u t e  2 nos  p h o s p h o l i p i d e s  1 à 2 m l  d e  r é a c t i f  d ' h y d r o l y s e .  

L ' h y d r o l y s e  se f a i t  à 70°C, p e n d a n t  2 4  h e u r e s ,  s o u s  Azo te .  On r e f r o i d i t  d 

t e m p é r a t u r e  a m b i a n t e  e t  on  e x t r a i t  l es  a c i d e s  g r a s  p a r  3 f o i s  3 m l  d ' h e p t a n e .  

Les  t e c h n i q u e s  d e  p r é p a r a t i o n  d e s  a c i d e s  g r a s  p o u r  l a  c h r o m a t o g r a p h i e  

en  p h a s e  g a z e u s e ,  l e u r  i d e n t i f i c a t i o n  e t  l e u r  q u a n t i f i c a t i o n  se  f o n t  s e l o n  

les  p r o c e s s u s  précédemment e x p o s é s  p o u r  l e s  a c i d e s  g r a s  d e s  l i p i d e s  n e u t r e s .  

3 O  - Le d o s a g e  d e s  P h o s p h o l i p i d e s .  

Après  l e u r  s é p a r a t i o n  s u r  c o u c h e  mince ,  d e s  e s s a i s  d e  d o s a g e  d e s  

p h o s p h o l i p i d e s  o n t  é t é  f a i t s ;  s e l o n  l a  méthode  d e  P.S.CHEN,T.Y.TGRIBARAet H.WARNE, 

(19541.  C e t t e  t e c h n i q u e  e s t  s o u v e n t  u t i l i s é e  du p o i n t  de  v u e  c l i n i q u e  c h e z  l a  

femme p o u r  a p p r é c i e r  l a  m a t u r i t é  f o e t a l e ,  p a r  d o s a g e  d e s  l é c i t h i n e s  e t  

s p h i n g o m y é l i n e s  (méthode  d e  GLUCK]. 

Réactifs : A c i d e  s u l f u r i q u e  6 N 

R é a c t i f  A : E o l y b d a t e  d'ammonium à 2 , 5  % 

Réactif B : A c i d e  a s c o r b i q u e  à 1 0  % 

H2S04 6N 1 volume 

R é a c t i f  A 1  volume 

R é a c t i f  B 1  volume 

H20 2 volume 

Après  é v a p o r a t i o n  du s o l v a n t ,  un volume d e  0 , 5  m l  d ' a c i d e  p e r c h l o -  

r i q u e  p u r  e s t  i n t r o d u i t  d a n s  chacun  d e s  t u b e s  c o n t e n a n t  les  d i f f é r e n t s  phcs -  

p h o l i p i d e s .  

La m i n é r a l i s a t i o n  s e  f a i t  2  h e u r e s ,  à 180°C, a u  b a i n  d e  s a b l e .  

Le volume es t  a j u s t é  à 4 m l  a v e c  d e  l ' e a u  d i s t i l l é e ,  p u i s  on 

a j o u t e  4 m l  d e  réac t i f  C ( p r é p a r é  ex t emporanémen t l .  

Après  mé lange  d e s  r é a c t i f s ,  l e s  t u b e s  s o n t  i n c u b é s  lh30,  à 3 7 O C .  

La l e c t u r e  a u  s p e c t r o p h o t o m è t r e  s e  f a i t  à 820 nm. Les 0 . 0 .  s o n t  comparées  

à celles d ' u n e  g a m e  é t a l o n  p r é p a r é e  à p a r t i r  d ' u n e  s o l u t i o n  d e  P04H2K, à 

5  i igfml,  

V I 1  - TECHNIQUES DE RADIOACTIVITE 

Io - P r i n c i p e  

L ' u t i l i s a t i o n  d ' i s o t o p e s  marqués  p r é s e n t e  un g r a n d  i n t é r ê t  : les  

p r é c u r s e u r s  marqués  s o n t  i n c o r p o r é s  d a n s  d e s  m a c r o m o l é c u l e s  q u i  p o u r r o n t  G t r e  

a i n s i  r e p é r é e s .  



Un élÉment r a d i o a c t i f  e s t  un i s o t o p e  i n s t a b l e  q u i  a  t e n d a n c e  à s e  

t r a n s f o r m e r  spontanément en i s o t o p e  s t a b l e  : c e l a  s 'accompagne d ' u n e  k n i s s i o n  

d e  p a r t i c u l e s  ou râyonnement.  e t  c ' e s t  c e t t e  é m i s s i o n  d ' é n e r g i e  q u i  e s t  

d é t e c t a b l e .  

Dans un ensemble d e  noyaux i n s t a b l e s  d e  même n a t u r e  l e s  d é s i n t é g r a -  

t i o n s  s u r v i e n n e n t  au h a s a r d  e t  l a  l o i  d e s  d é s i n t é g r a t i o n s  e s t  une l o i  s t a t i s -  

t i q u e .  

A chaque i n s t a n t  l e  nombre dN d e  d é s i n t é g r a t i o n s  pendant  l ' i n t e r v a l l e  

d e  temps d t  e s t  p r o p o r t i o n n e l  au nombre N d ' a t o m e s  p r é s e n t s  dans  l ' é c h a n t i l l o n  : 

X e s t  l a  c o n s t a n t e  r a d i o a c t i v e ,  c a r a c t é r i s t i q u e  du r a d i o - é l é m e n t  

c o n s i d é r é .  

P a r  i n t é g r a t i o n  d e  c e t t e  é q u a t i o n  d i f f é r e n t i e l l e ,  on o b t i e n t  : 

N = N o . e  - k.t N = nombre d ' a tomes  i n s t a b l e s  

au temps t 

NO= Nombre d ' a t o m e s  i n s t a b l e s  

au  temps O 

On a p p e l l e  p é r i o d e  d 'un  r a d i o é l é m e n t  l e  temps T au bou t  d u q u e l  l a  

m o i t i é  d e s  atomes i n s t a b l e s  s e  s o n t  d é s i n t é g r é s ,  c ' e s t  à d i r e  l e  temps au  bout  
No 

duquel  N = - 
- 2 

Nous avons  c h o i s i  1 ' ~ c é t a t e  e t  l e  G l y c é r o l ,  t o u s  deux marques au c l 4 .  

Le c l4  émet un rayonnement 6 "mou" ( c  ' e s t  - à - d i r e  f a i b l e m e n t  S n e r g é t i -  

q u e l  e t  s a  p é r i o d e  e s t  d e  5760 a n s .  

A c é t a t e  e t  G l y c é r o l  s o n t  c o n s e r v é s  à - 20' C .  

2' - Moyens d e  d é t e c t i o n  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é .  

On a u t i l i s é  un compteur à s c i n t i l l a t i o n s  I 1, 

a p p a r e i l  t r è s  s e n s i b l e  pouvant d é t e c t e r  d e s  rayonnements  B mous de  t r è s  f a i b l e  

é n e r g i e .  

I l  f a u t  une s u b s t a n c e  pouvant  é m e t t r e  un rayonnement é l e c t r o m a g n é t i -  

que  quand e l l e  i n t é r a g i t  avec  l a  r a d i o a c t i v i t é  émise .  C e t t e  m a t i è r e  e ç t  

f l u o r e s c e n t e  e t  p e u t  donner  une s c i n t i l l a t i o n  t r a n s f o r m é e  p a r  un s p e c t r o p h o -  

tornèt re  ou un p h o t o m u l t i p l i c a t e u r ,  en impuls ion  é l e c t r i q u e  d é t e c t a b l e .  

La s u b s t a n c e  f l u o r e s c e n t e  d o i t  ê t r e  s o l u b l e  dans  un s o l v a n t  l u i -  

même f l u o r e s c e n t  : l e  t o l u è n e .  Quand un rayonnement v i e n t  f r a p p e r  ce s o l v a n t ,  

i l  émet une l u m i è r e  f l u o r e s c e n t e  à une l o n g u e u r  d 'onde  de  3000 A'. O r  l e s  

s p e c t s o p h o t o m è t r e s  e t  l e s  p h o t o m u l t i p l i c a t e u r s  ne s a n t  a c t u e l l e m e n t  s ~ n s i b l e s ,  

au minimum, q u ' a u t o u r  de 4000 A'. P a r  conséquen t  i l  f a u t  combler  c e  t r o u  e n t r e  

Émet teur  e t  r é c e p t e u r  p a r  d e s  m u l t i p l i c a t e u r s  q u i  j o u e r o n t  l e  r ô l e  da  

m o d i f i c a t e u r  d e  l o n g u e u r  d 'onde  : l e  s c i n t i l l a t e u r  p r i m a i r e  - - q u i  f a i t  ? : ? s r s r  

de  3000 A0 à 3600 A' e t  l e  s c i n t i l l a t e u r  s e c o n d a i r e  d e  3600 A 0  à 4085 A " ,  

l ongueur  d 'onde  d é c e l a b l e  p a r  l e s  a p p a r e i l s .  



Les l i q u i d e s  s c i n t i l l a n t s  s o n t  donc complexes e t  s o n t  l e  p l u s  

souven t  d é s i g n é s  p a r  l e u r s  i n i t i a l e s .  

On u t i l i s e  i c i  l e  POPOP : 

l e .  s o l v a n t  e s t  l e  t o l u è n e  

l e  s c i n t i l l a t e u r  p r i m a i r e  e s t  l e  PPO [ 5 g / l l  

( r éémet  l e s  pho tons  à 3600 A O )  

l e  s c i n t i l l a t e u r  s e c o n d a i r e  e s t  l e  POPOP [ 0 , 5 g / l )  

( r éémet  l e s  pho tons  à 4000 A O )  

Remarque : l o r s q u ' o n  p a s s e  du t o l u è n e  au s c i n t i l l a t e u r  1 p u i s  II, l a  c i b l e  d e  

l a  molécu le  é t a n t  de  p l u s  e n  p l u s  g rande ,  l a  q u a n t i t é  n é c e s s a i r e  s e r a  de  p l u s  

en p l u s  f a i b l e .  

3' - P r o t o c o l e  e x p é r i m e n t a l .  

Les l i p i d e s  t o t a u x  s o n t  déposés  s u r  couche mince d e  g e l  d e  s i l i c e .  

On f a i t  m i g r e r  avec  le  sys tème s o l v a n t  u t i l i s é p o u r . l e s  L i p i d e s  Neu t res .  Les 

t â c h e s  i n t é r e s s a n t e s  s o n t  i d e n t i f i é e s  e t  l o c a l i s é e s  avec  d e s  témoins .  Ces  

t émoins  s o n t  v i s u a l i s é s ,  p a r  exemple aux v a p e u r s  d ' i o d e  ( l e  r e s t a n t  d e  l a  

p l a q u e  é t a n t  r e c o u v e r t  d ' u n e  f e u i l l e  d e  p a p i e r  d 'a luminium,  a f i n  d ' é v i t e r  une 

c o l o r a t i o n  de  n o t r e  s o l u t i o n ,  quand les l i p i d e s  é t u d i é s  s o n t  p a s s é s  au  compteur  

à s c i n t i l l a t i o n s )  . 
Le g e l  d e  s i l i c e  c o n t e n a n t  l e s  d i f f é r e n t s  l i p i d e s  é t u d i é s  est chaque 

f o i s  g r a t t é  dans  un p e t i t  t u b e .  Le g e l  e s t  " l a v é "  p a r  a g i t a t i o n  é n e r g i q u e  dans  

une q u a n t i t é  connue de  chloroforme-Méthanol  2 / l ( v / v l .  

On c e n t r i f u g e ,  e t  l e  g e l  d e  s i l i c e ,  d é b a r r a s s é  de  ses l i p i d e s  s e  

r e t r o u v e  au fond du t u b e .  

Dans l e  s u r n a g e a n t  d e  chaque t u b e  on p rend  une a l i q u o t e  d e  50 p l  

que  l ' o n  dépose  dans  d e s  f i o l e s  s t a n d a r d s  d e  p o l y é t h y l è n e  . On a j o u t e  6  m l  

d e  l i q u i d e  s c i n t i l l a n t  e t  on a g i t e  a f i n  d ' o b t e n i r  une s o l u t i o n  homogène. 

On d i s p o s e  les f i o l e s  dans  l e  compteur  à s c i n t i l l a t i o n s  , 

Remarque : l e  b r u i t  de  fond C"background'3 d e v r a  ê t r e  r e t r a n c h é  d e  l a  mesure  

d e  r a d i o a c t i v i t é  donnée p a r  n o t r e  a p p a r e i l .  Pour  les f i o l e s  en  p o l y é t h y l è n e  

p l e i n e s ,  il e s t  d ' e n v i r o n  30 cprn, pour  l a  v o i e  c l4  (P.KANOUN, 19771. 

VI11 - LA FILTRATION SUR GEL DE SEPHAOEX OU DE POLYACRYLANIOE. 

Io - La g e l  f i l t r a t i o n  s u r  Séphadex. 

Dans n o t r e  é t u d e  dynamique p a r  l e s  t e c h n i q u e s  d e  R a d i o a c t i v i t é ,  

nous  avons  f r a c t i o n n é  le  l i q u i d e  c œ l o m i q u e ,  l e s  c œ l o m o c y t e s  e t  l e s  o v o c y t e s .  

Cœlomocytes  e t  o v o c y t e s  s o n t  p r é a l a b l e m e n t  b r o y é s  au " P o l y t r o n "  : 

l e s  b r o y a t s  ob tenus  s o n t  a l o r s  c e n t r i f u g é s  a f i n  d ' e n  e x t r a i r e  l e s  s u b s t a n c e s  



i n s o l u b l e s .  S e u l  l e  s u r n a g e a n t  s e r a  c o n s e r v é  e t  u t i l i s é  p o u r  l e  p a s s a g e  s u r  

c o l o n n e  d e  Séphadex.  

Le l i q u i d e  c œ l o m i q u e ,  dépourvu  d ' é l é m e n t s  c e l l u l a i r e s ,  p o u r r a  

d i r e c t e m e n t  ê t r e ' p a s s é  s u r  n o t r e  c o l o n n e .  

Les Séphadex (nom d é p o s é  p a r  l a  firme P h a r m a c i a l  s o n t  d e s  g e l s  

f o r m é s  d e  d e x t r a n  m o d i f i é  e t  se p r é s e n t e n t  s o u s  f o r m e  d e  p e r l e s  q u i  g o n f l e n t  

c o n s i d é r a b l e m e n t  d a n s  l ' e a u .  

Les m o l é c u l e s  d o n t  l a  t a i l l e  e s t  s u p é r i e u r e  à ce l l e  d e s  p l u s  g r o s  

p o r e s  du  g e l ,  ne  peuven t  y  p é n é t r e r ,  m i g r e n t  d a n s  l a  p h a s e  a q u e u s e  q u i  

e n t o u r e  les g r a i n s  du g e l  e t  q u i t t e n t  les p r e m i è r e s  l a  c o l o n n e  où e s t  p l a c é  

ce g e l .  P a r  c o n t r e  l e s  m o l é c u l e s  p l u s  p e t i t e s  p é n é t r e n t  d a n s  l e  g e l  e t  l e u r  

. m i g r a t i o n  e s t  a i n s i  r e t a r d é e .  

Les m o l é c u l e s  q u i t t e n t  donc  un g e l  Séphadex  p l a c é  d a n s  une  c o l o n n e  d e  

v e r r e  d a n s  l ' o r d r e  d e s  m a s s e s  m o l é c u l a i r e s  d é c r o i s s a n t e s .  

P l u s i e u r s  t y p e s  d e ' s é p h a d e x  e x i s t e n t  : i l s  d i f f é r e n t  les u n s  d e s  

a u t r e s  p a r  l e u r  c a p a c i t é  d e  g o n f l e m e n t .  - 

L ' i n d i c e  d e  r é t e n t i o n ,  ou volume d ' e a u  en  m l  a b s o r b é  P a r  granme 

d e  Séphadex  s e c ,  e s t  donné p a r  l a  n u m é r o t a t i o n  d e s  Séphadex .  Nous u t i l i s o n s  

un Séphadex  G 25 ,  q u i  p o s s è d e  d o n c  un i n d i c e  d e  r é t e n t i o n  d e  2,s ml/g.  Son 

domaine d e  f r a c t i o n n e m e n t  e s t  d e  1000  à 5000. 

Les Séphadex  d e s  séries G- p e u v e n t  ê t r e  u t i l i s é s  a v e c  d ' a u t r e s  s o l v a n t s  

q u e  l ' e a u .  Nous n ' a v o n s  u t i l i s é  q u e  l ' e a u  b i d i s t i l l é e  d é g a z é e .  Le " d é g a z a g e "  

se f a i t  d a n s  une  f i o l e  fermée re l i ée  à une  t rompe  à v i d e  ( l ' o p é r a t i o n  d u r e  

e n v i r o n  1 h e u r e ) .  

Le p a s s a g e  d e  n o t r e  s o l u t i o n  d a n s  l a  c o l o n n e  d e  Séphadex  se f a i t  

p a r  a s p i r a t i o n  à l ' a i d e  d ' u n e  pompe p é r i s t a l t i q u e .  

Un d i s p o s i t i f  p e r m e t t a n t  l a  l e c t u r e  à 254 nm, s u i t  l ' é l u t i o n  d e s  

p r o t é i n e s  a p r è s  l e u r  p a s s a g e  d a n s  l a  c o l o n n e  d e  Séphadex .  

Un c o l l e c t e u r  d e  f r a c t i o n s  c o m p l è t e  n o t r e  a p p a r e i l l a g e .  

2' - La f i l t r a t i o n  s u r  g e l  d e  p o l y a c r y l a m i d e .  

Une i m p o r t a n t e  r a d i o a c t i v i t é  se t r o u v a n t  d a n s  l ' u n  d e s  p i c s  o b t e n u s  

a p r è s  p a s s a g e  s u r  Séphadex ,  n o u s  a v o n s  c h e r c h é  à f r a c t i o n n e r  c e  p i c .  Nous a v o n s  

a i n s i  u t i l i s é  l e  B i o - g e l  PZ (Bio-Rad L a b o r a t o r i e s l .  

Le d i s p o s i t i f  e x p é r i m e n t a l  es t  l e  même q u e  p o u r  l ' u t i l i s a t i o n  d e s  

g e l s  d e  Séphadex .  

Le B i o g e l ,  comme l e  Séphadex ,  pe rme t  d e  r éa l i se r  d e s  g e l - f i l t r a t i o n s .  

Le B i o g e l  P  [ g e l  d e  P o l y a c r y l a m i d e )  est  un s u p p o r t  i n e r t e ,  très 

h y d r o p h i l e .  Le B i o g e l  PZ e s t  u t i l i s é  p o u r  l a  s é p a r a t i o n  d e  m o l é c u l e s  d e  p o i d s  

rnoh6cu%ai se s  d e  200 à 1800. 



1 - IMPORTANCE RELATIVE DES TROIS CONSTITUANTS DU MILIEU INTERIEUR DE 

PERINEREIS CULTRIFERA 

II - EVOLUTION DE LA TENEUR EN LIPIDES AU COURS DE L'OVOGENESE 

Io - I m p o r t a n c e  d e s  l i p i d e s  t o t a u x  p a r  r a p p o r t  à l a  mas se  t o t a l e  

d e  s u b s t a n c e  s è c h e  ( l i q u i d e  c o e l o m i q u e  + c o e l o m o c y t e s  + o v o c y t e s ]  

a l  Les  l i p i d e s  t o t a u x  du m i l i e u  i n t é r i e u r  d e  P. cultrifera 

61 Les  l i p i d e s  t o t a u x  du l i q u i d e  c o e l o m i q u e  

c l  Les  l i p i d e s  t o t a u x  d e s  c o e l o m o c y t e s  

d l  Les  l i p i d e s  t o t a u x  d e s  o v o c y t e s  

e l  C o n c l u s i o n  

2' - I m p o r t a n c e  d e s  l i p i d e s  t o t a u x  d a n s  l e  l i q u i d e  c o e l o m i q u e ,  

les  c o e l o m o c y t e s  ou l e s  o v o c y t e s ,  a u  c o u r s  d e  l ' o v o g e n è s e  

a l  Dans l e  l i q u i d e  c o e l o m i q u e  

b l  Dans l e s  c o e l o m o c y t e s  

c l  Dans les  o v o c y t e s  

ri1 C o n c l u s i o n  

III - L'IMPORTANCE DES LIPIDES CHEZ LES INDIVIDUS MALES 

I V  - LES LIPIDES ET L'OVOGENESE CHEZ LES INVERTEBRES 



BILAN POPDERAL 
------------- 

1 - INPORTAMCE RELATIVE DES TROIS CONSTITUANTS DU MILIEU INTERIEUR CE 

PERINEREIS CULTRIFERA. 

Après prélévernent e t  f r a c t i o n n e m e n t  du m i l i e u  i n t é r i e u r  d e  nos 

v e r s  ( v o i r  l a  p r é p a r a t i o n  du m a t é r i e l  b i o l o g i q u e  d a n s  l e  c h a p i t r e  " M a t é r i e l  

e t  Méthodes") ,  chacun d e  s e s  c o n s t i t u a n t s  [ l i q u i d e  c œ l o m i q u e ,  c œ l o m o c y t e s  e t  

o v o c y t e s )  e s t  l y o p h y l i s é .  Le r é s i d u  s e c  ob tenu  e s t  p e s é .  

Tableau 81 

! Diamêt res  : L i q u i d e  : Coelomocytes : Ovocytes  I 

O v o c y t a i r e s  coelomique 
! I 

- - - - 

E v o l u t i o n  d e  l ' i m p o r t a n c e  r e l a t i v e  d e s  3 - f r a c t i o n s  du m i l i e u  i n t é r i e u r  de 
P.czrZthf'ern ( l e s  r é s u l t a t s  s o n t  expr imés  e n  % d e  l a  masse  t o t a l e  d e  m a t i è r e  
s è c h e  r e p r é s e n t é e  p a r  l e s  3 f r a c t i o n s ) .  

Nos r é s u l t a t s  ( v o i r  t a b l e a u  811 i n d i q u e n t  que l e  l i q u i d e  c œ l o m i q u e  

c o n s t i t u e  7 à 17  % d e  l a  masse t o t a l e  de  matière s è c h e  r e p r é s e n t é e  p a r  t o u t  

l e  m i l i e u  i n t é r i e u r .  

Les  c œ l o m o c y t e s  en c o n s t i t u e n t  30 à 58 %, e t  l e s  o v o c y t e s  34 à 54,5  %. 

Les é l é m e n t s  f i g u r é s  [ c œ l o m o c y t e s  e t  ovocy tes1  r e p r j s e n t e n t  donc 

l ' e s s e n t i e l  du m i l i e u  i n t é r i e u r  d e  nos  v e r s ,  en masse d e  s u b s t a n c e  sèche .  



Figure B I  : Evolution de l'importance relative des trois fractions du milieu 

intérieur de P. Cultrifera (c f  Tableau B I  1 
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Cependant,  au c o u r s  de  l ' o v o g e n è s e  l ' i m p o r t a n c e  d e  chaque f r a c t i o n  

va Evo luer .  La f i g u r e  81 montre  que  l ' i m p o r t a n c e  du l i q u i d e  c œ l o m i q u e  diminue,  

au b É n é i i c e  d e s  é léments  f i g u r é s .  

L ' impor tance  d e s  ccelornocytes  e s t  p a r  c o n t r e  a s s e z  v a r i a b l e ,  l e u r  

masse de m a t i è r e  s è c h e  é t a n t  p a r t i c u l i è r e m e n t  i m p o r t a n t e  à 150-160 p. 200 p 

e t  230 p. . 

La f i g u r e  82 montre  l ' i m p o r t a n c e  r e l a t i v e  d e s  c œ l o r n o c y t e s  e t  d e s  

ovocy tes  pour  c e r t a i n s  s t a d e s  ( r é s u l t a t s  expr imés  pour  100 % d e  m a t i è r e  s è c h e ) .  

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

Les r é s i d u s  secs o b t e n u s  a p r è s  l y o p h y l i s a t i o n  s o n t  e x t r a i t s  de  l e u r s  

s u b s t a n c e s  l i p i d i q u e s  ( =  L i p i d e s  t o t a u x 1  p a r  l e  mélange chloroforme/méthanol  

2  : 1 e t  l a v a g e  s e l o n  FOLCH [1951,1957) .  Le p r o t o c o l e  d ' e x t r a c t i o n  e s t  exposé  

en d é t a i l  dans  " M a t é r i e l  e t  Méthodes" ( 5  no III. Les l i p i d e s  a i n s i  o b t e n u s  s o n t  

séch6s  e t  p e s é s .  

I o  - Importance  d e s  l i p i d e s  t o t a u x  p a r  r a p p o r t  à l a  masse t o t a l e  d e  

s u b s t a n c e  s a c h e  ( l i q u i d e  coelomique + coelomocytes  + o v o c y t e s ) .  

Nos r é s u l t a t s  s o n t  e x p o s é s  d a n s  l e  t a b l e a u  8 2  e t  r e p r é s e n t é s  d a n s  l a  

f i g u r e  83. Il s ' a g i t  i c i  de  l a  masse d e  l i p i d e s  t o t a u x  p a r  r a p p o r t  à l a  

masse t o t a l e  d e  s u b s t a n c e  s è c h e .  

Tableau 82 

! 
Diamèt res  , Liqu ide  

: C œ l o m o c y t e s  : Ovocytes : L i p i d e s  O v o c y t a i r e s  ' Cœlomique t o t a u x  ! 

Importance  d e s  L i p i d e s  t o t a u x  p a r  r a p p o r t  à l a  masse t o t a l e  d e  m a t i è r e  -6cha 
( l i q u i d e  c œ l o m i q u e  + c œ l o m o c y t e s  + Ovocytes l .  



a l  Les l i p i d e s  t o t a u x  du m i l i e u  i n t b r i e u r  de  P. cuZt12ifera ....................................................... 
( l i q u i d e  c œ l o m i q u e  + c œ l o m o c y t e s  + ovocy tes1  : c e s  l i p i d e s  t o t a u x  n e  ............................................. 
p r é s e n t e n t  pas de  g rande  v a r i a t i o n  j u s q u ' a u  s t a d e  180 p. Leur i m p o r t a n c e  d o u b l e  

e n s u i t e  v e r s  190-ZOG p. Après une l é g è r e  c h u t e ,  i l s  se r e t r o u v e n t  i m p o r t a n t s  

v e r s  230 p. En s e  r e p o r t a n t  aux r é s u l t a t s  e x p o s é s  précédemment, on o b s e r v e  que 

l a  masse d e  m a t i è r e  sèche  d e s  c œ l o m o c y t e s  s ' é l è v e  a u s s i  à 190-200 p ,  p u i s  

230 p ,  c e t t e  augmentat ion e s t  donc en g r a n d e  p a r t i e  d ù e  à une a u g m e n t a t i o n  

du t a u x  d e  l i p i d e s .  

b l  Les l i p i d e s  t o t a u x  du l i q u i d e  c œ l o m i q u e .  ........................................ 
Leur impor tance  p a r  r a p p o r t  à l a  masse t o t a l e  de  m a t i è r e  s è c h e  du 

m i l i e u  i n t é r i e u r ,  r e s t e  f a i b l e  e t  t e n d  même. d é c r o î t r e ,  s a u f  au s t a d e  225 p. 

C I  Les l i p i d e s  t o t a u x  d e s  c œ l o m o c y t e s  : l e u r  t a u x  e s t  p a r t i -  ................................... 
c u l i è r e m e n t  é l e v é  à 150-160 ~ , e t  e n t r e  200 e t  230 p. C ' é t a i t  a u s s i  pendan t  c e s  

p é r i o d e ç . q u e  l a  masse t o t a l e  de m a t i è r e  s è c h e  d e s  c œ l o m o c y t e s  é t a i t  p a r t i c u -  

l i è r e m e n t  impor tan te .  

d l  Les l i p i d e s  t o t a u x  d e s  o v o c y t e s  : s o n t  s u r t o u t  i m p o r t a n t s  ................................ 
à 190-200 l.~ e t  à 230 p, zones  où p o u r t a n t  l a  masse d e  s u b s t a n c e  s è c h e  q u ' i l s  

r e p r é s e n t e n t  e s t  f a i b l e  p a r  r a p p o r t  à l a  masse  t o t a l e  d e  s u b s t a n c e  s è c h e  d e  

t o u t  l e  m i l i e u  i n t é r i e u r  de  nos v e r s  ( l i q u i d e  c œ l o m i q u e  + é l é m e n t s  f i g u r é s ) .  

e l  Conclus ion : ----------- 
Les l i p i d e s  c o n s t i t u e n t  une p a r t  i m p o r t a n t e  du r é s i d u  s e c  d e  t o u t  

l e  m i l i e u  i n t é r i e u r  de  P. cuZtrifera s u r t o u t  v e r s  180 p  [ d e  15-20 % du 

r é s i d u  s e c  jusque  180 p,  i l s  en r e p r é s e n t e n t  p r è s  d e  30 % à 190-200 y). Le 

t a u x  en l i p i d e s  r e s t e  a i n s i  i m p o r t a n t  e n t r e  190 e t  240 p. a v e c  2 p i c s  

( à  190-200 p e t  230 p l ,  p u i s  c h u t e  e n s u i t e  b r u t a l e m e n t  en f i n  d e  m a t u r i t é  

g g n i t a l e .  

Ces l i p i d e s  semblen t  d ' a b o r d  s e  s i t u e r  dans  l e s  c c ~ l o r n o c y t e s  e n t r e  

140-170~1 e t  e n t r e  200-230 p e t  d a n s  l e s  o v o c y t e s e n t r e  170 e t  210 v e t  e n t r e  

225-235 p. On remarque a i n s i  que chaque f o i s  un t a u x  é l e v é  en l i p i d e s  dans  

l e s  cœlornocy tes  p récède  un t a u x  é l e v é  en l i p i d e s  dans  l e s  o v o c y t e s .  

. Nous venons d ' é t u d i e r  l ' i m p o r t a n c e  d e s  l i p i d e s  p a r  r a p p o r t  à l a  masse 

t o t a l e  d e  s u b s t a n c e  sèche  r e p r é s e n t é e  p a r  l e  m i l i e u  i n t é r i e u r  d e  P. cuztmfera,  

voyons main tenan t  q u ' e l l e  e s t  l ' i m p o r t a n c e  d e s  l i p i d e s  au s e i n  d e  chaqus  f r a c -  

t i o n  de  c e  m i l i e u  i n t é r i e u r  ( l i q u i d e  c œ l o m i q u e ,  c œ l o m o c y t e s  o v o c y t e s ] .  

2' - Importance  d e s  l i p i d e s  t o t a u x  dans  l e  l i q u i d e  c œ l o m i q u u ,  

13s c œ l o m c c y t e s  ou les o v o c y t e s ,  au coi i rs  d e  l ' o v o g e n è s e  ( v o i r  tableriici €33 e t  

" r lçure  841. 



- L.C. 

--- CELQ, 

..-... ove. 

-- LIPIDES TMAUX 

F i g u r e  83 : Impor tance  d e  l a  t e n e u r  en  L i p i d e s  Totaux p a r  r a p p o r t  à 

l a  masse t o t a l e  de  m a t i è r e  s è c h e .  ( c f .  Tableau 8 2 ) .  



Tab leau  83 

! Diamè t re s  L i q u i d e  1 

O v o c y t a i r e s  . Coelomique Coe lomocy te s  Ovocy te s  
! 

E v o l u t i o n  de  l a  t e n e u r  en  l i p i d e s  t o t a u x  d a n s  l e  l i q u i d e  c œ l o m i q u e ,  l e s  
c œ l o m o c y t e s  e t  l e s  o v o c y t e s ,  au  c o u r s  d e  l ' o v o g e n è s e  d e  Perinereis cu l t r i fera .  
( R é s u l t a t s  e x p r i m é s  e n  % d e  l a  masse d e  m a t i è r e  s è c h e  r e p r é s e n t é e  p a r  chaque  
f r a c t i o n ) .  

a )  Dans l e  l i q u i d e  c œ l o m i q u e  les l i p i d e s  s o n t  i m p o r t a n t s  à .......................... 
100  p, p u i s  c h u t e n t  d e  f a ç o n  i m p o r t a n t e  ( d e  17,3 % du r é s i d u  sec à 1 0 0  u ,  
i l s  n ' e n  r e p r é s e n t e n t  p l u s  que  2 , 2  % à 1 5 0  p l .  

La t e n e u r  e n  l i p i d e s  augmente e n s u i t e  v e r s  160  p, p o u r  r e c h u t e r  à 

190 11. E l l e  augmente à nouveau à p a r t i r  d e  220  p, p u i s  r e s t e  à u n e  v a l e u r  

c o n s t a n t e  à l ' a p p r o c h e  d e  l a  m a t u r i t é  g é n i t a l e .  

b) Dans l e s  c œ l o m o c y t e s  : c h e z  les  animaux t r è s  j e u n e s  on ----------------- --- 
o b t i e n t  une v a l e u r  ex t rêmement  é l e v é e  q u i  c h u t e  b r u t a l e m e n t ,  p o u r  n e  p l u s  

r e p r é s e n t e r  que  4  % du r é s i d u  sec d e s  c o e l o m o c y t e s .  Le t a u x  d e  l i p i d e s  d e s  

c œ l o m o c y t e s  augmente  e n s u i t e  v e r s  130 p, a t t e i n t  un p i c  e n t r e  150-160 p, p u i s  

c h u t e .  Les l i p i d e s  v o i e n t  l e u r  i m p o r t a n c e  à nouveau a c c r u e  à p a r t i r  d e  1 8 0  p, 

a v a n t  d e  c h u t e r  à l ' a p p r o c h e  d e  l a  m a t u r i t é  g é n i t a l e .  

C I  Dans l e s  o v o c y t e s  l a  t e n e u r  en l i p i d e s  o s c i l l e  e n t r e  2 0  ------------- --- 
e t  40  % du Rés idu  sec t o t a l .  Deux p i c s  s o n t  p a r t i c u l i è r e m e n t  i m p o r t a n t s  : 

e n t r e  1 8 0  e t  210 u ,  e t  e n t r e  220  e t  240  u .  Comme p o u r  l e s  c œ l o m o c y t e s ,  l a  

t e n e u r  c h u t e  à l ' a p p r o c h e  d e  l a  m a t u r i t é  g é n i t a l e .  



Figure B 4 : Evolution de l a  teneur en l i p ide s  totaux dans l e  l iqu ide  coelo- 

mique, l e s  coelomocytes e t  l e s  ovocytes, au cours de l'ovogenèse 

d e  Perinereis eu ltrifera . 
Les r é s u l t a t s  sont exprimés en % de l a  masse de matière sèche 

représentée par  chaque f r ac t i on .  



d l  Conclus ion -----..----- 
Ce s o n t  l e s  o v o c y t e s  q u i  c o n c e n t r e n t  une g r a n d e  p a r t i e  d e s  l i p i d e s  

Les c œ l o m o c y t e s  en s o n t  a u s s i  p a r t i c u l i è r e m e n t  r i c h e s ,  b i e n  q u ' à  un moindre  

t a u x .  Ovocytes e t  c œ l o m o c y t e s  v o i e n t  l e u r  t e n e u r  en  l i p i d e s  d iminuer  à 

l ' a p p r o c h e  de  l a  m a t u r i t é  g é n i t a l e ,  c e u x - c i  s e  t r o u v a n t  a l o r s  e n  g rande  

p a r t i e  d a n s  l e  l i q u i d e  c œ l o m i q u e .  

' I l  e s t  i n t é r e s s a n t  d e  c o n s t a t e r  que chaque f r a c t i o n  du m i l i e u  

i n t é r i e u r  possède d e s  t e n e u r s  i m p o r t a n t e s  q u i  s e  s u c c è d e n t  : 

- e n t r e  140 e t  170  p : t a u x  i m p o r t a n t  de  l i p i d e s  dans  l es  

cœ lomocytes .  

- e n t r e  160 e t  190  p : t a u x  i m p o r t a n t  de  l i p i d e s  dans  l e  

l i q u i d e  cœ lomiqus.  

- e n t r e  180 e t  210 p : t a u x  i m p o r t a n t  dans  les ovocy tes .  

Dès 1957, R.P. DALES e s t i m a i t  que  l e s  c e l l u l e s  c œ l o m i q u e s  [ p l u s  

p r é c i s é m e n t  l e s  é l é o c y t e s  q u i  c o n s t i t u e n t  une p a r t i e  i m p o r t a n t e  d e  c e s  c e l l u l e s  

c œ l o m i q u s s l  j o u a i e n t  un r ô l e  d a n s  l e  s t o c k a g e  e t  l e  t r a n s p o r t  d e  n o u r r i t u r e  

c h e z  c e r t a i n s  P o l y c h è t e s .  

E t u d i a n t  p l u s i e u r s  e s p è c e s  d e  P o l y c h è t e s  S a b e l l i d é s ,  il v o i t  d a n s  l e s  

é l é o c y t e s ,  un dépô t  u t i l i s a b l e  pour  la m a t u r a t i o n  d e s  gamètes.  (R.P. ORLES, 

1961,  19631. Le même a u t e u r ,  c h e z  l e  P o l y c h è t e  T e r e b e l l i d a e  Amwhitrfte .johvtstoni 

f a i t  une o b s e r v a t i o n  semblab le  (19641. 

E n f i n ,  il va p l u s  l o i n  dans  son  ra i sonnement  quand il n o t e  [ K P .  DALES, 

19681 que glycogène e t  l e s  l i p i d e s  d e s  c œ l o m o c y t e s ,  b i e n  que  p r é s e n t s  e n  

g r a n d e  q u a n t i t é ,  semblent  ê t r e  i n u t i l i s a b l e s ,  a l o r s  q u e  l e  g lycogène  d e s  

musc les  p e u t  ê t r e  r é d u i t  : les  c œ l o m o c y t e s  de  SabeZZa spalZanzani peuvent  

c o n t e n i r  p r è s  d e  l a  m o i t i é  d e  l e u r  p o i d s  t o t a l  d e  m a t i è r e , s è c h e  s o u s  forme . 

. de  l i p i d e s  e t  1/5 sous  forme d e  g lycogène ,  mais  t a n d i s  que c e s  v e r s  peuven t  

s u r v i v r e  e n  c o n d i t i o n s  a n a é r o b i e s  pendant  25 h e u r e s ,  c e s  r é s e r v e s  ne s o n t  p a s  

af -Fectées .  Les r é s e r v e s  d e s  c œ l o m o c y t e s  semblen t ,  p e n s e - t - i l ,  d e s t i n é e s  

p r i o r i t a i r e m e n t  aux gamètes e n  c o u r s  d e  m a t u r a t i o n .  

Dans une p r é c é d e n t e  é t u d e  I F .  F o n t a i n e ,  DEA 19791 nous  a v i o n s  é t u d i é  

p a r  l e s  t e c h n i q u e s  b ioch imiques  l e s  r a p p o r t s  m é t a b o l i q u e s  e x i s t a n t  e n t r e  

c w l o m o c y t e s  - l i q u i d e  c œ l o m i q u e  - o v o c y t e s .  

Ana lysan t  l e s  t e n e u r s  e n  a c i d e s  g r a s .  nous a v i o n s  o b s e r v é  que les  

p r e m i e r s  a c i d e s  g r a s  de  c e r t a i n e s  s é r i e s  m é t a b o l i q u e s .  a p p a r a i s s a i e n t  d ' a b o r d  

dans  l e s  c œ l o m o c y t e s .  C e t t e  c o n s t a t a t i o n  nous amena i t  à c o n s i d é r e r  l e s  

ccelon;ocytes  comme d ' i m p o r t a n t s  l i e u x  d e  s t o c k a g e  e t  d e  b i o s y n t h è s e  d e s  

l i p i d e s ,  q u i  s e r a i e n t  e n s u i t e  consommés p a r  l e s  o v o c y t e s  en c o u r s  d e  m a t u r a t i o n .  



La d e r n i è r e  o b s e r v a t i o n  e x p o ~ i e  p l u s  h a u t  v a  a u s s i  d a n s  ce sens. 

C ' e s t  d a n s  l e s  c œ l o m o c y t e s  q u e  l ' o n  t r o u v e  l e s  t e n e u r s  i m p o r t a n t e s  e n  l i p i d e s ,  

a v a n t  d e  l e s  r e t r o u v e r  d a n s  l e  l i q u i d e  c œ l o m i q u e ,  p u i s  l e s  o v o c y t e s .  

III - L'IMPORTANCE DES L IPIDES CHEZ LES INDIVIDUS MALES. 

Nous a v o n s  f r a c t i o n n é  l e  m i l i e u  i n t é r i e u r  d e  P. cul tr i fera  m â l e s ,  e n ,  

d ' u n e  p a r t  l e  l i q u i d a  cœ i o m i q u e .  d ' a u t r e  p a r t  l e s  é l é m e n t s  f i g u r é s  
( C E  l omocy te s  + gamè tes ]  

T a b l e a u  84 : E t u d e  d e s  l i p i d e s  t o t a u x d u m i l i e u  i n t é r i e u r  d e  P. cuZtrifera m â l e s .  

! ! 
L i q u i d e  C œ  l o m o c y t e s  

! + ! 
Cœ lomique  g a m è t e s  

! 1 

! I m p o r t a n c e  r e l a t i v e  d e  c h a q u e  : ! 
f r a c t i o n  27 % 73  O /O 1 I 

! I m p o r t a n c e  des l i p i d e s  t o t a u x  : ! 
p a r  r a p p o r t  à l a  masse t o t a l e  

! ! d e  m a t i è r e  s s c h e .  4 , l  % 1 2 , 4  % 
1 I 

T e n e u r  en l i p i d e s  d e  c h a q u e  . I 

f r a c t i o n  1 8 , 2  % 1 6 , l  % 
I 1 

La m a s s e  d e  matière s è c h e  du  l i q u i d e  c œ l o m i q u e  c o n s t i t u e  a i n s i  

c h e z  les  mâ le s  u n e  p a r t  i m p o r t a n t e  du m i l i e u  i n t é r i e u r  ( b e a u c o u p  p l u s  impor -  

t a n t e  que  chez  les  f e m e l l e s ) .  

Les l i p i d e s  t o t a u x  s o n t  c o n c e n t r é s  d a n s  les  é l é m e n t s  f i g u r é s .  Le  

l i q u i d e  c œ l o m i q u e  en  p o s s è d e  néanmoins  une  q u a n t i t é  i m p o r t a n t e .  

E n f i n ,  l e  l i q u i d e  c a e l o m i q u e  d o n t  l e  r é s i d u  sec r e n f e r m e  p l u s  d e  

'Il3 % d e  l i p i d e s ,  es t  p l u s  r i c h e  e n  s u b s t a n c e s  l i p i d i q u e s  q u e  l e s  é l é m e n t s  

f i g u r é s  ( l e s  d e u x  v a l e u r s  s o n t  c e p e n d a n t  très p r o c h e s 1  . J a m a i s  on n e  t r o u v e  

d a n s  l e s  gamè te s  mâ le s ,  a u t a n t  d e  l i p i d e s  que  d a n s  les  o v o c y t e s .  



Chez l e s  i n d i v i d u s  m â l e s  d ' u n e  a u t r e  e s p è c e  d ' A n n é l i d e ,  Nersis . 

diversicolor, nous a v o n s  f a i t  une  é t u d e  i d e n t i q u e  : 

T a b l e a u  85 : E t u d e  d e s  l i p i d e s  t o t a u x  du  m i l i e u  i n t é r i e u r  d e  Nereis diversicoior 
mâles .  

! L i q u i d e  Cœ lomocy te s  ! 
+ 

I C œ  Iomique  Gamètes ! 

1 I 

! 
I m p o r t a n c e  r e l a t i v e  d e  c h a q u e  . I 
f r a c t i o n  36 % 64 % 

I ! 
I m p o r t a n c e  d e s  l i p i d e s  t o t a u x  . 
p a r  r a p p o r t  à l a  masse t o t a l e  ' ! 

! d e  m a t i è r e  s è c h e  3,6 % 8,1 % I 

! I 
T e n e u r  e n  l i p i d e s  d e  c h a q u e  

! f r a c t i o n  11,8 % 1 1 , 7  % I 

I ! 

Comme p o u r  les  P. cultri fera m â l e s  l e  l i q u i d e  c œ l o m i q u e  c o n s t i t u e  

une  f r a c t i o n  i m p o r t a n t e  d e  l a  masse t o t a l e  d e  m a t i è r e  s è c h e  du m i l i e u  i n t é r i e u r .  

D ' a u t r e  p a r t ,  s i  les l i p i d e s  s e  r e t r o u v e n t  s u r t o u t  d a n s  les é l é m e n t s  

f i g u r é s  [ c œ l o r n o c y t e s  + g a m è t e s ) ,  l e  l i q u i d e  c œ l o r n i q u e  e n  c o n t i e n t  u n e  p a r t  

i m p o r t a n t e .  

E n f i n  les t e n e u r s  e n  l i p i d e s  du l i q u i d e  c e l o m i q u e  e t  d e s  é l g m e n t s  

f i g u r é s  s o n t  s e m b l a b l e s .  

F i n a l e m e n t ,  c h e z  l e s  m â l e s  d e  P. cuztrifera et  d e  N. diversicolor, 

on t r o u v e  d e s  r é s u l t a t s  c o m p a r a b l e s .  

I V  - LES LIPIDES ET L'OVOGENESE CHEZ LES INVERTEBRES..  

Les l i p i d e s  c o n s t i t u e n t  une  i m p o r t a n t e  s o u r c e  d ' é n e r g i e  e t  l ' augmen-  

t a t i o n  d e  l e u r  t a u x  ou a u  c o n t r a i r e  l e u r  d i m i n u t i o n  n ' e s t  p a s  s a n s  r e l a t i o n  a v e c  

les  g r a n d s  phénomènes m é t a b o l i q u e s  q u i  p e u v e n t  se p r o d u i r e  c h e z  l ' a n i m a l .  Ce 

p r i n c i p e ,  b i e n  connu c h e z  les  V e r t é b r é s ,  e x i s t e  a u s s i  c h e z  les I n v e r t é b r é s .  

Chez les  INSECTES W i g g l e s w o r t h  a v a i t  d è s  1958 mis en  é v i d e n c e  l ' i m p o r -  

t a n c e  du r ô l e  m é t a b o l i q u e  du t i s s u  a d i p e u x  e t  t1 .Chinoet  L. 1. G i l b e r t  (1965 1 o n t  

mon t r é  q u e  l e  c o n t e n u  l i p i d i q u e  d u  c o r p s  g r a s  d e  l ' a d u l t e  cscropia es t  p r e s q u e  

trois f o i s  p l u s  i m p o r t a n t  q u e  ie c o r p s  g r a s  p u p a l .  



L.I .  G i l b e r t  (1967 )  affirme q u e  c h e z  l a  p l u p a r t  d e s  ~ n s e c t e s , '  

l a  f e m e l l e  c o n t i e n t  p l u s  d e  l i p i d e s  que  l e  mâ le  p u i s q u ' i l s  c o n s t i t u e n t  le  

p r i n c i p a l  s u b s t r a t  i n t e r v e n a n t  d a n s  l e  déve loppemen t  d e s  œ u f s  [ s a u f  p o u r  

l e s  Lépidoptères1:Ainsi S t r o n g  (7963  a ,  b ,  19641 m o n t r e  q u ' e n v i r o n  14  % 

du p o i d s  f r a i s  d ' œ  u f  d '  Aphid  e s t  d e  n a t u r e  l i p i d i q u e .  

.De même, d e s  t r a v a u x  c h e z  u n e  e s p è c e  o v o v i v i p a r e ,  Leucophaea 

maderae ( L . I .  G i l b e r t ,  19671, o n t  mon t r é  une  a u g m e n t a t i o n  i m p o r t a n t e  du 

c o n t e n u  l i p i d i q u e  d e  l ' o v a i r e  c h e z  une f e m e l l e  a d u l t e  a v a n t  l ' o v o g e n è s e  

[ e n v l r o n  0 , 5  mg] j u s q u ' à  e n v i r o n  8 0  mg d a n s  un o v a i r e  c o n t e n a n t  d e s  œ u f s  

m 3 t u r e s  j u s t e  a v a n t  l ' o v u l a t i o n .  C e l a  c o r r e s p o n d ,  f a i t  r e m a r q u e r  l ' a u t e u r ,  

à u n e  d i m i n u t i o n  du con tenu  l i p i d i q u e  du c o r p s  g r a s  i n d i q u a n t  un t r a n s p o r t  

- d e s  l i p i d e s  v e r s  l ' o v a i r e .  No tons  que  n o u s  a v o n s  f a i t  c h e z  1 ' A n n é l i d e  

Perinereis c?~Ztrifera une  o b s e r v a t i o n  a n a l o g u e  a v e c  a u g m e n t a t i o n  du c o n t e n u  

l i p i d i q u e  dans  l e s  o v o c y t e s ,  f a i s a n t  s u i t e  à u n e  d i m i n u t i o n  d e  l a  t e n e u r  e n  

l i p i d e s  d a n s  les c œ l o m o c y t e s .  

Chez les  MOLLUSQUES, R . L .  SWIFT, 0. WHITE e t  M.B. GHASSEMIEH (19801 

f o n t  d e s  o b s e r v a t i o n s  s e m b l a b l e s  s u r - l e s  t i s s u s  d e  l ' h u ï t r e  Crassostrea 

uirginica : l e s  l i p i d e s ,  d i s e n t - i l s ,  s e m b l e n t  s e r v i r  d ' u n i q u e  r ô l e  d a n s  les 

t i s s u s  d e s  gonades  en m a t u r a t i o n ,  p u i s q u e  les  f e m e l l e s  d e  c e r t a i n e s  e s p è c e s  

d e  b fo l lu sques  c o n t i e n n e n t  p l u s  d e  l i p i d e s  d a n s  l a  t o t a l i t é  du c o r p s  q u e  les 

males. 

E n f i n ,  c h e z  un v e r  acœ l o m a t e ,  t e l  q u e  l e  NEilATODE RommomeYr/ns 

cuZicivorax, P . I .  ITTYCHERIAH, R .  GORDON e t  W.J. CONDON (19771 o n t  pu m o n t r e r ,  

p a r  d e s  r e c h e r c h e s  h i s t o c h i m i q u e s ,  q u e  d e s  p r o d u i t s  d e  s t o c k a g e  s ' a c c u m u l e n t  

d a n s  l e  t rophosome,  à p a r t i r  du q u a t r i è m e  j o u r  d e  déve loppemen t  p a r a s i t a i r e  : 

les l i p i d e s  c o n s t i t u e n t  l e  p r i n c i p a l  m é t a b o l i t e  d e  s t o c k a g e ,  l e  g l y c o g è n e  

v e n a n t  e n s u i t e  . 
Mais s i  d e s  l i p i d e s  s ' a c c u m u l e n t  d a n s  les o v o c y t e s  ou l e s  œ u f s  en  . 

v o i e  d e  développement  d e  nombreux I n v e r t é b r é s ,  d ' o ù  p r o v i e n n e n t - i l s  ? 

On a c r u  l ong temps  que  l e s  c o n s t i t u a n t s  d e  l ' o v o c y t e  à m a t u r i t é  

é t a i e n t  é l a b o r é s  à p a r t i r  d ' é l é m e n t s  s i m p l e s  p r é l e v é s  d a n s  l 'hémolymphe,  ou 

l u  l i q u i d e  c œ l o m i q u e .  Cet te  n o t i o n  s ' a p p l i q u a i t  p a r t i c u l i è r e m e n t  a u x  

g r o u p e s  les m o i n s  é v o l u é s ,  mais à p a r t i r  d e  1 9 5 0  les  é t u d e s  c o n c e r n a n t  les 

V e r t é b r é s  n o n - m a m a l i e n s  e t  les A r t h r o p o d e s  commencèrent  (cf W. TELFER, 1 9 5 4 ,  s u r  

l e  v e r  à s o i e ) .  Ces  t r a v a u x  s ' i n t e n s i f i è r e n t  à p a r t i r  d e  1960.  

Chez l e s  Myr i apodes ,  les C r u s t a c é s ,  les  I n s e c t e s ,  les P o i s s o n s ,  1;s 

Amphibiens  e t  les O i s e a u x ,  on  a  pu m o n t r e r  q u ' u n  complexe  l i p o p r o t é i q u e  

i o ü  v i t e l l o g é n i n e )  é t a i t  n é c e s s a i r e  p o u r  l a  c o n s t i t u t i o n  du  v i t e l l u s ,  e t  que 

c o t t e  v i t e l l o g é n i n e  & a i t  s o u v e n t  e s s o c i é e  a v e c  d ' a u t r e s  g r o u p e m e n t s  p r o s t h & -  
t i q u e s ,  e t  s y n t h é t i s é e  e n  d e h o r s  d e  l ' o v a i r e ,  v é h i c u l é e  p a r  l e  s a n g  e t  



sé3uest rÉe Far  l e s  o v o c y t e s  pendan t  l a  v i t e l l o g e n è s e  p a r  un mécanisme d ' endocy-  

t o s e  ( m i c r o p i n o c y t o s e l .  Cette v i t e l l o g é n i n e  e s t  employée p a r  l e s  o v o c y t e s -  

pour c o n s t i t u e r  l e  v i t e l l u s  ( d ' o ù  l e  nom : v i t e l l o g é n i n e  : p a r t i c i p a t i o n  à 

l a  "genèse du v i t e l l u s " 1 .  

C ' e s t  chez  l e s  I n s e c t e s  que l e s  t r a v a u x  s o n t  dans  c e  domaine les 

p l u s  avancés .  

La v i t e l l o g é n i n e  d ' i n s e c t e  e s t  s y n t h é t i s é e  p a r  l e  c o r p s  g r a s  d e s  

f e m e l l e s  (M.L.  PAN, W.J. BELL e t  W.H. TELFER, 19691 e t  e s t  e n s u i t e  t r a n s p o r t G e  

p a r  l'hémolymphe v e r s  l a  s u r f a c e  d e  l ' o v o c y t e  où e l l e  e s t  p r i s e  p a r  m i c r o p i -  

nocy tose  (T.F. ROTH e t  K.R.  PORTER, 1964 ; R . G .  KESSEL e t  L.R. G A N I O N ,  19791. 

Après s a  c o n c e n t r a t i o n  dans  l e s  o v o c y t e s ,  l a  v i t e l l o g é n i n e  r e s t e  

généra lement  immunolcgiquement e t  é l e c t r o p h o r é t i q u e r n e n t  i n d i s t i n g u a b l e  d e  

son p r é c u r s e u r  de  l 'hémolymphe. 

Une p a r t i e  l i p i d i q u e  d ' e n v i r o n  1 0  % du p o i d s  t o t a l  d e  p r o t é i n e s  a  

é t é  montrée  c h e z  teucophaea maderae ( R . K .  OEYMAL e t  V . J .  BROOKS, 19721, 

HyaZophora cecrcpia [K.K. THOMAS e t  L.I .  GILBERT, 19681, Aedes aegypti 

(H.H. HAGEDORN e t  P.L. JUOSON, 19721 e t  Manduca sexta (E.C. MUNDALL e t  
, 

J . J .  LAW, 19791. Cependant,  chez  l e  v e r  à s o i e ,  Philosornia cynthia, H. C H I N O  

et c o l l .  (19691 o n t  montré  q u e  l a  l i p o p r o t é i n e  l a  p l u s  a c t i v e  d e  l 'hémolymphe 

c o n t i e n t  44 % d e  l i p i d e s .  

A i n s i ,  s u r  l a  b a s e  d e  l e u r  con tenu  l i p i d i q u e ,  l e s  v i t e l l o g é n i n e s  

d ' i n s e c t e s  peuvent ê t r e  c l a s s é e s  comme "Very High O e n s i t y  L i p o p r o t e i n s "  

CVHDLI, en  employant l a ,  t e r m i n o l o g i e  d e s  l i p o p r o t é i n e s  du sérum de  V e r t é b r é s  

(EiC. RUNDALL e t  J.H. LAW, 19791. Chez Manàuca sexta, c e s  d e r n i e r s  a u t e u r s  

t r o u v e n t  p réc i sément  1 1 , 4  % d e  l i p i d e s  t o t a u x  d a n s  l a  v i t e l l o g é n i n e  d e  

l ' œ u f ,  e t  11 ,2  % d e t l i p i d e s  t o t a u x  d a n s  c e l l e  d e  l'hémolymphe. 

Chez l e s  CRUSTACES, c ' e s t  N.S. KERR (1969)  q u i  a  montré  pour  l a  

première  f a i s ,  chez  le c r a b e  CaZZinectes sapidus, que l a  l i p o p r o t é i n e  
r( 

c o n s t i t u a n t  l a  p l u p a r t  du v i t e l l u s  é t a i t  immunologiquement i n d i s t i n g u a b l e  d ' u n e  

l i ~ 0 p r ü t 6 i n e  du sé rumTune  v i t e l l o g e n i n e .  La même chose  a  é t é  m o n t r é e c h e z O ~ ~ c h e s t r i ~  
- 

y~mcz?*ezla ( J . J .  MEUSY, 1972 ; Y. CROISILLE e t  c o l l . ,  19741. Ces r é s u l t a t s  o n t  

g t s  Gtendus à des  décapodes  : Libinia emarginata (E.M. WOLIN, H. LAUFER e t  

0- FALERTINI, 19731.. . e t  à d e s  I sopodes  : PorceZlio di latatus ( J .L .  PICAUD, 

1375 1 .  

S e l o n  l e s  a u t e u r s  e t  l e s  e s p è c e s ,  l e s  l i p o v i t e l l i n e s  d e  c r u s t a c é s  

c a n t i c n n e n t  28 2 35 % d e  l i p i d e s  ( J .  J .  MEUSY, 1980 1 .  



Chez I'ANNELIDE q u e  nous  é t u d i o n s ,  nous  a v i o n s  s o u l e v é  précédemment 

l e  problème d ' u n  t r a n s p o r t  d e  l i p i d e s  e n t r e  les  é l é o c y t e s  e t  les  o v o c y t e s .  

Les é l é o c y t e s ,  p a r  l e u r  a s p e c t  morpho log ique  e t  l e u r  a c t i v i t é  d e  

s y n t h è s e  r a p p e l l e n t  en  e f f e t  les  p r o c e s s u s  secrétaires se d é r o u l a n t  d a n s  l e s  

c o r p s  g r a s  d e s  i n s e c t e s  [ H . H .  HAGEDORN, A.M. FALLON e t  H .  LAUFER 19731.  

T o u t e f o i s ,  c h e z  l e s  N é r é i d i e n s  ( P . C .  SCHROEDER, 1971 ; A.  DHAINAUT, 

19661 ou l e s  T é r é b e l l i d é s  (K.J .  ECKELBARGER, 1975 ,  19761 a u c u n e  é t u d e  

u l t r a s t r u c t u r a l e  n ' a  pu d é m o n t r e r  l e  t r a n s f e r t  d e  m a t é r i e l  d e s  é l é o c y t e s  aux  

o v o c y t e s .  

On pense  h a b i t u e l l e m e n t  que  l a  v i t e l l o g e n è s e  se  f a i t  d e  m a n i è r e  

autonome. Cependant ,  A.  FISCHER (19791 a  mon t r é  l ' e x i s t e n c e  d ' u n  a n t i g è n e  

s e m b l a b l e  à l a  v i t e l l i n e  d a n s  l e  l i q u i d e  c œ l o m i q u e  d e  f e m e l l e  m a t u r e  d e  

mereis virens.  T o u t e f o i s ,  t r a v a i l l a n t  s u r  Perinereis c u l t r i f e r a ,  s i  d e s  r é s u l -  

t a t s  m o n t r e n t  une i d e n t i t é  immunologique e n t r e  l i q u i d e  c œ l o m i q u e  e t  o v o c y t e ,  

nous  ne  pouvons p a s  e n c o r e  a f f i r m e r  q u ' i l  e x i s t e  une v i t e l l i n e  ( A .  DHAINAUT, 

M. PORCHET e t  F. FONTAINE, 1980  a e t  b l ,  comme c e l a  a ,  p a r  c o n t r e ,  é t é  

démontré  c h e z  d e  nombreux i n v e r t é b r é s .  
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E N D E  WALITATIVE ET QUANTITATIVE DES LIPIDES NEUTRES 
....................................... 

1 

A p r è s  l ' e x t r a c t i o n  d e s  l i p i d e s  t o t a u x ,  c e u x - c i  o n t  é t é  s é p a r é s  

en  deux f r a c t i o n s ,  comme nous l ' a v o n s  p r é c i s é  d a n s " m a t é r i e 1  e t  mé thodesn :  

. u n e  f r a c t i o n  a c é t o n o - s o l u b l e  ( l e s  " l i p i d e s  n e u t r e s " ]  

. une  f r a c t i o n  q u i  p r é c i p i t e  à l ' a c é t o n e  ( q u e  n o u s  a p p e l o n s  

" P h o s p h o l i p i d e s " 1 .  

Les  " l i p i d e s  n e u t r e s "  e t  l e s  " p h o s p h o l i p i d e s " ,  p o u r r o n t ,  ma lg ré  n o s  

p r é c a u t i o n s ,  p o s s é d e r  q u e l q u e s  i m p u r e t é s ,  à l ' é t a t  d e  t r a c e s .  

1 - LEUR SEPARATION SUR COUCHE MINCE ET LEUR IDENTIFICATION 

Les  l i p i d e s  n e u t r e s  s o n t  e n s u i t e  s é p a r é s  s u r  couche  m i n c e  d e  g e l  

d e  s i l i c e  G ,  a u p a r a v a n t  a c t i v é  une  h e u r e  à l ' é t u v e  e t  d é b a r r a s s é  d e s  impu- 

r e t é s  q u ' i l  p e u t  r e n f e r m e r ,  p a r  un p a s s a g e  du s y s t è m e  s o l v a n t  p e n d a n t  une 

n u i t .  

Le s y s t è m e  s o l v a n t  u t i l i s é  est  l e  s u i v a n t  : 

E t h e r  d e  P é t r o l e  / D i é t h y l  é t h e r  / A c i d e  A c é t i q u e  

8 0  : 20 : 1  (v /v /v l  

A p r è s  m i g r a t i o n  du s o l v a n t ,  l es  p l a q u e s  s o n t  s é c h é e s - a u  s è c h e  

cheveux e t  l e s  t a c h e s  s o n t  v i s u a l i s é e s  a u x  v a p e u r s  d ' i o d e ,  à l a  Rhodamine 

ou l ' a c i d e  s u l f u r i q u e  à 5 %. 

Nous a v o n s  a i n s i  pu s é p a r e r  7 c o n s t i t u a n t s  d e  nos  l i p i d e s  n e u t r e s ,  

une  t â c h e  s u b s i s t a n t  au  d é p ô t .  [ v o i r  f i g u r e  C l ) .  

L ' u t i l i s a t i o n  d e  t é m o i n s  nous pe rme t  d ' i d e n t i f i e r  : M o n o g l y c é r i d e s ,  

D i g l y c é r i d e s ,  s t é r o l s ,  a c i d e s  g r a s  l i b r e s ,  t r i g l y c é r i d e s ,  s t é r o l s  e s t é r i f i é s .  

D ' a u t r e  p a r t ,  a p r è s  v a p o r i s a t i o n  d'H2S04 à 5 %, p u i s  c h a u f f a g e  

à 100° C . ,  l a  p r e m i è r e  t a c h e  à a p p a r a î t r e ,  r o u g e  v i f ,  e s t  l a  t a c h e  d e  s t é r o l s .  

C e l l e - c i  v i r e  e n s u i t e  au  v i o l e t .  Les s t é r o l s  e s t é r i f i é s  a p p a r a i s s e n t  a u s s i  

s o u s  forme d e  t a c h e  r o u g e â t r e ,  a s s e z  r a p i d e m e n t .  

Une a u t r e  c o n f i r m a t i o n  d e  l a  n a t u r e  d e  c e s  deux  t â c h e s  n o u s  a  é t é  

donnée  p a r  l a  r é a c t i o n  d e  Liebermann-Burchard  c a r a c t é r i s t i q u e  d e  c e r t a i n s  

s t é r o l s  ( ceux  p o s s é d a n t  un h y d r o x y l l e  en 3-B é q u a t o r i a l  e t  une d o u b l e  l i a i s o n  

en  5-69 : 

c h a q u e  t a c h e  sst g r a t t é e ,  é l u é e  p a r  du ch lo ro fo rme-Méthano l  

( 2  : 1 ) .  On e x t r a i t  a i n s i  l e s  l i p i d e s  du g e l  d e  s i l i c e  e t  on o b t i e n t  l e  r é s i d u  

s e c .  

Le r é s i d u  s e c  est  a l o r s  d i s s o u t  d a n s  1  m l  d e  c h l o r o f o r m e  + 0 , s  m l  

d ' a n h y d r i d e  a c é t i q u e .  



( Fraction "lipides neutresu 
étudiée 

SOLVANT : 

Efher de p é t r o / e / ~ i é t h ~ /  
Acide acktique 

F i g u r e  C 1 : Chromatographie  sur couche m i n c e  d e s  l i p i d e s  neu t res .  
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On a g i t e ,  p u i s  on a j o u t e  une g o u t t e  d ' a c i d e  s u l f u r i q u e  c o n c e n t r é .  

Nouvel le  a g i t a t i o n .  

On obse rve  a l o r s  une c o l o r a t i o n  v e r t e ,  t r è s  i n t e n s e ,  pour  l a  t r o i s i è -  

me t a c h e ,  c o r r e s p o n d a n t  b i e n  aux s t é r o l s .  Pour  l a  d e r n i è r e  t a c h e  d e s  s t é r o l s  

e s t é r i f i é s  nous avons a u s s i  une c o l o r a t i o n  v e r t e ,  b i e n  que moins i n t e n s e  que 

l a  p récéden te .  

Les s o l u t i o n s  provenant  d e s  a u t r e s  t a c h e s  ne donnent  pas  de  c o l o r a t i o n  

v e r t e .  

L ' a v a n t  d e r n i è r e  t a c h e  n ' a  pas  é t é  i d e n t i f i é e .  

Après l e s  a v o i r  i d e n t i f i é s ,  nous avons  f a i t  d e s  chromatograph ies  s u r  

couche mince p r é p a r a t i v e s ,  a f i n  d e  l e s  d o s e r  s e l o n  J.S. AMENTA ( v o i r  " M a t é r i e l  

e t  Méthodes"]. Le dépô t  e s t  d2sposé  en  t r a î n é e  a f i n  d ' a c c r o î t r e  l a  q u a n t i t é  

de  m a t é r i e l  à d o s e r .  

Les r é s u l t a t s  de  nos dosages  s o n t  pour  chaque é c h a n t i l l o n  de  l i p i d e s  

n e u t r e s  expr imés  en pourcen tage .  I ls s o n t  p r é s e n t é s  dans  l e s  t a b l e a u x  C l ,  C 2 ,  

e t  C3. Les r é s u l t a t s  d e s  Mono. e t  D i g l y c é r i d e s  ne s o n t  pas  d i s t i n g u é s ,  pu i sque  

l e s  deux t a c h e s  c o r r e s p o n d a n t e s  s u r  nos chromatograrnmes ne  s o n t  pas  t o u j o u r s  

b i e n  d i s c e r n a b l e s .  

II - ETUDE QUANTITAVE DES LIPIDES NEUTRES DU LIQUIDE COELOMIQUE. 

Le t a b l e a u  C l  nous p r é s e n t e  l e s  r é s u l t a t s  de  nos dosages  pour l e s  

l i p i d e s  n e u t r e s  du l i q u i d e  c œ l o m i q u e .  

Tableau C l  : L' impor tance  d e s  d i f f é r e n t e s  c l a s s e s  de  l i p i d e s  n e u t r e s  du 

L iqu ide  c œ  lomique. 

Diamètre o v o c y t a i r e  ( en  V I  



Nous observons t o u t  de s u i t e  que ce sont  Monoglycérides, 

Diglyc6rides, Acides gras l i b r e s  e t  s t é r o l s  e s t é r i f i é s  qui cons t i tuen t  

l ' e s s e n t i e l  des l i p i d z s  neutres du l iqu ide  cœlomique des individus jeunes: 

s t é r o l s  e t  t r ig lycér ides  prennent ensui te  de l ' importance.  

Les r é s u l t a t s  du précédent tableau sont présentés dans l e s  f igures  

C2 à C7.  

Figure C 2  : Mono e t  Diglycérides diminuent en t r e  100 e t . 1 4 0  p .  

De 30 % des l ip ides  neutres i l s  n'en représentent  plus que 15 %. I ls  res ten t  

ensui te  à un  niveau s table .  

Figure C 3  : l e s  s t é r o l s  r e s t en t  à l ' é t a t  de traceschez l e s  animaux 

jeunes. A 130 p l e u r  teneur commence à c r o î t r e ,  pour représenter  25 % des 

l ip ides  neutres l o r s  de i a  maturi té  gén i t a l e .  

Figure C4 : l e s  acides gras l i b r e s  représentent  60 % des l i p i d e s  

neutres chez l e s  animaux d'un diamêtre ovocytaire de 100 p.  I ls  diminuent 
O d'importance a lo rs  que s ' e f f ec tue  l 'ovogenèse. La chute e s t  assez brusque 

jusque 130 y, plus lente  ensuite.  A matur i té  gén i t a l e ,  i l s  ne représefitent 

p l u s  que 15 % des l i p ide s  neutres du l i qu ide  cœlomique. 

Figure CS : jusque 130 p l e s  Tr iglycér ides  ne sont  qu'à l ' é t a t  

de t races .  Leur importance i r a  en c ro i s san t  ensui te ,  jusque 190 p ,  où i l s  

représentent 20 % des l ip ides  neutres du l iqu ide  coelomique. I ls  diminuent 

ensuite,  e t  à 233 p, i l snereprésentent  plus que 4 à 5 % des l i p i d e s  neutres.  

Figure C 6  : l a  tache représentée par des substances non i d e n t i f i é e s  

s u r  nos couches minces, sub i t  une évolution assez semblable à c e l l e  de nos tri- 

glycérides [ f i g .  CS]. Cependant, à l ' é t a t  de t r a ce s  jusque 120 p ,  e l l e s  s 'accu- 
< .  

e+ * mulent p lus  précocement, à 140 p, e t  diminuent ensui te .  Une dernière  valeur 

nous donne tou te fo i s  un taux important à 230 p, a lo r s  que peu auparavont e l l e s  

n ' é t a i en t  plus qu'à l ' é t a t  de t races .  

Figure C 7  : l e s  s t é r o l s  e s t é r i f i é s  sont  d'abord peu importants à 

100 y, mais augmantent rapidement. A 110 p, i l s  const i tuent  25 à 35 % 

des l i p i d e s  neutres e t  s e  maintiennent à ce niveau durant tou te  l 'ovogenèse. 



F i g u r e  C 2 : E v o l u t i o n  d e  l a  t e n e u r  en Monoglycér ides  + D i g l y c é r i d e s  dans 

l e  l i q u i d e  coelomique 

F i g u r e  C 3 : E v o l u t i o n  d e  l a  t e n e u r  en S t é r o l s  dans  l e  l i q u i d e  coelomique.  

AGL 

F i g u r e  C 4 : E v o l u t i o n  d e  l a  t e n e u r  en Acides  Gras  L i b r e s  dans  l e  l i q u i d e  

coelomique.  



F i g u r e  C 5 : E v o l u t i o n  d e  l a  t e n e u r  en  T r i g l y c é r i d e s  d a n s  l e  l i q u i d e  coe- 

lomique. 

F i g u r e  C 6 : E v o l u t i o n  d e  l a  t â c h e  non i d e n t i f i é e  d e s  l i p i d e s  n e u t r e s  du 

l i q u i d e  coelomique.  

F i g u r e  C 7 : E v o l u t i o n  de  l a  t e n e u r  en S t é r o l s  E s t é r i f i é s  dans  l e  l i q u i d e  

coelomique.  



Conc lus ion  : l e  l i q u i d e  c œ l o m i q u e  se c a r a c t é r i s e  a i n s i  p a r  une  d i m i n u t i o n  d e s  

Mono + D i g l y c é r i d e s ,  a i n s i  que  d e s  A c i d e s  g r a s  l i b r e s .  Il s ' e n r i c h i t  p a r  c o n t r e  

en  s t g r o l s  e t  t r i g l y c é r i d e s .  Las s t é r o l s  e s t é r i f i é s  c o n s t i t u e n t  r a p i d e m e n t  

une  f r a c t i o n  c o n s t a n t e  e t  i m p o r t a n t e  (30 % d e s  l i p i d e s  n e u t r e s 1  du l i q u i d e  

CIE lomique.  



III - ETUDE QUI~~ . : Ï ITATIVE~CES L I P I D E S  NEUTRES DES CELOYCCYTES. 

Les r g s u l t a t s  d e  n o s  d o s a g e s  s o n t  présentés d a n s  l e  t a b l e a u  s u i v a n t  : 

T a b l e a u  C2 : L ' i m p o r t a n c e  d e s  d i f f é r e n t e s  c l a s s e s  d e  l i p i d e s  n e u t r e s  d ~ s  
Cœ lomocytes .  - 

D i a m ê t r e s  o v o c y t a i r e s  ( e n  p1 

A c i d e s  g r a s  l i b r s s  e t  T r i g l y c é r i d e s  s o n t  i c i  p a r t i c u l i è r e m e n t  

i m p o r t a n t s .  S t é r o l s  e t  S t é r o l s  e s t é r i f i é s  n e  d e v i e n n e n t  i m p o r t a n t s  q u ' a  

c e r t a i n s  s t a d e s .  Nos r é s u l t a t s  s o n t  e x p o s é s  d a n s  l e s  f i g u r e s  C8 à C13, q u i  

p e r m e t t e n t  une m e i l l e u r e  v i s u a l i s a t i o n  d e  l ' é v o l u t i o n  d e  c e s  l i p i d e s  n e ü t r e s .  

F i g u r e  C8 : Monog lycé r ides  e t  D i g l y c é r i d e s  r e s t e n t  à d e s  t a u x  

f a i b l e s  e t  s e n s i b l e m e n t  c o n s t a n t s  ( 5  4%, t o u t  au  l o n g  d e  l ' o v o g e n è s e ! .  

MG 
+ DG 

S t 

AGL 

TG 

S I  

St .E  

_Fi_gure : les s t é r o l s  a u g m e n t e n t  d e  f a ç o n  c o n s t a n t e  d a n s  l e s  

155 

3 

10,5 

23,s 

40 

14,5 

8,s 

c o e l o m o c y t e s  = à l ' é t a t  d e  t r a c e s  à 1 0 0 ~ .  i l s  c o n s t i t u e n t  p l u s  d e  20 % d r s  

100 
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1 

l i p i d e s  n e u t r e s  à 2 3 0 ~ .  Leur  t a u x  est a i n s i  p r a t i q u e m e n t  m u l t i p l i é  p a r  20. 

180 11 5 

5 

5 

F i g u r e  C l 0  : Il y  a une  t e n e u r  a s s e z  é l e v é e  e n  a c i d e s g r a s  l i b r e s  

à 300~1. Mais à 1 1 5 ~  i l s  ne  r e p r é s e n t e n t  p l u s  que  13 % d e s  l i p i d e s  n e u t r ~ s  d e s  

cce îomocy te s .  L e u r  t a u x  augmente  e n s u i t e  e t  v a  p l u s  q u e  d o u b l e r  ( e n t r e  $550 

e t  I S O U  i l s  c o n s t i t u e n t  25 à 30 % des l i p i d e s  n e u t r e s ) .  

195 
l 
1 230 

F i g u r e  C l 1  : Nos r é s u l t a t s  p o u r  l e s  T r i g l y c é r i d e s  s o n t  a s s e z  

v a r i a b l e s .  I ls c o n s t i t u e n t  néarnmoins t o u j o u r s  une  p a r t  i m p o r t a n t e  d e s  l i p i d e s  

' P .  neu t re s  d e s  c o e l o m o c y t e s .  

De 20 % d e s  l i p i d e s  n e u t r e s  à 1 0 0 ~ .  l e u r  t a u x  va rapidemon:, : ~ lds  

q u c  d o u b l e r  ( i l s  r e p r é s e n t e n t  40 % d e s  l i p i d e s  n e u t r e s  e n t î e  110 à If>-;!'. 
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F i g u r e  C 8 : E v o l u t i o n  d e  l a  t e n e u r  en Monoglycér ides  + D i g l y c é r i d e s  d a n s  l e s  

Coelomocytes. 

F i g u r e  C 9 : E v o l u t i o n  d e  l a  t e n e u r  en S t é r o l s  d a n s  l e s  Coelomocytes 

F i g u r e  C I O  : E v o l u t i o n  d e  l a  t e n e u r  en Acides  Gras  L i b r e s  d a n s  les Coelomocytes.  

* Teneur  en c o n d i t i o n s  anhorrnales chez  d e s  v e r s  d ' u n  d i a m è t r e  o v o c y t a i r r  do 1Ggp  



Cnolomoc y tes 

Figure C l 1  : Evolut ion de l a  t eneu r  en T r i g l y c é r i d e s  dans l e s  Coelomocytes. 

' 

Figure  Cl2 : Evolut ion de l a  tâche  non i d e n t i f i é e  des  l i p i d e s  neu t r e s  des  

Coelomocytes. 

F igure  Cl3 : Evolut ion de  l a  t eneu r  en S t é r o l s  E s t é r i f i é s  dans l e s  Coelomocytes. 

* Teneur en cond i t i ons  inhormales chez des  ve r s  d'un diamètre  ovocy ta i r e  de  ÎC3? 



L e u r  impor tance  c h u t e  e n s u i t e  l égé rement  v e r s  170 - 1 8 0 ~  , a v a n t  

d ' augmente r  à nouveau [ v e r s  2 0 0 ~  i l s  r e p r é s e n t e n t  65 % d e s  l i p i d e s  n e u t r e s ) .  

A l a  c h u t e  du t a u x  d e  TG, cor respond  une augmentat ion d e  l a  t e n e u r  e n  AGL 

( v o i r  f i g u r e  CIO). 

En g r o s ,  l e s  T r i g l y c é r i d e s  v o i e n t  a i n s i  l e u r  t e n e u r  p a s s e r  de  

15  % des  l i p i d e s  n e u t r e s  v e r s  IOOU, à e n v i r o n  60 % à 2 3 0 ~ .  Leur  impor tance  

a  donc q u a d r u p l é e  au c o u r s  d e  l ' o v o g e n è s e .  

F i g u r e  Cl2  : Les s u b s t a n c e s  d e  l a  t â c h e  non i d e n t i f i é e  r e s t e n t  à 

d e s  t a u x  f a i b l e s  ( e n v i r o n  5 % des  l i p i d e s  n e u t r e s ,  en débu t  e t  en  f i n  d 'ovo-  

g e n è s e ) .  Les t a u x  semblent  p l u s  é l e v é s  e n t r e  140 e t  1 7 0 ~ .  

F i g u r e  C l 3  : Les S t é r o l s  e s t é r i f i é s  s o n t  à d e s  t a u x  é l e v é s  dans  

l e s  coelomocytes ,  en débu t  d 'ovogenèse  ( e n v i r o n  45 % d e s  l i p i d e s  n e u t r e s  à 'i00p1. 

Leur  t a u x  diminue e n s u i t e ,  r e s t e  s t a b l e  à 10  % d e s  l i p i d e s  n e u t r e s  e n t r e  150 

e t  18Ou, p u i s  c h u t e  à nouveau. A l ' a p p r o c h e  de  l a  m a t u r i t é  g é n i t a l e  i l s  ne  

s o n t  p l u s  q u ' à  l ' é t a t  d e  t r a c e s ;  

Observons q u ' à  l a  c h u t e  d e s  s t é r o l s  e s t é r i f i é s  d a n s  l e s  c o e l o n o c y t e s ,  

co r respond  une h a u s s e  d e s  s t é r o l s  l i b r e s .  

Conc lus ion  : d a n s  l e s  coelomocytes ,  les S t é r o l s  e t  T r i g l y c é r i d e s  s o n t  l e s  

é l é m e n t s  q u i  p r é s e n t e n t  une augmentat ion a l o r s  que s ' a c c o m p l i t  l a  m a t u r a t i o n  

d e s  gamètes.  Au c o n t r a i r e ,  les s t é r o l s  e s t é r i f i é s  d iminuen t .  Les a c i d e s  g r a s  

l i b r e s  e t  l a  s u b s t a n c e  inconnue  p r é s e n t e n t  une é v o l u t i o n  comparable ,  avec  

augmentat ion en d é b u t  d 'ovogenèse ,  p u i s  d i m i n u t i o n  à l ' a p p r o c h e  d e  l a  m a t u r i t é  

, g É n i t a l e .  - Monoglycérides e t  D i g l y c é r i d e s  p r é s e n t e n t  peu d e  v a r i a t i o n s  e t  

r e s t e n t  à d e s  t a u x  f a i b l e s .  



I V  - ETUDE QUANTITATIVE OES LIPIDES NEUTRES DES OVOCYTES. 

Tab leau  C 3  : L ' i m p o r t a n c e  d e s  d i f f é r e n t e s  c l a s s e s  d e  l i p i d e s  n e u t r e s  d a n s  
les Ovocytes .  

D i a m é t r e s  o v o c y t a i r e s  [ e n  p l  

, 

Dans l e s  o v o c y t e s  c e  s o n t  les  T r i g l y c é r i d e s  q u i  p rédominen t  

l a r g e m e n t .  Les v a r i a t i o n s  d e s  d i f f é r e n t e s  c l a s s e s  d e  l i p i d e s  n e u t r e s  au 

c o u r s  d e  l ' o v o g e n è s e  s o n t  r e p r i s e s  s u r  l e s  f i g u r e s  C l 4  à C19. 

F i g u r e  C l 4  : à l ' é t a t  d e  t r a c e s  au  d é b u t  d e  l ' o v o g e n è s e ,  Monogly- 

c é r i d e s  e t  O i g l y c é r i d e s  augmentent  e n s u i t e  r é g u l i è r e m e n t ,  p o u r  c o n s t i t u e r  8 % 

d e s  l i p i d e s  n e u t r e s  à 1 8 0 ~ .  Leur  t a u x  c h u t e  e n s u i t e  r a p i d e m e n t .  

F i g u r e  C l 5  : les S t é r o l s  à peu p r è s  i n e x i s t a n t s  à IOOP, augmentent  

d ' i m p o r t a n c e  e n s u i t e ,  p o u r  r e p r é s e n t e r  1 2  % d e s  l i p i d e s  n e u t r e s  d a n s  un 

o v o c y t e  de 1 8 0 ~ .  La t e n e u r  en  s t é r o l s  d iminue  e n s u i t e  l é g è r e m e n t  à l ' a p p r o c h e  

d e  l a  m a t u r i t é  g é n i t a l e  [ i l s  c o n s t i t u e n t  5 % d e s  l i p i d e s  n e u t r e s  à 2 3 0 ~ 1 .  

F i g u r e  Cl6  : les a c i d e s  g r a s  l i b r e s  d e s  o v o c y t e s  p r é s e n t e n t  d e s  

v a r i a t i o n s  d e  f o r t e  a m p l i t u d e  au c o u r s  d e  l ' o v o g e n è s e .  A l ' é t a t  d e  t r a c e s  à 



F i g u r e  C l 4  : E v o l u t i o n  d e  l a  t e n e u r  en Nonoglycér ides  + D i g l y c é r i d e s  dans  

l e s  Ovocytes.  

F i g u r e  C l 5  : E v o l u t i o n  d e  l a  t e n e u r  en S t é r o l s  d a n s  les Ovocytes.  

F i g u r e  C l 6  : E v o l u t i o n  d e  l a  t e n e u r  en Acides  Gras L i b r e s  dans  l e s  Ovocytes.  

*. Teneur  en  c o n d i t i o n s  anhormales  chez  d e s  v e r s  d 'un  d i a i n è t r e  0vocytui1-e de  Î C . ? t i  



F i g u r e  CÎ7 : l e s  t r i g l y c é r i d e s  d e s  o v o c y t e s  n e  p r é s e n t e n t  p a s  d e  

v a r i a t i o n s  a u s s i  i m p o r t a n t e s  que l e s  a c i d e s  g r a s  l i b r e s .  Leur  é v o l u t i o n  s e  

f a i t  a u s s i  en  s e n s  i n v e r s e .  

A IOOU, i l s  c o n s t i t u e n t  70 % d e s  l i p i d e s  n e u t r e s ,  a l o r s  q u ' à  2 3 0 p  

i l s  n ' e n  c o n s t i t u e n t  p l u s  que 35 %, l e u r  impor tance  d iminuan t  a i n s i  de  m o i t i é  

a l o r s  que l ' o v o c y t e  accompl i t  s a  m a t u r a t i o n .  

F i g u r e . C I 8  : l a  t e n e u r  en l i p i d e s  n e u t r e s  d e  l a  t â c h e  non i d e n t i f i é e  

s u r  couche mince n e ' p r é s e n t e  p a s  d e  v a r i a t i o n s  i m p o r t a n t e s  [ e l l e  c o n s t i t u e  d e  

f a ç o n  c o n s t a n t e  7 à 12 % d e s  l i p i d e s  n e u t r e s l .  

F i g u r e  C Î 9  : Les S t é r o l s  e s t é r i f i é s  d iminuen t  d ' i m p o r t a n c e  pendant  

l a  m a t u r a t i o n  d e s  gamètes = d e  15 % d e s  l i p i d e s  n e u t r e s  à 1 0 0 ~ .  i l s  n ' e n  

c o n s t i t u e n t  p l u s  que 3 % à 2 3 0 ~ .  Leur d i m i n u t i o n  est  r é g u l i è r e  t o u t  au c o u r s  

de  1 ' ovogenèse.  

Conc lus ion  : les v a r i a t i o n s  l e s  p l u s  c o n s i d é r a b l e s  dans  l a  f r a c t i o n  " l i p i d e s  * 

n e u t r e s "  d e s  ovocy tes ,  s o n t  c e l l e s  d e s  t r i g l y c é r i d e s  e t  d e s  a c i d e s  g r a s  l i b y e s ,  

q u i  é v o l u e n t  e n  s e n s  i n v e r s e  ( l e s  p r e m i e r s  d iminuan t  a l o r s  que l e s  seconds  

augmenten t ) .  Dans l e  gamète f e m e l l e  en c o u r s  de  m a t u r a t i o n ,  l e s  s t é r o l s e s t é r i f i é s  

d i m i , u e n t  a u s s i  d ' impor tance .  

Les monoglycér ides  + d i g l y c é r i d e s  e t  les s t é r o l s    rés entent d e s  

v a r i a t i o n s  semblab les  : en augmenta t ion  au c o u r s  d e  l ' o v o g e n è s e ,  l e u r  t a u x  

c h u t e  à l ' a p p r o c h e  d e  l a  m a t u r i t é  g é n i t a l e ,  à p a r t i r  d e  180 p. 

La s u b s t a n c e  e n c o r e  non i d e n t i f i é e  v a r i e  peu. 
C 

Remarquons que l e s  Ac ides  g r a s  l i b r e s  augmentent  d e  façon  i m p o r t a n t e  

dans  l e s  o v o c y t e s ,  a l o r s  que l e s  t r i g l y c é r i d e s  d i m i n u e n t ,  a i n s i  que 1e.s 

monoglycér ides  e t  d i g l y c é r i d e s  à p a r t i r  de  180 p. Les a c i d e s  g r a s  l i b r e s  
I I  

p r o v i e n n e n t  s a n s  d o u t e  d e  l ' h y d r o l y s e  d e s  g l y c é r i d e s .  rt 

V - CONCLUSION : LES LIPIDES NEUTRES PENDANT LA MATURATION GENITALE DE 

PERINEREIS CVLTRIFERA. 

Nous venons d ' é t u d i e r  l ' é v o l u t i o n  d e s  d i f f é r e n t s  l i p i d e s  n e u t r e s  

dans  l e  l i q u i d e  c œ  lomique,  l è s  cœ lomocytes  p u i s  l e s  o v o c y t e s  . Comparons 

maintenant l ' é v o l u t i o n  de  l a  mÊme c l a s s e  d e  l i p i d e s  n e u t r e s  dans  l e s  t r o i s  

f r a c t i o n s  du m i l i e u  i n t é r i e u r  d e  nos  v e r s .  



Ovocytes 

F i g u r e  C l 7  : E v o l u t i o n  d e  l a  t e n e u r  e n  T r i g l y c é r i d e s  dans  l e s  Ovocytes .  

F i g u r e  Cl8  : E v o l u t i o n  d e  l a  t â c h e  non i d e n t i f i é e  d e s  l i p i d e s  n e u t r e s  d e s  

Ovocytes.  

F i g u r e  C l 9  : E v o l u t i o n  d e  l a  t e n e u r  en S t é r o l s  E s t é r i f i é s  dans  l e s  Ovocytes .  

* Teneur  e n  c o n d i t i o n s  anhormales  chez  d e s  v e r s  d ' u n  d i a m è t r e  o v o c y t a i r e  d e  1 0 0 p  



. Les  m o n o g l y c é r i d e s  ( M G 1  e t  d i g l y c é r i d e s  (DG1 s o n t  s u r t o u t  p r é s e n t s  

d e  f açon  n o t a b l e  d a n s  l e  l i q u i d e  c œ l o m i q u e  où i l s  r e p r é s e n t e n t  30 % d e s  l i p i d e s  

n e u t r e s  c h e z  les  j e u n e s  i n d i v i d u s ,  p o u r  n ' e n  r e p r é s e n t e r  que  15 % à p a r t i r  d e  

140  p, j u s q u ' à  l a  m a t u r i t é  g é n i t a l e  ( f i g .  C21. 

I ls  s o n t  peu i m p o r t a n t s  d a n s  l e s  c œ l o m o c y t e s  e t  d a n s  l e s  o v o c y t e s .  

I f i g .  C8 e t  C141. 

Remarquons t o u t e f o i s  que  d a n s  l e s  o v o c y t e s  i l s  augmen ten t  l é g è r e m e n t  

j u s q u e  180  p, p o u r  d i m i n u e r  e n s u i t e .  

. Les s t é r o l s  augmentent  d e  f a ç o n  p a r a l l è l e  d a n s  l e  l i q u i d e  c œ l o m i q u e  

e t  les c œ l o r n o c y t e s .  I l s  a p p a r a i s s e n t  c e p e n d a n t  p l u s  p récocemen t  d a n s  l e s  

c œ l o m o c y t e s .  L ' a u g m e n t a t i o n  e s t  d ' a u t r e  p a r t  r é g u l i è r e  d a n s  c e s  deux c o n s t i -  

t u a n t s  du m i l i e u  i n t é r i e u r  d e  P. cultrifera. ( f i g .  C3 e t  Cg) .  

A une  t e n e u r  moins  i m p o r t a n t e  d a n s  l e s  o v o c y t e s ,  i l s  augmentent  a u s s i  

j u s q u e  180 p, p u i s  l e u r  t a u x  c h u t e  e n s u i t e .  ( f i g .  C151. 

. Les a c i d e s  g r a s  l i b r e s  (AGLI d e s  cœ lomocy te s  ( f i g .  C l 0 1  p r é s e n t e n t  

p l u s i e u r s  f l u c t u a t i o n s  : en  a u g m e n t a t i o n  à p a r t i r  d e  150 p, i l s  d i m i n u e n t  à 

p a r t i r  d e  180 p. 

Dans l e  l i q u i d e  c œ l o m i q u e  e t  l e s  o v o c y t e s ,  l e s  v a r i a t i o n s  s o n t  p l u s  

r é g u l i è r e s ,  m a i s  s e  f o n t  en  s e n s  i n v e r s e  : i l s  d i m i n u e n t  d a n s  l e  l i q u i d e  

c œ l o m i q u e  (mais r e s t e n t  néanmoins à un t a u x  a s s e z  é l e v é ) ,  e t  augmentent  d a n s  

l e s  o v o c y t e s  a p r è s  a v o i r  é t é  à peu p r è s  i n e x i s t a n t s  c h e z  l e s  i n d i v i d u s  j e u n e s .  

( f i g .  C4 e t  C161. 

. Les T r i g l y c é r i d e s  (TG1 p r é s e n t e n t  d e  g r a n d e s  v a r i a t i o n s  (ma i s  e n  

s e n s  i n v e r s e ) ,  d a n s  l e s  o v o c y t e s  e t  l e s  c œ l o m o c y t e s .  

L e u r  d i m i n u t i o n  d ' i m p o r t a n c e  e s t  r é g u l i è r e  d a n s  l e s  o v o c y t e s  ( f i g .  C17I. 

Dans l e s  c œ l o m o c y t e s ,  p a r  c o n t r e ,  i l s  a u g m e n t e n t ,  en  p r é s e n t a n t  c e p e n d a n t  une  

c h u t e  e n t r e  1 5 0  e t  1 7 0  p ( f i g .  C111. 

Remarquons que  l e s  v a r i a t i o n s  d e s  t a u x  de TG d a n s  l e s  c œ l o m o c y t e s ,  

comme d a n s  les  o v o c y t e s ,  s o n t  "compensées" p a r  d e s  v a r i a t i o n s  i n v e r s e s  d e s  

t a u x  d'AGL. 

Dans l e  l i q u i d e  c œ l o m i q u e  l e s  TG augmen ten t ,  comme d a n s  l e s  c œ l o -  

mocytes ,  t o u t  en  r e s t a n t  à un t a u x  beaucoup p l u s  f a i b l e .  D ' a u t r e  p a r t ,  c e s  

TG du l i q u i d e  c œ l o m i q u e  c h u t e n t  à l ' a p p r o c h e  d e  l a  m a t u r i t é  g é n i t a l e .  

. La t â c h e  o b t e n u e  s u r  l a  couche  mince  d e  g e l  d e  s i l i c e  e t  non 

i d e n t i f i é e ,  s u b i t  peu d e  v a r i a t i o n s  q u e l q u e  s o i t  l a  f r a c t i o n  é t u d i é e  e t  il nous  



e s t  d i f f i c i l e  d ' e n  f a i r e  une i n t e r p r é t a t i o n .  

. Les s t é r o l s  e s t é r i f i é s  diminuent rapidement dans l e s  cœlomocytes  

a l o r s  qu 'après  une hausse b r u t a l e  e t  précoce dans l e  l i q u i d e  cœlomique  i l s  

ne présenteront  p l u s  ensu i t e  de v a r i a t i o n s  [ f i g .  C l 3  e t  C71. On observe que dans 

l e  l i q u i d e  cœlomique ,  l e s  s t é r o l s  e s t é r i f i é s  c o n s t i t u e n t  une p a r t  importante  

des l i p i d e s  neu t r e s .  Dans l e s  cœlornocytes,  i l s  ne son t  impor tan ts  qu'aux 

s t ades  jeunes [IO0 à 110 pl. 

Les s t é r o l s  e s t é r i f i é s  r e s t e n t  à un taux  f a i b l e  dans l e s  ovocytes 

e t  diminuent au cour s  de l 'ovogenèse. [ f i g .  C191. 

L'évolut ion-de l a  même c l a s s e  de l i p i d e s  n e u t r e s  dans 

l e s  t r o i s  f r a c t i o n s  du mi l ieu  i n t é r i e u r  de  nos ve r s  e s t  r e p o r t é e  s u r  

l e s  f i g u r e s  C 20 e t  C 21 (qu i  c o n s t i t u e n t  une synthèse  des r é s u l t a t s  

exposés s u r  l e s  f i g u r e s  C 2 à C 191. 





V I  - LES LIPIDES MCUTWES CHEZ LES IblVERTEBRES. 

Dans c e t t e  5 t u d e  d e  l ' é v o l u t i o n  du t a u x  d e s  d i f f é r e n t e s  c l a s s e s  d e  

l i p i d e s  n e u t r e s ,  nous avons pu f a i r e  d e s  o b s e r v a t i o n s  i n t é r e s s a n t e s .  

Il est  main tenan t  u t i l e  de  v o i r  c e  que l ' o n  s a i t  c h e z  d ' a u t r e s  

I n v e r t é b r é s  : cependan t ,  nous ne t r o u v o n s  e n c o r e  que  b i e n  peu d ' é t u d e s  

comparables  à l a  n ô t r e ,  c ' e s t - à - d i r e  une r e c h e r c h e  d e s  v a r i a t i o n s  e n t r e  les 

l i p i d e s  n e u t r e s  de  d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  du m i l i e u  i n t é r i e u r ,  e t  l e u r  l i e n  

p o s s i b l e  avec  l ' ovogenèse .  

Ce s o n t  l e s  INSECTES q u i  s o n t  b i e n  s û r ,  là e n c o r e ,  les p l u s  é t u d i é s .  

Les l i p i d e s  n e u t r e s  c o n s t i t u e n t  d ' a i l l e u r s  une p a r t  i m p o r t a n t e  d e s  l i p i d e s  t o t a u x  

de  c e r t a i n e s  c e l l u l e s .  A i n s i ,  1 3 , 9  % du p o i d s  f r a i s  d e  l ' œ u f  d lAphid  e s t  d e  

n a t u r e  l i p i d i q u e ,  e t  65  % d e  c e s  l i p i d e s  s o n t  d e s  l i p i d e s  n e u t r e s .  F . E .  STRONG, 

1963 a  e t  b, 1 9 6 4 ) .  L . I .  GILBERT (1967); nous apprend q u a n t  à l u i  que  90 à 92 % 

d e s  l i p i d e s  d e s  œ u f s  d e  L. maderae s o n t  d e s  l i p i d e s  n e u t r e s .  

S i  les l i p i d e s  n e u t r e s  s o n t  donc q u a n t i t a t i v e m e n t  i m p o r t a n t s ,  

notamment dans  l ' œ u f ,  voyons chez  les I n s e c t e s  q u e l l e  e s t  l a  n a t u r e  de  c e s  

l i p i d e s  n e u t r e s ,  l e u r  é v o l u t i o n  au c o u r s  d e  l a  v i e  d e  l ' a n i m a l  ( e t  p a r t i c u l i è r e +  

ment au c o u r s  d e  l ' ovogenèse1  e t  l e u r  r ô l e  que d i f f é r e n t s  a u t e u r s  peuvent l e u r  

a t t r i b u e r .  

Rappelons  c e  q u i  a é t é  exposé  au c h a p i t r e  p r é c é d e n t  : l ' œ u f  d ' I n s e c t e  

s ' i l  s ' e s t  e n r i c h i  en l i p i d e s  au c o u r s  d e  l ' o v o g e n è s e .  c e l a  s ' e s t  f a i t  e n  

g r a n d e  p a r t i e  g r â c e  à une l i p o p r o t é i n e  l i b é r é e  dans  l 'hémolymphe, e t  q u i  e s t  

c a p t é e  p a r  l ' o v o c y t e  en m a t u r a t i o n  ( c e t t e  l i p o p r o t é i n e ,  ou v i t e l l o g é n i n e ,  

e n t r a n t  e n  g r a n d e  p a r t i e  dans  l a  c o n s t i t u t i o n  du v i t e l l u s ,  comme l ' o n t  prouvé 

d e  nombreux a u t e u r s ) .  

Les l i p i d e s  n e u t r e s  d e s  œ u f s  d e  L. maderae CL.1. GILBERT, 19671 s o n t  : 

90 % d e  TG, 2 à 3 % dlAGL, 1 à 2 % de  S t . ,  e t  e n v i r o n  2 % de S t .  E. Le t a u x  impor- 

t a n t  d e  TG s e  r e t r o u v e  d a n s  les o v o c y t e s  d e  n o t r e  Anné l ide ,  P. cuztr i fera.  

L' impor tance  d e s  S t .  E. dans  l e s  o e u f s  d ' I n s e c t e s  e s t  a s s e z  v a r i a b l e  

s e l o n  l e s  e s p è c e s .  Selon 8. DELAGE (19691, chez  l a  mouche domes t ique  on a  t r o u v é  

que 41 % d e s  s t é r o l s  d ' œ u f s  s o n t  e s t é r i f i é s ,  d e  même que 36 % du c h o l e s t é r o l  

e s t  e s t é r i f i é  d a n s  l e s  œ u f s  du p a p i l l o n  HyaZophora cecropia. Ces v a l e u r s  s o n t  

ne t t ement  s u p é r i e u r e s  à c e  que  nous avons  t r o u v é  chez  P. cul t r i fera .  

E.C. I?UNDALL e t  J . H .  LAW (19791 c h e z  Manduca sexta p e n s e n t  que l a  

v i t e l l o g k n i n e  d e s  ovocy tes  e t  son p r é c u r s e u r  d e  l 'hémolymphe o n t  l a  même cons -  

t i t u t i o n  e n  l i p i d o s .  Cependant,  c e s  a u t e u r s  n ' o n t  pas  q u a n t i f i é  l e s  l i p i d e s  

n e u t r e s ,  mais seulenient  a p p r é c i é  l e u r  i m p o r t a n c e  r e l a t i v e ,  en  e x p o s a n t  airis% 



l e u r s  r e s u l t a t s  : 

v i t e l l u s  d e  1 ' œ  u f  V i t e l l o g é n i n e  d e  1 ' hémolynlphe 

TG + + 

DG +L + + + 

AGL + + 

C h o l e s t é r o l  + + 

Chez H: GZoveri, K .  K .  THOMAS e t  L . I .  GILBERT ( 1 9 6 9 1  n e  t r o u v e n t  

p a s  non p l u s  d e  changement  n o t a b l e  d a n s  l a  c o n s t i t u t i o n  e n  l i p i d e s .  H. C H I N O  

et  c o l l .  (19771, o n t  m o n t r é  q u ' i l  y  a v a i t  p l u s  d e  TG e t  m o i n s  d e  DG d a n s  

l a  v i t e l l o g é n i n e  d e  l ' œ u f  q u e  d a n s  c e l l e  d e  l ' h é m o l y m p h e  d e  P. cynthia. 

La r i c h e s s e  d e  l ' h é m o l y m p h e  e n  D G ,  p a r  r a p p o r t  a u x  a u t r e s  t i s s u s ,  

a  d ' a i l l e u r s  é t é  o b s e r v é e  p a r  d e  nombreux  a u t e u r s .  L e s  l i p i d e s  n e u t r e s  d e  

l ' h é m o l y m p h e  d ' I n s e c t e  s o n t  p r e s q u e  e s s e n t i e l l e m e n t  d e s  D G ,  a l o r s  q u e  d a n s  

l e  p l a s m a  d e s  Memmifères, ce s o n t  les TG q u i  p r é d o m i n e n t .  H .  CHINO e t  L . I .  ' ,  - 

GILBERT (19651  t r o u v e n t  a i n s i  q u e  d a n s  l ' h é m o l y m p h e  p u p a l  d e  cecropia, p r e s q u e  

75 % d e s  l i p i d e s  n e u t r e s  s o n t  d e s  DG.  D a n s  l e  c o r p s  g r a s ,  c e p e n d a n t ,  98 % d e s  

l i p i d e s  n e u t r e s  s o n t  d e s  TG. 

Ces d e r n i è r e s  o b s e r v a t i o n s  s o n t  à r a p p r o c h e r  d e  n o s  r é s u l t a t s  

o b t e n u s  c h e z  P. cuZtk fera .  L e s  C o e l o m o c y t e s ,  q u e  b e a u c o u p  d ' a u t e u r s  

a s s i m i l e n t  au  C o r p s  Gras  d s s  I n s e c t e s  ( e t  d o n t  n o u s  f a i s i o n s  e n  1 9 7 9  un 

i m p o r t a n t  l i e u  d e  s y n t h è s e  p o u r  les  l i p i d e s ) ,  s o n t  d e  l a  même f a ç o n  p a r t i c u -  

l i è r e m e n t  r i c h e s  e n  TG I j u s q u ' à  60 % d e s  l i p i d e s  n e u t r e s ,  a l o r s  q u e  l ' o n  est  

e n  f i n  d ' o v o g e n è s e l .  Les C o e l o m o c y t e s  s o n t  p a r  c o n t r e ,  comme les  c o r p s  g r a s  

d ' I n s e c t e s ,  p a u v r e s  en  MG + DG ( 5  à 8 5 d e s  l i p i d e s  n e u t r e s ) .  

E n f i n ,  s i  d a n s  l ' h é m o l y m p h e  d ' I n s e c t e s ,  il y  a  b e a u c o u p  d e  D G ,  d a n s  

l e  l i q u i d e  c o e l o m i q u e  d e  P. cul t r i fera  o n  a  f a i t  u n e  o b s e r v a t i o n  s e m b l a b l e  : 

MG + DG r e p r é s e n t e n t  e n v i r o n  2 0  % d e s  . l i p i d e s  n e u t r e s  d u  l i q u i d e  c o e l o m i q u e ,  

a l o r s  q u e  d a n ç  o v o c y t e s  e t  c o e l o m o c y t e s  i l s  n ' e n  r e p r é s e n t e n t  p a s  8 %. 

O u t r e  les G l y c é r i d e s ,  v o y o n s  m a i n t e n a n t  ce q u e  l ' o n  s a i t  s u r  l e s  

S t é r o l s  e t  S t é r o l s  E s t é r i f i é s  d ' I n s e c t e s .  

Dans l e s  l i p o p r o t é i n e s  d u  s é r u m  d e K a r n m i f è r e  ( t e l s  q u e  C h y l o m i c r o n s  

ou "Low D e n s i t y  L i p o p r o t e i n s " ] ,  l e  c h o l e s t é r o l  e x i s t e  p r i n c i p a l e m e n t  s o u s  

f o r m e  es tér i f iée  (L.A. HILLYARD e t  C o l l . ,  1 9 5 5 1  = 6 0  à 80 % d u  c h o l e s t é r o l  

p r É s e n t  es t  s o u s  f o r m e  e s t é r i f i é e .  



Les t r a v a u x  de'CHINO e t  Co l l . (19681  m o n t r e n t  p a r  c o n t r e  que t o u t  

l e  c h o l e s t é r o l  d e s  deux " D i g l y c e r i d e  C a r r y i n g  L i p o p r o t e i n s "  d s  HyaZop/7ora 

cecropia e s t  l i b r e  e t  non e s t é r i f i é .  D ' a u t r e s  t r a v a u x  mont ren t  d e s  r é s u l t a t s  

i d e n t i q u e s  = c e l à  n ' e s t  pas  s u r p r e n a n t  cependan t ,  p u i s q u e  l ' o n  s a i t  que l e  

c h o l e s t é r o l  e s t  p r i n c i p a l e m e n t  s o u s  forme l i b r e  d a n s  l e s  t i s s u s  de  nombreux 

I n s e c t e s .  

Des t r a v a u x  s u r  l'hérnolymphe mont ren t  à l a  f o i s  d e s  s t é r o l s  l i b r e s  

e t  e s t é r i f i é s  dôns l'hémolyrnphe de  l a  b l a t t e  Peripzaneta Americana ( R . G H .  

DONNER e t  H. C H I N O ,  1979, q u i  mont ren t  cependan t  q u e  8 0  à 82 % du c h o l e s t é r o l  

ne s ' e s t é r i s e  p a s ) ,  du c r i q u e t  Acheta domesticus (C.M. WANG e t  R . L .  PATTON, 

19691, .... Cependant,  dans  c e s  t r a v a u x ,  on ne d i s t i n g u e  p a s  l e s  c o n s t i t u a n t s  

p l a s m a t i q u e  e t  c e l l u l a i r e  d e  l'hémolyrnphe. A i n s i ,  on ne  p e u t  s a v o i r  dans  c e s  

d e r n i e r s  exemples ,  s i  l e s  s t é r o l s  s o n t  t r a n s p o r t é s  s o u s  fornie e s t é r i f i g e  d a n s  

l e  plasma d e  c e s  I n s e c t e s .  

Il e s t  d ' a u t r e  p a r t  i n t é r e s s a n t  d e  n o t e r  q u ' i l  n ' e x i s t e  pas  de  

v o i e  de  s y n t h è s e  à p a r t i r  d e  l ' a c é t a t e  v e r s  l e  c h o l e s t é r o l  chez  l e s  I n s e c t e s ,  

e t  donc que  t o u s  l e s  s t é r o l s  s o n t  d ' o r i g i n e  a l i m e n t a i r e .  A i n s i ,  l e s  l i p o p r o t é i n e s  

d ' i n s e c t e s  p o u r r a i e n t - e l l e s  f o n c t i o n n e r  comme t r a n s p o r t e u r s  d e  c h o l e s t é r o l  

parmi l e s  t i s s u s  t e l s  que l e  Corps Gras  e t  l e  Tube D i g e s t i f  L hypothèse  d e  

C H I N O  e t  c o l l . ,  1968, 19691. 

H. CHIND e t  c o l l .  (19681 r a p p o r t e n t  d ' a i l l e u r s  un r é s u l t a t  

i n t é r e s s a n t  à c e  s u j e t  : d e s  l a r v e s  d e  cynthia s o n t  n o u r r i e s  a v e c  d e s  f e u i l l e s  

s u r  l e s q u e l l e s  du c h o l e s t é r o l  -c l4 a  é t é  a p p l i q u é  = l ' a n a l y s e  d e  l e u r  

hémolymphe a p r è s  pupa t ion  mont re  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  dans  l e s  l i p o p r o t é i n e s .  

On v o i t  donc, e n c o r e  i c i ,  une g r a n d e  d i f f é r e n c e  dans  l a  n a t u r e  d e s  

s t é r o l s  d e  Mammifères e t  d ' T n s e c t e s  = s u r t o u t  e s t é r i f i é s  dans  l e s  l i p o p r o t é i n e s  

du sérum d e  :<ammifère, s u r t o u t  l i b r e s  d a n s  l e s  l i p o p r o t é i n e s  d e  l'hérnolymphe 

d ' I n s e c t e .  

Dans l e  l i q u i d e  coelornique d e  P. cu l t r i f e ra ,  nos r é s u l t a t s  m o n t r e n t  

u n e  prédominance d e s  s t é r o l s  e s t é r i f i é s  ( 3 0  à 40 % d e s  l i p i d e s  n e u t r e s ] .  Les  

s t é r o l s  l i b r e s  ne dev iennen t  i m p o r t a n t s  ( j u s q u ' à  20 % d e s  l i p i d e s  n e u t r e s ]  

q u ' à  l ' a p p r o c h e  de  l a  m a t u r i t é  g é n i t a l e .  Ces r é s u l t a t s  s o n t  donc d i f f é r e n t s  

de ce que l ' o n  s a i t  d e s  mammifères où l e s  s t é r o l s  e s t é r i f i é s  dominent tr& 

largement ,  mais on n ' o b s e r v e  pas l a  prédominance d e s  s t é r o l s  s o u s  forme l i b r e  

q u i  a é t é  montrée  chez  c e r t a i n s  ~ n s e c t e s .  

A p a r t  l e s  INSECTES, l e s  t r a v a u x  s u r  l a  n a t u r e  d e s  l i p i d e s  n e u t r e s  

d e s  I n v e r t é b r é s  r e s t e n t  r a r e s .  



Chez l e s  CRUSTACES, on s a i t  c h e z  ûrchestia c"ammare2Za que l a  
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v i t e l l o g é n i n e  a p p a r a î t  dans  l 'hémolymphe, e t  q u ' a l o r s  d é b u t e  l a  v i t e l l o g é n è s e  

s e c o n d a i r e  c a r a c t é r i s é e  p a r  une  accumula t ion  très i m p o r t a n t e  d e  r é s e r v e s  

l i p i d i q u e s  c o n s t i t u é e s  de  t r i g l y c é r i d e s  ( H .  CHARNIAUX-COTTON,  19781. 

I l  y  a  augmentat ion du norfibre e t  d e  l a  t a i l l e  d e s  g l o b u l e s  l i p i d i q u e s  

c o n t e n a n t  ces  t r i g l y c é r i d e s .  C e t t e  v i t e l l o g e n è s e  s e c o n d a i r e  e s t  p r i n c i p a l e m e n t  

exogène,  mais e s t  a u s s i  endogène.  

R.F. LEE e t  P.L. PUPPIONE (19781 m o n t r e n t  que  l a  p l u p a r t  d e s  

l i p i d e s  d e  l'hémolymphe du homard PunuZims interrmptus s o n t  a s s o c i é s  a v e c  

u n e  l i p o p r o t é i n e  d e  haut  p o i d s  m o l é c u l a i r e .  Les l i p i d e s  de  c e t t e  l i p o p r o t é i n e  

s o n t  pour  4 % e t  3 % r e s p e c t i v e m e n t  d e s  S t é r o l s  e t  d e s  T r i g l y c é r i d e s  ( l e  

r e s t a n t  é t a n t  d e s  P h o s p h o l i p i d e s  pour  l ' e s s e n t i e l ] .  

Chez l e s  NEMATODES = P . I .  ITTYCHERIAH (19771,  chez  Romanomemis 

culicivorm q u i  accumule d e s  p r o d u i t s  d e  s t o c k a g e  d a n s  l e  trophosome, mont re  

q u  ' il . s ' a g i t  p r i n c i p a l e m e n t  d e  s t é r o l s  ( s o u s  forme l i b r e  e t  e s t é r i f i é e  1 mais 

l a  s i g n i f i c a t i o n  f o n c t i o n n o l l e  de  t e l l e s  q u a n t i t é s  d e  s t é r o ï d e s  r e s t e  

én igmat ique .  

Enf in ,  à prcpos  d e s  ANNELIDES', J .  Mc LAUGHLIN 119711 a  é t u d i é  

l ' o l i g o c h è t e  Eisenia foetida : l e s  l i p i d e s  n e u t r e s ,  r e p r é s e n t a n t  80 à 85 % 

de 1 ' e x t r a i t  l i p i d i q u r  t o t a l ,  s o n t  c o n s t i t u é s  de  g l y c é r i d e s ,  AGL e t  s t é r o l s . .  

Les s t é r o l s  l i b r e s  prSdominent (15 % d e s  L . N . I .  I l  y a  a u s s i  2 à 3 % d e  

s t g r o l s  e s t É r i f i é s .  Chez Lwnbricus terrestris, J .  CERBULIS e t  M.W. TAYLOR 

119691, t r o u v e n t  a u s s i  d e s  t a u x  é l e v é s  en  s t é r o l s  (16  % du t o t a l  d e s  l i p i d e s  

n e u t r e s ) .  

Paur c e  q u i  e s t  d e s  P o l y c h g t e s ,  C .G .  WILBER e t  W . M .  BAYORS (19471 

o ~ t  t r o u v é  des  t a u x  é l e v é s  e n  Acides  Gras  L i b r e s .  L ' é t u d s  de  J.Nc. LAUGHLIN 

(1571 1  m o n t r a i t  p a r  c o n t r e  c h e z  l ' o l i g o c h è t e  Eisenia foetida un t a u x  f a i b l e  

f 'A5L. mais  un t a u x  é l e v é  d e  MG. 

A propos d s s  l i p o p r o t é i n e s  d ' I n v e r t é b r é s ,  n o t o n s  que s i  e l l e s  

,jc?zônt un r z l e  i m p o r t a n t  l o r s  de  1 'ovogenèse  d e s  1 n s e c t e s ,  on a  pu d é m o n t r e r  

q : ~ ' e P l e s  i n t r r v e n a i e n t  a u s s i  au moment du v o l .  



A.R. 3UTSll; ' iet G.J. GOiDSWORTHY (19761 o n t  a u s s i  montr6 q u ' u n e  

sgyuence d14v5nements  métabol iq l ies  s e  p r o d u i s a i t  au dobu t  d e  l ' a c t i v i t é  

du v o l  du c r i q u e t  m i g r a t e u r  = l a  c o n c e n t r a t i o n  en t r é h a l o s e  de  l 'hémolymphe 

c h u t e ,  a l u r s  que p r e s q u e  s imul tan6ment  l e  t a u x  d e  DG d e  l 'hémolymphe e s t  

6 l e v é  e t  qu'augmente l e  t u r n o v e r  d e s  l i p i d e s  (D.J. VAN DER HORST, e t  c o l l . ,  

19791.  Pour  l e  t r a n s p o r t  à t r a v e r s  l 'hémolymphe v e r s  l e s  musc les  du v o l ,  c e s  

DG s o n t  a s s o c i é s  à d e s  l i p o p r o t é i n e s .  

Au momont de  l a  dispersion d e s  gamètes  chez  l e s  P o l y c h è t e s ,  

l ' a c t i v i t é  i n t e n s e  q u i  en  r é s u l t e  e s t  s a n s  d o u t e  t r i b u t a i r e  d ' u n  a p p o r t  

éne rgé t i -que  aux musc l s s ,  c e t  a p p o r t  pouvant  se f a i r e  g r â c e  au t r a n s p o r t  d e  

l i p i d e s  à t r a v e r s  l e  l i q u i d e  coelornique v e r s  les s i t e s  d ' u t i l i s a t i o n .  

E n f i n ,  c h e z  nos  Anné l ides ,  nous avons  s é p a r é  l e s  s t é r o l s  l i b r e s  

e t  e s t é r i f i é s  s u r  couche mince. A p a r t i r  d e  l à ,  une é t u d e  i n t é r e s s a n t e  

p o u r r a i t  ê t r e  e n t r e p r i s e .  Les s t é r o l s  d ' A n n é l i d e s  s o n t  encore  peu é t u d i é s  

e t  quand on s a i t  l ' i r n 2 o r t a n c e  d e s  s t é r o ï d e s  c h e z  l e s  I n s e c t e s  (beaucoup 

d 'hormcnes  ou d e  phéromones s o n t  d e s  s t é r o ï d e s l ,  c ' e s t  une l a c u n e  q u ' i l  s e r a i t  

u t i l e  de  combler.  
&. 



VI1 - EXISTE-T-IL IJN CONTFOLE HORMONAL ? 

Ncus avons d é c é r é b r é  un l o t  d e  v e r s  ( d i a m è t r e  o v o c y t a i r e  : 

e n v i r o n  100 LI), que  nous avons  a i n s i  l a i s s é  e n  c o n d i t i o n s  anhormonales  

pendant deux semaines .  

A p r è s  s é p a r a t i o n  e t  dosage d e s  d i f f é r e n t e s  c l a s s e s  de  l i p i d e s  

n e u t r e s  s e l e n  l e s  t e c h n i q u e s  précédemment i n d i q u é e s ,  nous o b t e n o n s  l e s  

r é s u l t a t s  s u i v a n t s  pour l e s  coelomocytes  e t  l e s  o v o c y t e s  : 

Tableau C 4  : L' impor tance  d e s  d i f f é r e n t e s  c l a s s e s  de  l i p i d e s  n e u t r e s  chez  

d e s  v e r s  d ' u n  d i a m è t r e  o v o c y t a i r e  d e  100 u ,  m i s  en c o n d i t i o n s  

anhormonales.  

Les r é s u l t a t s  d e  c e  t a b l e a u  o n t  é t é  r e p o r t é s  s u r  l e s  f i g u r e s  C8 

à Cl3  pour l e s  Coelomocytes. e t  s u r  l e s  f i g u r e s  Cl4  à Cl9 pour  l e s  0voc;tes.  

1 ' )  Pour  l e s  Coelomocytes 

. Les j!onogZycérides + D i g l y c é r i d e s  e t  l e s  s t é r o l s  d e s  coelomocytes  s e  

t r o u v e n t  i c i  aux mêmes c o n c e n t r a t i o n s  que pour  d e s  i n d i v i d u s  de  même 

S t . E .  
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d i a m è t r e  o v o c y t a i r e ,  r e s t é s  i n t a c t s .  

. P a r  c o n t r e ,  l e  t a u x  d ' A c i d e s  g r a s  l i b r e s  c h u t e  f o r t e m e n t .  Notons, .  q u ' e n  

1 

f i n  d 'ovogenèse ,  a l o r s  que nous sommes p ra t iquement  en  c o n d i t i o n s  
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anhoriconales,  l e  t aux  d ' a c i d e s  g r a s  l i b r e s  e s t  f a i b l e .  

. D'autre p a r t ,  l e s  sSéroZs estérifiés d iminuen t  eux a u s s i  f o r t e m e n t  

[comme i l s  diminuent  au  c o u r s  d e  l ' o v o g e n è s e  a l o r s  que l ' e f f e t  d a  l ' h o r n i o ~ s  

S . i .  

1 

1 4  

S t .  

1 

7,s 

Coelomocytes 

' 
Ovocytes 

. e s t  moindre 1 . 
. E n f i n ,  l e s  T ~ i g l y c é r i d e s  s e  t r o u v e n t  quan t  à eux à un t a u x  a u s s i  é l e v é  que 

- d a n s  l e s  coelomocytes  d 'animaux d ' u n  d i a m è t r e  o v o c y t a i r e  d e  200 LI. 
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A i n s i  t ou t  se  passe comme s i  en milieu anhormonal, l a  l i bé r a t i on  

d 'acides gras par  hydrolyse des t r i g lycé r i de s  ne pouvait s e  f a i r e  etfou que 

l 'accumulation de t r ig lycer ides  s e  t r ouva i t  f a c i l i t h e .  

,Seule une pa r t i e  des s t é r o l s  e s t é r i f i é s  l i bé r en t  l eu r s  acides gras .  

2') Pour l e s  Ovocytes 

Comme pour l e s  coelomocytes = kfonogZycérides e t  Diglycérides ne 

semblent pas a f f ec t é s  par l a  chute du taux d'hormone cérébrale  dans l e  mil ieu 

i n t é r i e u r  de P. cuztrifera. 

Pour l e  r e s t an t  de l ip ides  neutres ,  on observe des d i f férences  

- notables avec l e s  coelomocytes : 

. Le taux de stérozs es témf iés  chute [comme cela  s e  produit en f i n  d'ovogenèse 

normale). A c e t t e  chute des s t é r o l s  e s t é r i f i é s  semble correspondre une 

augmentation des stérols libres (on  trouve l a  même teneur en s t é r o l s  l i b r e s  

que chez des animaux de 180 p l .  Dans l e s  coelomocytes, on a v a i t  auss i  

observé une chute des s t é r o l s  e s t é r i f i é s ,  mais à c e t t e  baisse  n ' ava i t  p a s  

correspondu l a  hausse des s t é r o l s  l i b r e s  que nous observons i c i .  

. Contrairement .aux coelomocytes, triglycérides e t  acides gras l ibres  r e s t en t  

i c i  aux mêmes taux que dans l e s  ovocytes d'animaux i n t a c t s .  L'absence 

d'hormone cérébrale  dans l e  milieu i n t é r i e u r  n ' a  aucun e f f e t  s u r  l e s  

glycérides e t  l e s  acides gras l i b r e s  de nos vers.  

3'1 Conclusion 

Les condit ions anhormonales favor i sen t  l a  mise en réserve  de 

glycérides par l e s  coelomocytes, mais n 'ont  aucun e f f e t  s u r  l e s  ovocytes. 

Les coelomocytes s e r a i en t  donc sens ib les ,  directement ou indirectement,  à 

c e t t e  hormone. La l ibé ra t ion  d 'ac ides  gras  par l e s  t r i g lycé r i de s  des ovocytes 

s e r a i t  par contre f a c i l i t é e  par un au t r e  f a c t eu r  hormonal ou par u n  mécanisme 

in t r insèque aux ovocytes. 

Les condit ions anhormonales favor i sen t  l a  l ibé ra t ion  des ac idss  

gras  des s t é r o l s  e s t é r i f i é s  des coelomocytes e t  des ovocytes. Cependant, 

dans l e s  coelomocytes ce la  ne s e  t r a d u i t  pas par une hausse des s t é r o l s  = 

peut-ê t re  ces s t é r o l s  (sous forme e s t é r i f i é e  ou l i b r e )  s o n t - i l s  l i bé r é s  

dans l e  milieu i n t é r i e u r  ? 



VI11 - LE CONTRGLE HCRNOi'!SiL DE L'OVOGENESE CHEZ LES INVERTEBRES 

Nous savons que chez les INSECTES, des hormones interviennent dans 

les processus de vitellogenèse. Cependant, la nature des hormones impliquées 

et leur mode d'action sont assez variés. 

Les corpora allata contrôlent la synthèse d'hormone juvénile (JH1, 

et la JH est l'hormone la plus souvent identifiée comme étant l'agent clé 

qui contrôle la synthèse de vitellogénine et aussi la vitellogenèse. 

Toutefois, le rôle de l'hormone juvénile dans l'ovogenèse varie 

mais peut affecter un ou plusieurs des processus suivants (cf. L.N. RIDDIFORD, 

19801 : 

a) La maturation des ovocytes en prévitellogenèse 

bl L'initiation de la synthèse des Lipoprotéines spécifiquement 

femelles ( =  vitellogénines) 

CI L'induction ae la concentration de vitellogénine dans l'ovocyte. 

Chez Locusta migratoria, la JH semble être nécessaire à la maturation 

normale du corps gras 9 en organe secréteur de vitellogénines (T.T. CHEN et coll., 
1979 ; P. COUBLE et coll., 19791. Chez les $l allatectornisées, une JH provoque 

l'initiation de la synthèse de vitellogénine [T .T .  CHEN et coll., 19791, 45 H 

après la première injection et presque immédiatement après l'injection suivante, 

phénomène semblable à la stimulation hormonale primaire et secondaire cnez les 

Vertébrés. Un récepteur cytosolique de la JH dans les cellules du corps gras 

a d'ailleurs commencé à être identifié ( F .  ENGELMANN, 19801. 

La JH contrôle aussi chez Leucophaea maderae l'exportation de la 

vitellogénine mature des cellules du corps gras : les corps gras de Leucophaea . 

contiennent de plus grandes quantités de vitellogénines en même temps que les 

corpora allata sont inactifs et que la vitellogénine n'est plus produite ou 

est détectable dans l'hémolymphe (F. ENGELMANN, 1971al. 

L.I. GILBERT (19671 avait aussi remarqué que le corps gras de Leucophaca 

incubé in vitro avec des corpora allata actifs, a une activité synthétique 

lipidique faible. Ensuite, la concentration de vitellogénine par les ovocytes 

en croissance sont sous le contrôle de la JH, comme c'est mis en évidence par 

de nombreuses observations CF. ENGELMANN, 19791. 

Le rôle de la JH dans la synthèse de vitellogénine par le corps 

gras a été mis en évidence chez d'autres espèces = ainsi, VRONAN (19651 

~ntation montre que l'allatectomie de PeripZozeta americana 9 conduit à une augm- 

des lipides dans le tissu adipeux, en relation avec une synthèse active. 



Glycosylatign et lipidation des vitellogénines se produisent 

sans doute dans les citernes du Réticulum Ergastoplasmique des cellules du 

corps gras (F. ENGELMANN, 19801, celui-ci étant d'ailleurs particulièrement 

important en périade de synthèse. 

.Si le rôle de la JH dans l'ovogenèse d'Insecte est largement 

répandu , l'ecdysone, une autre hormone du développement, peut induire la 

synthèse de vitellogénine chez Aedes aegypti [A. SPIELMAN et al, 1971 ; 

H.H. H4GEDORN, 1974). 

C'est d'ailleurs chez ce moustique que l'on a pour la première fois 

montré que l'ecdysone pouvait jouer un rôle direct dans la reproduction d'un 

- Insecte. Après un repas de sang, l'ecdysone est libérée de l'ovaire et 

convertie en 20-hydroxyecdysone, qui agit sur le corps gras pour stimuler la 

synthèse de vitellogénine et sa libération. 

Les ecdystéroldes ont été impliqués dans le processus de maturation 

de l'oeuf chez seulemônt un autre Insecte, Drosophila melanogaster 

(A.M. HANDLER et J.H. POSTLETHWAIT, 1978). Oe la 20-hydroxyecdysone injectee 

dans des abdomens isolés de drosophile 9 provoque une augmentation d'environ 
trois fois du taux d'une vitellogénine nouvellement synthétisée dans 

l'hémolymphe, mais ne permet pas sa prise par l'ovocyte (A.M. HANDLER et coll., 

1978). 

Chez Leucophaea mcderae cependant, l'ecdysone inhibe la synthèse 

de vitellogénine (F. ENGELMANN, 1971 bl et chez des espèces telles que 

Rhodnius (M.L.M. GARCIA et coll., 19791, la vitellogenèse est diminuée après 

application de cette hormone. 

Chez les CRUSTACES, l'intervention d'hormones dans les processus 

de vitellogenèse ont aussi été bien démontrés. 

Chez les Crabes en cours de vitellogenèse, l'épédonculation 

déclenche les processus de l'ovogenèse exogène : développement des villositSs 

et multiplication des vésicules de pinocytose (A. OHAINAUT et M. DI LEERSPIYCER, 

1976 bl. On peut penser que c'est l'affaiblissement progressif de l'inhibition 

pédonculaire qui permet la vitellogenèse. FRENTZ (19601, chez Curcilzus rr,.asncrs 

montre que l'épédonculation provoque l'apparition dans l'hémolymphe des 9,  
des lipoprotéines spécifiques. 

H. JUNERA et coll. (1977) ont pu montrer chez Orchestic ~cmana.z1e7.Zc 

que l'ovaire secrète une hormone contrôlant la synthèse de vitellogénine. 

Cette horrnone est sécrétée uniquement par l'ovaire en vitellog~n4se st a é t 5  

appelée VSOH ("Vitellogenin Stim~~lating Ovarian Hormone"]. 



Rappelons à ce propos que l'oestradiol - 17 i3 dont le rôle dans la synti?&çe 

de la vitellogénine chez les Poissons, les Amphibiens et les Oiseaux esc 

clairement établi, est égalenient une hormone d'origine ovarienne? D'autre 

part, chez quelques sspèces d'insectes, on soupçonne aussi l'existence d'une 

hormone identique à la VSOH des Crustacés (H.H.HAGEDORN et A.N. FALLON, 1973, 

chez Aedes aegypti ; E. MLlNDALL et F. ENGELMANN, 1977, chez la punaise 

Triatoma protracta, par exemple). 

Chez les AilNELIDES, et particulièrement chez les Polychètes, si 

nous savons qu'il y a un contrôle hormonal de l'ovogenèse, nous n'avons 

- jamais pu prouver de façon certaine l'existence d'un transport de lipides, 

sous forme de vitellogénines, comme il 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 Polychètes. Dans ce chapitre, nous avons pu 

voir qu'ils sont sensibles à l'absence d'hormone cérébrale = en conditions 

anhormonales, les éléocytes ont une constitution en lipides neutres identique 

à ce que l'on observe en fin d'ovogenèse. 

Pour ce qui est des ovocytes de P. cultrifera = l'absence d'hormone 

semble seulement jouer sur leurs taux en stéroïdes (libres ou estérifiés). 

On ne peut que faire des hypothèses sur la signification de ce phénomène. 

On peut par exemple supposer qu'il s'agit d'une substance de nature hormonale 

dont la libération serait elle-même sous contrôle 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 (19661 observe en effet dans les éléocytes de Nereis pelagica 

un développement important de l'Ergastoplasme, comme des études ultrastruc- 

turales l'ont montré dans les cellules du corps gras d'Insectes. Cette 

évolution est accélérée en conditions anhormonales. 
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LES ACICES GRAS DES LIPIDES NEUTRES Dl1 MILIEU INTERIEUR DE PERINEREIS CULTRIFERA 
.............................................................................. 

Nous avons  é t u d i é  l a  c o n s t i t u t i o n  d e s  d i f f é r e n t s  l i p i d e s  n e u t r e s  

s é p a r é s  s u r  couche  mince.  I l  e s t  i n t é r e s s a n t ,  en  e f f e t ,  comme nous l e  v e r r o n s ,  

d e  c o n n a î t r e  l e s  a c i d e s  g r a s  q u e  c e s  l i p i d e s  n e u t r e s  p e u v e n t  c o n t e n i r ,  e t  d e  

v o i r  comment c e s  a c i d e s  g r a s  p e u v e n t  v a r i e r  d a n s  l e  l i q u i d e  coe lomique ,  l e s  

c o e l o m o c y t e s  e t  les o v o c y t e s ,  a u  c o u r s  d e  l ' o v o g e n è s e .  

1 - LA PREPARATION DES METHYL ESTERS D'ACIDES GRAS ET LEUR ETUOE EN 

CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE. 

1'1 P r é p a r a t i o n  d e s  mé thy l  e s t e r s  d ' a c i d e s  g r a s  

P o u r  p l u s  d e  d é t a i l s  s u r  l a  p r é p a r a t i o n  d e s  m é t h y l  e s t e r s  d ' a c i d e s  

g r a s ,  on se r e p o r t e r a  à " M a t é r i e l  e t  Méthodes".  

Les a c i d e s  g r a s  p e u v e n t  ê t r e  p r é l e v é s  d e s  l i p i d e s  n e u t r e s  p a r  

s a p o n i f i c a t i o n  d a n s  l a  P o t a s s e  - Méthano l ique  Z N  e t  s u b i r  e n s u i t e  une 

m é t h a n o l y s e .  

On p e u t  a u s s i  o b t e n i r  d i r e c t e m e n t  p a r  t r a n s e s t é r i f i c a t i o n  les 

e s t e r s  m é t h y l i q u e s  à p a r t i r  d e s  l i p i d e s ,  p a r  a c t i o n  du mélange  mé thano l  - 

a c i d e  s u l f u r i q u e .  

Dans t o u s  l e s  c a s ,  a p r è s  r e f r o i d i s s e m e n t ,  l e s  e s t e r s  m é t h y l i q u e s  

d ' a c i d e s  g r a s  s o n t  t r a n s f é r é s  d a n s  une ampoule à d é c a n t e r  a v e c  3 m l  d ' h e p t a n e  

e t  3 m l  d ' e a u  d i s t i l l é e .  Après  a g i t a t i o n  e t  d é p h a s a g e ,  l a  p h a s e  s u p é r i e u r e  

h e p t a n o l q u e  e s t  p r é l e v é e  e t  s u b i t  un nouveau d é p h a s a g e  d a n s  une ampoule à 

d é c a n t e r .  

La t r a n s m é t h y l a t i o n  n ' é t a n t  j a m a i s  c o m p l ê t e ,  un f a i b l e  p o u r c e n t a g e  

d ' a c i d e s  g r a s  n e  s o n t  p a s  m é t h y l e s  p u i s q u ' i l  s ' a g i t  d ' u n  é q u i l i b r e .  I l  e s t  

donc  s o u h a i t a b l e  d ' é l i m i n e r  c e s  composan t s  a i n s i  que  l e s  é v e n t u e l s  c o n t a m i n a n t s  

p r o v e n a n t  d e s  s o l v a n t s  u t i l i s é s .  P o u r  c e l a ,  on p u r i f i e  l e s  e s t e r s  m é t h y l i q u e s  

p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  s u r  couche  mince  d e  g e l  d e  s i l i c e  G .  

Le s o l v a n t  d e  m i g r a t i o n  e s t  l e  benzène .  

Après  m i g r a t i o n ,  l e s  f r a c t i o n s  s o n t  r é v é l é e s  p a r  p u l v é r i s a t i o n  

d ' u n e  s o l u t i o n  d e  Rhodamine 6G. Le s p o t  c o r r e s p o n d a n t  aux  e s t e r s  m é t h y l i q u e s ,  

r e p é r é  g r â c e  à l ' u t i l i s a t i o n  d ' u n  t émoin  ( f i g u r e  011  es t  g r a t t é .  

Le g e l  d e  s i l i c e ,  d é p o s é  dans  un t u b e ,  e s t  l a v é  t r o i s  f o i s  à 

l ' h e p t a n e .  Chaque l a v a g e  e s t  s u i v i  d ' u n e  c e n t r i f u g a t i o n .  Après  chaque  

c e n t r i f u g a t i o n ,  on r é c u p è r e  l ' h e p t a n e  c o n t e n a n t  les m é t h y l  e s t e r s  d ' a c i d e s  

g r a s .  N o t r e  s o l u t i o n  e s t  a l o r s  p r ê t e  à ê t r e  i n j e c t é e .  
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silice G 
(activé Ih. à 700 SC) 
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mé t h y i  es rerifié 

F i ~ u r e  01 : P u r i f i c a t i o n  par  chromatographie s u r  couche mince des  e s t e r s  

méthyliques d ' c c i d e s  g r a s .  



2'1 t t u d e  de 1d composition en a c i d e s  g r a s  par  chromatographie gaz - l i q u i d e  

Pour l e  type  d ' a p p a r e i l  e t  de  colonne u t i l i s é s ,  on se - 
r e p o r t e r a  au c h a p i t r e  " Matér ie l  e t  Méthodes". 

La f i g u r e  02 nous p ré sen te  un type  de chromatogramme. 

Le t ab l eau  D l  nous donne l a  l i s t e  des  a c i d e s  g r a s  r encon t r é s  e t  

i d e n t i f i é s  pa r  comparaison des  temps de  r é t e n t i o n  des  p i c s  inconnus, avec 

ceux obtenus pour l e s  e s t e r s  méthyl iques d ' a c i d e s  g r a s  témoins commerciaux. 

Ccmme nous l e  ver rons  p lus  l o i n ,  l a  spec t romé t r i e  de masse a  a u s s i  é t é  

u t i l i s é e  pour permet t re  l ' i d e n t i f i c a t i o n  de c e r t a i n s  a c i d e s  g r a s .  

Pour chacun de ces a c i d e s  g r a s ,  on ind ique  l a  formule s i m p l i f i é e  

e t  l e  nom. Les ac ides  g ra s  l e s  p l u s  cou ran t s  s o n t  p lus  souvent appelÉs sous 

un a u t r e  nom = quand c ' e s t  l e  c a s ,  nous 1 ' ind iquons  l u i  a u s s i .  

Tableau O? : Les ac ides  gras  des  l i p i d e s  neu t r e s  du mi l i eu  i n t é r i e u r  de 

Perinereis cultrifera. 

Ne s o n t  ind iqués  i c i  que l e s  a c i d e s  g r a s  l e s  p l u s  fréquemment 

rencont rés  dans l e s  d i f f é r e n t e s  c l a s s e s  de l i p i d e s  neu t r e s .  

La première colonne du t ab l eau  ind ique  à q u e l l e  s é r i e  appa r t i ennen t  
I 

l e s  a c i d e s  g ra s .  La deuxiéxe colonne donne l a  p o s i t i o n  des  doubles  l i a i s o n s  

en nomenclature c l a s s ique .  Dans l a  t ro i s i ème  colonne, nous p réc i sons  l e  nom 

commun de l ' a c i d e  g r a s .  

Les AG s o n t  c l a s s é s  par  o r d r e  d ' a p p a r i t i o n  s u r  l e  chromatogramme. 

14 :'O ac ide  t5tradécanoTque 
9 

16: 1  A ac. hexadécénolque 

16 : 0 ac .  hexadécanoïque 

18:3 A 
6,9,12 

ac.6,9,12 oc t adéca t r i éno ïque  

18: l  A 
9 

ac. 9 octadécÉnoique 

18 : l  A ac. I l  octadécénoique 

18: 0 ac. octadécanolque 

20:4 A 
5,8,11,14 

ac.5,8,11,14 e i cosa t é t r aéno ïque  

20:2 A " ac. 11.14 e icosadiénoique  

, 2 0 :  1 A' ' ac. 11 eicosaénoIque 
1 
2 2 : 4  A 4,7,10,13 

ac.4,7,10,13docosatétraénolque 

p 2 : 2  A J I  ac. 12,15 docosadiénaique 

ac.  

ac  . 
ac. 

ac.  

ac.  

ac .  

ac.  

ac.  

ac. 

myr is t ique  

pa lmi to lé ique  

pairni t iquB 

%-l inolén ique  

o l é ique  

vaccéniqu2; 

s t é a r i q u e  

arachidcnique 

homolinoléique 
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Spectre de Nlasse du. fijléthyl- linoIdate 

F i g u r e  D3 : Spect re  d e  Masse du Méthyl-linoléate . - 



II - CONTRIaUTION 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, dont le principe 

a déjà été exposé dans "Matériel et Méthodes". 

La figure 03 nous présente un exemple d'identification : le spectre 

de Masse du Méthyl-linoléate. 

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

Nos résultats, exprimés en pourcentage par rapport à la quantité 

d'acides gras identifiés, sont exposés dans le tableau suivant (021. 



T r o i s  a c i d e s  g r a s  s o n t  i c i  p a r t i c u l i è r e m e n t  a b o n d a n t s ,  q u e l q u e  

s o i t  l e  l i p i d e  n e u t r e  é t u d i é  : 

16 : O a c i d e  p a l m i t i q u e  

18  : O a c i d e  s t é a r i q u e  

1 8  : l [ n - 9 1  a c i d e  o l é i q u e  

e t  18  : l ( n - 7 1  a c i d e  v a c c é n i q u e  

Nous nous  sommes i n t é r e s s é s  à l ' é v o l u t i o n  du d e g r é  d e  s a t u r a t i o n  

d e s  a c i d e s  g r a s  du l i q u i d e  coe lomique .  

Tab leau  0 3  : E v o l u t i o n  du d e g r é  d e  s a t u r a t i o n  d e s  a c i d e s  g r a s  d a n s  l e  l i q u i d e  

coe lomique .  

I 2 2 , 3  1 S : P o u r c e n t a g e s  d'AG s a t u r é s  

D iamè t r e s  

O v o c y t a i r e s  

S  

70 Fi i 

i / S  

S  

195  p i 

i / S  

230 ~i l 77 ,6  1 i : P o u r c e n t a g e s  d'AG i n s a t u r é s  

A G L  

6 0 , 7  

3 9 , 2  

O ,  6 4  

6  1  

3 8 , 9  

0 , 6 4  

P o u r  l e s  A G L ,  aux s t a d e s  70 y  e t  195  y , n o u s  avons  l e s  mêmes 

r a p p o r t s  = t a u x  d ' a c i d e s  g r a s  i n s a t u r é s  / t a u x  d ' a c i d e s  g r a s  s a t u r é s ,  q u i  

i / S  

m o n t r e n t  une prédominance  d e s  AG s a t u r é s  ( r e p r é s e n t a n t  e n v i r o n  60 % d e s  

T G 

20.7 

7 9 , 2  

3 , 8  

3 7 , 2  

6 2 , 8  

1 , 6 8  

3 , 4 8  ( i / S  : Rappor t  du t a u x  d'AG i n s a t u r é s  
t a u x  d'AG s a t u r é s  

a c i d e s  g r a s  i d e n t i f i é s ] .  A 230 y ,  nous a v o n s  au  c o n t r a i r e  une b r u s q u e  

S t .E .  

66 .5  

3 3 , s  

0 , 5  

a u g m e n t a t i o n  d e  l a  t e n e u r  en  a c i d e s  g r a s  l i b r e s  i n s a t u r é s .  

P o u r  l e s  T  G ,  c e  s o n t  l e s  A G i n s a t u r é s  q u i  p r édominen t  à 70 ~i 

A 70 y ,  les  a c i d e s  g r a s  i n s a t u r é s  n e  s o n t  d ' a i l l e u r s  i m p o r t a n t s  

que  dans  l e s  T G .  Dans l e s  a u t r e s  l i p i d e s  n e u t r e s ,  c e  s o n t  l e s  a c i d e s  g r a s  

s a t u r é s  q u i  p r édominen t  pou r  c e  s t a d e .  



Tab leau  04  : E v o l u t i o n  d e  l a  l o n g u e u r  d e  c h a î n e  d e s  a c i d e s  g r a s  d e s  l i p i d e s  

n e u t r e s  du l i q u i d e  coe lomique .  

- P a s  d e  r é s u l t a t s .  

t .  I n e x i s t a n t s  ou à l ' é t a t  d e  t r a c e s .  

Dans l e  t a b l e a u  c i - d e s s u s  (041 ,  nous  a v o n s  c l a s s é  l e s  p o u r c e n t a g e s  

d ' a c i d e s  g r a s  d a n s  d i f f é r e n t s  l i p i d e s  n e u t r e s ,  s e l o n  l a  l o n g u e u r  d e  l a  c h a î n e  

c a r b o n é e .  

. A c i d e s  g r a s  à c h a î n e  c o u r t e  = d e  1 4  e t  1 6  c a r b o n e s  

. Acides  g r a s  à c h a î n e  moyenne = d e  1 8  c a r b o n e s  

. Acides  g r a s  à c h a î n e  l ongue  = d e  20  e t  22 c a r b o n e s .  

A G L  

T G 

S t . E .  

Dans l e s  a c i d e s  g r a s  l i b r e s  ( A G L I  du l i q u i d e  coe lomique ,  nous 

o b s e r v o n s  un t a u x  c o n s t a n t  à 70 e t  195  p, p o u r  une  l o n g u e u r  d e  c h a î n e  donnée .  

P o u r  les T G ,  nous  o b s e r v o n s  p a r  c o n t r e  d e  g r a n d e s  v a r i a t i o n s  = e n t r e  

70 e t  195  p, l ' i m p o r t a n c e  d e s  AG à c h a î n e  c o u r t e  d o u b l e ,  c e l l e  d e s  AG à c h a î n e  

moyenne t r i p l e .  P a r  c o n t r e ,  on o b s e r v e  une c h u t e  d e s  AG à c h a î n e  l ongue .  

P o u r  les s t é r o l s  e s t é r i f i é s  ( S t . E . 1 ,  nous  n ' a v o n s  que  d e s  r é s u l t a t s  

p o u r  70 p = à c e  s t a d e ,  c e  s o n t  l e s  AG à c h a î n e  moyenne q u i  p rédominen t .  P u i s  

v i e n n e n t  l e s  A G  à c h a î n e  c o u r t e .  Les AG à c h a î n e  l o n g u e  s o n t  i n e x i s t a n t s .  

Dans l e  t a b l e a u  0 5 ,  nous  é t u d i o n s  l ' é v o l u t i o n  du r a p p o r t  = 

I 

AG d e  1 4  e t  16  C.  AG d e  1 8  C .  

t a u x  d ' a c i d e  o l é i q u e  / t a u x  d ' a c i d e  v a c c é n i q u e ,  q u i  s o n t  t o u s  deux d e s  a c i d e s  

70 ri 

4 1 , 3  

11 , 8  

38 ,7  

70 1i 

4 8 , 4  

2 4 , 5  

6 1 , 3  

AG d e  20 e t  22 C.  

g r a s  à 1 8  c a r b o n e s  e t  à une  s e u l e  d o u b l e  l i a i s o n ,  m a i s  d o n t  l a  p o s i t i o n  d e  

c e t t e  d o u b l e  l i a i s o n  e s t  d i f f é r e n t e  = en numéro tan t  l e s  a tomes  d e  c a r b o n e  

à p a r t i r  du groupement  m é t h y l e  ( -CH3].  l a  d o u b l e  l i a i s o n  d e  l ' a c i d e  o l é i q u e  

e s t  e n t r e  l e s  c a r b o n e s  9  e t  1 0 ,  e t  c e l l e  d e  l ' a c i d e  v a c c é n i q u e  e n t r e  l e s  

c a r b o n e s  7  e t  8 .  La n o m e n c l a t u r e  d e s  a c i d e s  g r a s  es t  exposée  pages  37  e t  39  

195  u 

4 5 , 6  

2 3 , l  

- 

1 9 5  p 

47 .2  

7 6 , 9  

- 

70 ri 

1 0 , 2  

6 3 , 7  

t 

de  n o t r e  DEA. 

195 p 

7 , 1  

t 
- 



18 : 1 olé ique  
Tableau 05 : Evolution du Rapport 18 : ,, vaccénique pour l e s  ac ides  

gras  des l i p i d e s  neu t r e s  d u  l i q u i d e  coelomique. 

Dans l e  tableau 05, on observe a i n s i  que dans l e  l i qu ide  coelomique, 
I8 : sont  toujours  supé r i eu r s  à 1, quelque s o i t  

les 18 : I vaccénique 

230 p 

4,44 

- 

- 

' l e  l i p i d e  neutre  ou l e  s t ade  é t u d i é .  

Pour.les.AGL; à 70 p e t  à 195 p, il y a  peu de va r i a t ions .  A 230 p, 

on observe une brusque augmentation de l a  teneur  en ac ide  o lé ique .  

Pour l e s  TG,  s i  à 70 p l e  taux e s t  f a i b l e ,  à 195 p l e  taux d ' a c i d e  

195 p 

1,48 

5,79 

- 

A G L  

T G 

St.E. 

# 

oléique e s t  élevé. 

On peut penser q u ' i l  e x i s t e  une r e l a t i o n  e n t r e  lé taux d ' a c i a e  

oléique des TG à 195 e t  c e l u i  des AGL à 230 p , qu i  sont  tous  deux é levés .  

C ' e s t  sans  doute l 'hydrolyse  des  T G  qui  e n r i c h i t  l e s  A G L  en ac ide  oléique.  

La seule  valeur  que nous ayons pour l e s  s t é r o l s  e s t é r i f i é s ,  à 70  p, 

70 Fi 

1,15 

1,79 

2,851 

montre u n  taux t r i p l e  d ' ac ide  o lé ique  par rapport  aux taux d ' ac ide  vaccénique. 



I V  - LES ACIDES GRAS DES LIPIDES NEUTRES DES COELOMOCYTES. 

Nos r é s u l t a t s  s o n t  r e p o r t é s  dans l e  t a b l e a u  s u i v a n t .  

Tableau D6 : Les a c i d e s  g r a s  des l i p i d e s  n e u t r e s  des coelomocytes.  

Dans t o u s  l e s  l i p i d e s  n e u t r e s  des coelomocytes,  l ' a c i d e  p a l m i t i q u e  

e s t  abondant. Les a c i d e s  s t é a r i q u e ,  o l é i q u e  e t  vaccén ique s o n t  eux a u s s i  à 

des taux  assez é levés ,  mais  v a r i a b l e s  s e l o n  l e  s tade  e t  l a  n a t u r e  du l i p i d e  

é t u d i é .  

D iamètres  

o v o c y t a i r e s  

14:O 

1 6 : l  [n-71 

16 : 0  

18:3(n-6)  

1 8 : l  (n-91 

18:1 [n-71 

18 : O  

20:4(n-61 

20:2(n-61 

20: 1  [n-9  1  

22:4(n-91 

22:21n-71 

T o t a l  

MG + DG A G L  

70p 

- 

- 

100 

- 

- 

- 

- 

- 

- 
- 

- 

- 

100 

1 0 3 ~  

- 
- 

23,6 

13,6 

1 9 5 ~  

- 

- 

57,9 

- 

19'6 

5,5 

16,9 

- 

- 

- 

- 

- 

99,s 

1 9 5 ~  

- 

2 , l  

41 

0,3 

T  G 

19,6 

23,4 

- 

9,8 

10 

- 

- 

IO0 

7 0 ~  

- 

- 

72,3 

8  

St.E. 

7 0 ~  

4,4 

4,s 

23,7 

4,2 

10,8 

5,7 

1 0 3 ~  

4,2 

5,2 

19,2 

4 , l  

1 9 5 ~  

0,3 

1,9 

34,9 

1,8 

1 9 5 ~  

- 

- 

30,7 

9 ' 4  

19,5 

8,7 

2,2 

2,s 

8,4 

1  

4,7 

99.8 

36,l  3,3 13.1 

9,7 

- 

44,s 

- 

- 

100 

2 3 0 ~  

- 
- 

93, l  

10.7 

9 

- 

- 

- 

- 

- 

100 

4,6 

10.5 24,s ' - 

. 12, l  

16,5 

6,3 

1,7 

3,7 

11 

2, l  

7,6 

99,9 

3,6 

- 

33,9 

2,1 

- 

- 

3,7 

r 

- 

- 

- 

- 

- 

99,8 1100 100 

- - 
I 

- - 

- - 
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Tableau 07  : Evolut ion du degr5 de s a t u r a t i o n  des  ac ides  g r a s  des  coelornoc~!loç. - 

Nous avons, dans l e  tab leau  07, é t u d i é  l ' é v o l u t i o n  d u  degré de 

s a t u r a t i o n  des a c i d e s  g r a s  des coelomocytes. 

Dans l e s  MG + D G ,  l e s  ac ides  g r a s  s a t u r é s  r e s t e n t  à des  taux  

é levés .  Dans l e s  T G ,  l e s  s a t u r é s  ne s o n t  abondants  qu ' à  70 p. Oans l e s  

s t é r o l s  e s t é r i f i é s ,  on observe au c o n t r a i r e  une augmentation de l a  t eneu r  

en AG s a t u r é s .  

Oans l e s  TG de  100 à 195 p, comme dans l e s  A G L ,  l e s  AG i n s a t u r é s  

prédominent. 

ç  : Pourcentagû d'AG s a t u r é s  

1 : Pourcentage d'AG insa turés  

1 s  : Pourcentage d'AG s a t u r é s  

A G L  

4 7 

53,l 

1,13 

49,7 

50,l 

1 ,O1 

Diamt<tres 
ovocytdires  

S  

70 u i 

i /S  

S  

100 p i 

i /S 

S  

195 1.1 i 

i / S  

S  

1 230 ii i 

i /S  

T G 

81,3 

18,7 

0,23 

33,l 

66,9 

2,02 

41,s 

58,4 

1,41 

MG + D G  

9 9 

1 

0,05 

74,8 

25,l 

O, 33 

St .E .  

38,6 

61,2 

1,58 

55,6 

44,4 

0,B 

93,l 

6,9 1 
0,07 



Comme nous l ' avons  f a i t  pour l e s  l i p i d e s  neu t r e s  d u  l i q u i d e  

coelomique, é tudions maintenant l e s  v a r i a t i o n s  de l a  longueur des  chaînes 

carbonées. 

Tableau 08 : Evolution de l a  longueur de chaine des  ac ides  g r a s  des l i p i d e s  

neut res  des coelomocytes. 

- Pas de r é s u l t a t  

t .  I n e x i s t a n t s  ou à l ' é t a t  de t r a c e s .  

Dans l e  tab leau  précédent  (081, on observe que l e s  AG à chaîne 

cour t e  114 e t  16 carbones)  prédominent largement dans l e s  MG e t  DG de 

coelomocytes correspondant au diamètre ovocyta i re  de 70 p . Ils r e s t e n t  

à u n  taux a s sez  é levé  à 195 p. 

Pour l e s  AGL de coelomocytes, nous n'avons des r é s u l t a t s  que pour 

195 p : l e s  AG à chaîne cour t e  e t  moyenne sont  à des taux vo i s in s  e t  repré-  

s en ten t  environ 80 % des AGL. 11 y a  20 % d'AGL à longue chaîne carbonée. 

Pour l e s  T G ,  e n t r e  70  e t  195 y , on a s s i s t e  à une augmentation 

de l a  longueur de chaîne des ac ides  g r a s .  

Dans l e s  s t é r o l s  e s t é r i f i é s ,  l e s  AG à chaine  cour t e ,  moyenne, ou 

longue, sont  à des  taux semblables à 70 p . A 195 ri, c e  sont  l e s  AG à 18 

carbones qui  prédominent, à 70 %. 

MG + DG 

A G L  

T G 

St.E.  

> 

AG de 14 e t  16 C AG de 18 C 

70 ri 

= 100 

- 

72,3 

32,6 

AG de 20 e t  22 C 

70 Fi 

t .  

- 

27,7 

31,2 

195 p 

57,s 

43,l 

37,l 

30,7 

70 u 

t .  

- 

t. 

36 

195 p 

4 2 

37,9 

36,7 

69,3 

195 p 

t .  

18,8 

26,l 

t .  



T a b l e a u  D9 : E v o l u t i o n  du r a p p o r t  : 'léique p o u r  l e s  a c i d e s  g r a s  
1 8  : 1 v a c c é n i q u e  

d e s  l i p i d e s  n e u t r e s  d e s  c o e l o m o c y t e s .  

Le t a b l e a u  09 p r é s e n t e  l e s  é v o l u t i o n s  d e s  t a u x  d ' a c i d e  o l é i q u e  

e t  d ' a c i d e  v a c c é n i q u e ,  d a n s  les c o e l o m o c y t e s .  

L ' a c i d e  o l é i q u e  e s t  a b o n d a n t  d a n s  l e s  MG + DG d e  1 9 5  p ( o ù  il 

y e n  a  4 f o i s  p l u s  que  d ' a c i d e  v a c c é n i q u e l .  

Dans l e s  s t é r o l s  e s t é r i f i é s ,  i l  y  a a u s s i  une  f o r t e  t e n e u r  e n  

a c i d e  o l é i q u e  p a r  r a p p o r t  à l ' a c i a e  v a c c é n i q u e  ( à  1 9 5  u ,  il y  a 8 f o i s  

p l u s  d ' a c i d e  o l é i q u e ) .  

P a r  c o n t r e ,  d a n s  l e s  T G  e t  l e s  A G L ,  à 1 9 5  p, c ' e s t  l ' a c i d e  

v a c c é n i q u e  q u i  p rédomine .  

230  i1 

- 

- 

- 

l 0,92 

MG + DG 
- 

A G L  

T G 

S t . E .  

70 i1 

- 

- 

- 

1,89 

1 9 5  ri 

3,85 

0 ,  48 

0,73 

7,85 



V - LES ACIDES GRAS DES LIPIDES NEUTRES DES OVOCYTES. 

Les r é s u l t a t s  s o n t  r e ~ o r t é s  dans l e  t a b l e a u  s u i v a n t .  

Tab leau D l 0  : Les a c i d e s  g r a s  des l i p i d e s  n e u t r e s  des ovocytes .  

On observe que l e s  a c i d e s  p a l m i t i q u e ,  s t é a r i q u e ,  o l é i q u e  e t  

vaccén ique  s o n t  généra lement  b i e n  r e p r é s e n t é s .  I 

Diamètresc 
ovocy ta i re ,  

1 4  : 0 

1 6 : l  (n -71 

16:O 

MG 

70p 

3,3 

2,9 

30,2 

+ DG 

1 9 5 ~  

1,4 

2,3 

14,9 

2,7 

18,9 

14,4 

1 7 , 5 1 3 , 3  

- 

- 

12,4 

- 

- 

98,9 

70u 

1 

2 

2,8 

15,2 

6,8 

7 

18,4 

9,4 

8,9 

4,4 

8 , l  

99,6 

18:3(n-61 

1 8 : l l n - 9 1  

1 8 : l  (n-71 

18:O ' 

20:4(n-61 

20:2 (n-61 

2 0 : I I n - 9 1  

22 :4 (n -9 )  

22:2(n-71 

T o t a l  

5,3 

26,s 

9 

15,6 

- 

- 

7 , l  

- 

- 

99,9 

3 0  ------ 
0,7 

9,7 

19,2 

6 , l  

3,s 

8,6 

- 

- 

99,9 

A 

1 4 3 ~  

- 

5,2 

T G St.E. 

33,6 

4,4 

10,2 

13,8 

4,8 

13 

4,8 

8,9 

8,8 

4,6 

99,9 

G L 

1 9 5 ~  

0,8 

3 , l  

7 0 ~  

6 

4,4 

7 0 ~  

3,9 

2 

2 3 0 ~  

0,9 

4, l  

195p 

0 , l  

2,4 

1 4 3 ~  

- 
- 

2 3 0 ~  

2 , l  

4,2 

22,6 

2 3 0 ~  

0,9 

2,8 

3,3 

1 2 , l  

12,9 

6 , l  

3 , l  

7,8 

5,2 

4 , l  

99,9 

32.5 -- 
9,3 

33,3 

10,4 

7 , 7 1 1 , 4  

- 

- 

6,9 

- 

- 

99,9 

3,6 

10,7 

19 

5 

9 , l  

4,2 

5,s  

5,2 

1,6 

100 

0,4 

14, l  

15,6 

I O j 1  

3,7 

9,h 

0.8 

0,7 

4,7 

99,6 

2,5 

13,7 

12,8 

3,8 

3,2 

8.5 

7,9 

32, l  

3.8 

23,3 

- 

2,2 

99,9 

4.5 

5,3 

8,7 

9 , 8 1 4 , 7 1 8 , 3  

- 

0,8 

6,9 

- 

- 

8,2 

- 

1,6 

4,3 

99,9 99,7 



Tab leau  Dl1 : E v o l u t i o n  du d e g r é  d e  s a t u r a t i o n  d e s  a c i d e s  g r a s  d e s  l i p i d e s  
n e u t r e s  d e s  o v o c y t e s .  

Le t a b l e a u  p r é c é d e n t  (0111 p r é s e n t e  donc  l ' é v o l u t i o n  du d e g r é  d e  

s a t u r a t i o n  d e s  a c i d e s  g r a s  d e s  l i p i d e s  n e u t r e s  d e s  o v o c y t e s .  

Les a c i d e s  g r a s  i n s a t u r é s  p rédominen t  d a n s  p r e s q u e  t o u s  l e s  

l i p i d e s  n e u t r e s  d e s  o v o c y t e s ,  à t o u s  l e s  s t a d e s .  C e p e n d a n t ,  d a n s  l e s  s t é r o l s  

e s t é r i f i é s  de 230 on o b s e r v e  à peu p r è s  a u t a n t  d ' a c i d e s  g r a s  i n s a t u r é s  

que d e  s a t u r é s .  

D ' a u t r e  p a r t ,  d a n s  l e s  TG d e  140  p ,  l e  t a u x  d'AG s a t u r é s  e s t  l e  p l u s  

i m p o r t a n t ,  mais  au f u r  e t  à mesure  que  s ' a c c o m p l i t  l ' o v o g e n è s e ,  c e  s o n t  l e s  

AG i n s a t u r é s  q u i  d e v i e n n e n t  l e s  p l u s  a b o n d a n t s .  

Dans l e s  A G L ,  l e  t a u x  d'AG i n s a t u r é s  d e v i e n t  a u s s i  d e  p l u s  en  p l u s  

i m p o r t a n t  de  70 à 200 p, m a i s  c h u t e  léggrernent  à 230 p ,  à m a t u r i t é  g é n i t a l e .  

S t  E 

4 1 , 3  
5 8 , 4  

1 , 4 1  

5 2 , 3  
47 ,6  

0 , 9 1  

TG 

3 5 , 6  
6 4 , 3  

1 .81  

5 6 , 2  
43 ,75  

O ,  78 

4 7 , 4  
5 2 , 2  

1  , IO 

42 ,8  
5 7 , l  

1 , 3 3  

AGL 

4 8 , 5  
50 ,4  

1  ,O4 

46 ,9  
5 3  

1 , 1 3  

2 8 , 2  
71 ,6  

2 , 5 4  

4 1 , l  
5 8 , 7  

1 , 4 3  

D i a m è t r e s  
O v o c y t a i r e s  

S 
70 ~i 1 

I/S 

S 
1 4 0  p  1 

I/S 

S 
195  ~i 1 

I/S 

S 
230 p 1 

I/S 

MG+DG 

4 9 , l  
50.8 

1  ,O3 

2 3 , 3  
7 6 , 3  

3 , 2 7  



Tableau O 12  : Evolution de l a  longueur de l a  chaine carbonée des  ac ides  
gras  des l i p i d e s  neut res  des  ovocytes.  

Les r é s u l t a t s  du tab leau  D 12 sont  i n t é r e s s a n t s  : i l s  montrent géné- 

ralement un allongement de l a  chaîne carbonée des ac ides  g ra s ,  au cours de 

l 'ovogenèse. 

Dans l e s  MG + DG, l e s  AG à 16 e t  18 carbones dominent à 70  1-i. 

A 195 p, l e s  AG à 20 e t  22 carbones représenten t  50 % des AG t o t aux .  

Dans l e s  AGL ,  l e s  chaînes de 18 carbones dominent à 70 1-i ; à 195 1-i 

ce sont  l e s  chaînes de 2 0  e t  22 carbones q u i  sont  l e s  p lus  répandues. 

Dans l e s  TG, on observe l e  même phénomène d'allongement des cha ines  

carbonées,  mais à 195 1-i. l e s  ac ides  gras  à longues cha înes  ne r ep ré sen ten t  tou- 

j ou r s  que 2 0  % des ac ides  g ra s  to taux .  

Pour l e s  s t é r o l s  e s t é r i f i é s ,  nous n'avons des  r é s u l t a t s  que pour 

70 LI : il y a  a l o r s  prédominance des ac ides  g r a s  à 18 carbones. 

MG + D G  

AGL  

T G  

S t .  E .  

: ' 'léiqUe pour l e s  ac ides  g r a s  Tableau D 1 3  : Evolution du rappor t  : vaccanique 

des l i p i d e s  neu t r e s  des ovocytes.  

AG de 14 e t  1 6  C AG de 18 C 

70  1-i 

36.4 

33 

28,6 

28,6 

70 1-i 

56,4 

53,5 

64,4 

63,4 

AG de 2 0  e t  22 C 

1 

195 1-i 

18.6 

26,s 

39,7 

- 

195 1-i 

31,8 

33,2 

40,2 

- 

70 1-i 

7 , l  

12,4 

6,9 

7,7 

195 1-i 

49,2 

40 , l  

19,7 

- 

MG + DG 

A G L  

T G  

S t .  E .  

70 1-i 

2,94 

1,31 

3,2 

3,69 

140 ~i 

- 

0,50 

0,60 

- 
L 

r 

195 1-i 230 i~ 

2,23 - 

0.74 O, 94  

0,90 1 ,O7 

- 2,84 



Dans l e  t a b l e a u  013, nous voyons que l ' a c i d e  o l é i q u e  domine 

l a rgement  dans l e s  l i p i d e s  n e u t r e s  d e s  o v o c y t e s  de  70 p. Pour  l e s  AGL e t  
' 

l e s  T G  d e  140 p e t  195 p. c ' e s t  l ' a c i d e  vaccén ique  q u i  d e v i e n t  a l o r s  l e  

p l u s  abondant .  Dans les s t é r o l s  e s t é r i f i é s ,  l ' a c i d e  o l é i q u e  r e s t e  t o u j o u r s  

beaucoup p l u s  abondant  que l e  vaccén ique .  

V I  - CONCLUSION : L E S  ACIDES GRAS DANS L E  MILIEU INTERIEUR DE PERINEREIS 

CULTRIPE-BI : 

N.L. KARNOVSKY r e m a r q u a i t  d é j a  en  1969 que b i e n  peu de  t r a v a u x  a v a i e n t  

é t é  f a i t s  s u r  l e  Métabolisme l i p i d i q u e  d e s  A n n é l i d e s .  Depuis ,  l e s  c h o s e s  n ' o n t  

g u è r e  é v o l u é  : l e s  a c i d e s  g r a s  r e s t e n t  peu é t u d i é s  c h e z  c e s  animaux. 

Notre é t u d e  montre que dans  l e s  l i p i d e s  n e u t r e s  du l i q u i d e  c œ l o m i q u e ,  

des  c œ l o m o c y t e s ,  ou d e s  o v o c y t e s ,  on a  t o u j o u r s  l e s  mêmes a c i d e s  g r a s  q u i  

dominent : l e s  a c i d e s  p a l n i t i q u e ,  s t é a r i q u e ,  o l é i q u e  e t  vaccén ique .  

D ' a u t r e  p a r t ,  l e s  a c i d e s  g r a s  i n s a t u r é s  s o n t  p r i n c i p a l e m e n t  d e s  

C l 8  e t  d e s  C20, a v e c  chaqcs  f o i s  un nombre p l u s  ou moins g rand  d ' i n s a t u r a t i o n s .  

Dans n o t r e  DEA (19791, nous f a i s i o n s  l a  même remarque pour  l e s  a c i d e s  g r a s  d e s  

macromolécules.  J.A. LOVERA a v a i t  l u i  a u s s i  remarqué c h e z  l l O l i g o c h è t e  

Lumbricus terrestris  un g rand  nombre d ' a c i d e s  g r a s  i n s a t u r é s  en C l 8  e t  en 

Pour l e  l i q u i d e  c œ l o m i q u e  c e  s o n t  l e s  AGL s a t u r é s  q u i  prédominent 
, 

( s a u f  à 230 pl. P o u r  l e s  o v o c y t e s  p a r  c o n t r e  l e s  A G L  i n s a t u r é s  s o n t  d e  p l u s  

en p l u s  abondan t s  au  f u r  e t  à mesure q u e  s ' a c c o m p l i t  l e u r  m a t u r a t i o n .  Pour  

l e s  AGL d e  coelomocytes ,  il y  a , à  peu p r è s ,  a u t a n t  d e  s a t u r é s  que d ' i n s a t u r é s  

( a v e c  néanmoins une prépondérance d e  c e s  d e r n i e r s ) .  

Dans l e s  TG du l i q u i d e  ccelomique on t r o u v e  beaucoup d'AG i n s a t u r é s .  

I l  en e s t  de  mêmo dans  c œ l o m o c y t e s  e t  ovocy tes .  

Dans l e s  s t é r o l s  e s t é r i f i é s  d e s  c œ l o m o c y t e s  l e  t a u x  d'AG s a t u r é s  

est d e  p l u s  en p l u s  impor tan t  a l o r s  q u e  s ' a c c o m p l i t  l ' o v o g e n è s e .  D ' a u t r r  p a r t ,  

a l o r s  que l e s  AG i n s a t u r é s  dominent d a n s  t o u s  l e s  L N  d e s  o v o c y t e s ,  les S t .  E. 

d e s  o v o c y t e s  p o s s è d e n t  à l ' a p p r o c h e  d e  l a  m a t u r a t i o n  a u t a n t  de  s a t u r é s  que  

d ' i n s a t u r é s .  

Pour  ce qui e s t  d e s  v a r i a t i o n s  d e  l a  l o n g u e u r  d e s  c h a î n e s  c a r S o n é e s .  

dans  l e s  AGL d ' o v o c y t e s  on o b s e r v e  une i m p o r t a n t e  augmenta t ion  du nomore 

d 'aromes de  c a r b o n e  au c o c r s  d e  l ' o v o g e n è s e .  P a r  c o n t r e ,  l a  longueur  d z s  

cha ines  carbongec; d e s  AGL du l i q u i d e  c œ  lomique e t  d e s  c œ  lon?ocytes 

v a r i e  peu . 



Pour  l e s  TG du l i q u i d e  coelomique,  les AG à c h a î n e  c o u r t e  e t  

moyenne a u g i s e n t ~ n t  f o r t a m e n t ,  ceux à c h a i n e  longue  c h u t e .  Dans les T G  d e s .  

coolomocytes e t  d e s  ovocy tes ,  i l  y  a  au c o n t r a i r e  augmenta t ion  i m p o r t a n t e  

d e s  c h a l n e s  ca rbonées  d'AG au c o u r s  d e  l ' o v o g e n è s e .  

Dans l e s  MG + D G  d e s  c œ l o m o c y t e s  e t  d e s  o v o c y t e s ,  on o b s e r v e  

l e  même phénomène que  pour  l e s  T G  : l ' a u g m e n t a t i o n  d e  l a  l o n g u e u r  d e s  

c h a l n e s  ca rbonées .  

Dans l e s  s t é r o l s  e s t é r i f i é s  d e s  c œ l o r n o c y t e s  e t  d e s  o v o c y t e s ,  on a 

s u r t o u t  d e s  AG à c h a i n e  moyenne I I 8  c a r b o n e s ) .  

L 'a l longement  d e s  c h a î n e s  c a r b o n é e s  e t - l ' a u g m e n t a t i o n  du t a u x  

d ' a c i d e s  g r a s  i n s a t u r é s  que l ' o n  o b s e r v e  généra lement  dans  l e s  l i p i d e s  n e u t r e s ,  

s o n t  à r a p p r o c h e r  d e s  r é s u l t a t s  d e  n o t r e  DEA, où nous a v i o n s  o b s e r v é  l e  

même phénomgne. Notons t o u t e f o i s ,  que  l ' é t u d e  f a i t e  i c i  a p r è s  s é p a r a t i o n  d ~ s  

d i f f é r e n t s  l i p i d e s  n e u t r e s  s u r  couche mince m o n t r e  d e s  v a r i a t i o n s  d a n s  nos 

r é s u l t a t s  s e l o n  l a  n a t u r e  du l i p i d e  n e u t r e  e t  s e l o n  l e  m i l i e u  é t u d i é  ( l i q u i d e  

c m l o m i q u e ,  coelomocytes  ou o v o c y t e s l .  

Dans l e  l i q u i d e  c œ l o m i q u e  c ' e s t  t o u j o u r s  l ' a c i d e  o l é i q u e  q u i  e s t  p l u s  

abondant  que l ' a c i d e  vaccén ique .  Le t a u x  d ' a c i d e  o l E i q u e  augmente même au c o u r s  

d e  l ' o v o g e n è s e .  

Dans l e s  é l é m e n t s  f i g u r é s  p a r  c o n t r e  l e s  phénomènes o b s e r v é s  s o n t  

d i f f é r e n t s .  A i n s i ,  dans  l e s  TG e t  l e s  AGL c ' e s t  l ' a c i d e  vaccén ique  q u i  e s t  l e  

p l u s  abondant .  Dans l e s  S t .  E. d e s  cae lomocytes  e t  d e s  o v o c y t e s ,  on a cependan t ,  

p l u s  d ' o l é i q u e  que d e  vaccénique.  

Il  e s t  i n t é r e s s a n t  de  remarquer  q u e  les s t é r o l s  e s t é r i f i é s  du l i q u i d e  

c œ l o n i q u e ,  d e s  c œ l o m o c y t e s  e t  d e s  o v o c y t e s  s o n t  a s s e z  semblab les .  I l s  o n t  

t o u j o u r s  un t a u x  d'AG s a t u r é s  i m p o r t a n t ,  e t  c e s  AG s o n t  s u r t o u t  à 18 c a r b o n e s .  

Enf in ,  il y  a  p l u s  d ' a c i d e  o l é i q u e  que  de  v a c c é n i q u e .  

V I 1  - LES ACIDES GRAS CHEZ LES INVERTEBRES. 

Les é t u d e s  d e s  a c i d e s  g r a s  d ' I n v e r t é b r é s  o n t  s u r t o u t  é t é  f a i t e s  

c h e z  l e s  INSECTES. 

Les a c i d e s  g r a s  i n t e r v e n a n t  d a n s  l a  c o n s t i t u t i o n  d e s  l i p i d e s  

n e u t r e s  d ' i n s e c t e s  s o n t  a s s e z  v a r i a b l e s .  

F.E. S t r o n g  (19641 montre  d a n s  l e s  AG d e s  LN d e s  œ u f s  d 'Aphid ,  

l a  pr5pondÉrance d e  l ' a c i d s  m y r i s t o l é i q u e  ICI4 : ? 1 ,  d e  l ' a c i d e  m y r i s t i q u e  e t  d e  

l ' a c i d e  o l é i q u e .  

S e l o n  L . I .  G i l b e r t  (19671, l e s  AG d e s  I n s e c t e s  s o n t  d a  1ù  formc C C  

à CJ4. L ' a c i d e  o l é i q u e  est l e  p l u s  abondant .  Parmi  l e s  nombresx AG i n s ~ t i i r : : ,  l a  



p lupa r t  o n t  une double l i a i s o n  e n t r e  Cg e t  CIO. 

D 'au t re  p a r t ,  M. F a m i  e t  c o l l .  (19611 ont  montré que l e  p a l m i t a t e  

e t  l ' o l b a t e  sont  l e s  AG l e s  p l u s  cou ran t s  dans l e s  TG de  Locusta mkgratoria. 

S. Hérodek e t  T .  Farkas (19601, t r a v a i l l a n t  s u r  Bornbgz mori 

montrent que pendant l e  développement de l ' a d u l t e  l e  pourcentage d'AG 

i n s a t u r é s  s ' a ccen tue ,  t o u t  au moins chez l a  + . Ces a u t e u r s  pensent q u ' i l s  

jouent un r ô l e  dans l e  développement de  l ' œ u f .  

L ' ex i s t ence  d ' ac ides  g r a s  po ly insa tu ré s  pose d ' a i l l e u r s  un 

problème i n t é r e s s a n t .  

Sauf chez l e s  D ip tè re s  ( e t  l e s  Aphides, dont  l e s  symbiotes peuvent 

f o u r n i r  t ous  l e s  l i p i d e s  n é c e s s a i r e s l ,  l a  p l u p a r t  des espèces  d ' I n s e c t e s  

ex igent  des  AG p o l y i n s a t u r i s .  Des é tudes  métaboliques montrent que l e s  I n s e c t e s  

sont  incapables  de  s y n t h é t i s e r  l e s  AG d i -  e t  polyéniques "de novo" ou de l e s  

o b t e n i r  p a r  modi f ica t ion  d'AG monoéniques ou s a t u r é s  p r é e x i s t a n t s  q u i  peuvent 

ê t r e  s y n t h é t i s é s  ou obtenus à p a r t i r  de  l a  n o u r r i t u r e  ( L . I .  G i l b e r t ,  1967 ; 

W.F. Stephen e t  L.I. G i l b e r t ,  1969 ; P.G. F a s t ,  19701. 

Chez de norcbreux I n s e c t e s ,  l e s  AG e s s e n t i e l s  s o n t  l e s  l i n o l é i q u e  

(Cl8 : 2-Doubles l i a i s o n s  au niveau des  carbones 9  e t  121 et /ou l i no lén ique  

(CA8 : 3 - Doubles l i a i s o n s  au niveau des  carbones 9 ,  12 e t  151. 

Chez l e s  Ver tébrss ,  l ' a c i d e  arachidonique (C20 : 4 - Doubles l i a i s o n s  

au niveau des carbones 5,  8 ,  11 ,  141 e s t  l ' A G  e s s e n t i e l  de  grande importance 

physiologique ; i l  peut ê t r e  métabol i sé  à p a r t i r  de l ' a c i d e  l i n o l é i q u e  a l i -  

mentaire  ou de nombreux a u t r e s  AG p o l y i n s a t u r é s ,  e t  donc, s i  l ' a c i d e  a ra -  

chidonique e s t  absent  de l a  n o u r r i t u r e ,  l e  besoin en AG peut  ê t r e  s a t i s f a i t  p a r  

l e s  a u t r e s  AG p ré sen t s  (H.M. S i n c l a i r ,  1964 ; M .  Gua rn ie r i  e t  R.M. Johnson, 

19701. 

Pour aucune espèce de  Dip tè re ,  l e s  AG p o l y i n s a t u r é s  ou a u t r e s ,  ne 

sont  pas e s s e n t i e l s .  R.H.  Oadd e t  J.E. Kleinjan (19791, on t  néanmoins montré 

que &lez pipiens é t a i t  l e  premier  3 i p t è r e  ex igeant  un AG po ly insa tu ré ,  l e  

premier I n s e c t e  pour lequel  une exigeance en AG e s s e n t i e l  n ' e s t  pas s a t i s f a i t e  

par  l ' a c i d e  l i n o l é i q u e  et /ou l ' a c i d e  l i n o l é n i q u e ,  mais e s t  t r i b u t a i r e  d e  

1 ' ac ide  arachidonique 

Outre l e s  I n s e c t e s ,  nous avons chez l e s  I n v e r t é b r é s  quelques r é s u l t a t s  

chez l e s  CRUSTACES. 

Les Crus tacgs  sont  i ncapab le s  de s y n t h e t i ç e r  l e s  a c i d e s  l inol;iqzt? 

e t  l i no lén ique  à p a r t i r  d ' a c é t a t e  e t  d e  pa lmi t a t e ,  comme l e s  Mammifère;. 

A.  KAi'iAZAWA e t  c o l l .  (1979 a  e t  b l  on t  é t u d i é  l ' e f f e t  de  l 'al:?.  2 

1inolAique e t  d o  l ' a c i d e  l i no lén ique  s u r  l a  c r o i s s a n c e  de l a  c r s v e t t e .  



Leur s  r é s u l t a t s  i n d i q u e n t  que  l ' a c i d e  l i n o l é i q u e  e t  l ' a c i d e  l i n o l é n i q u e  s o n t  

t o u s  deux e f f i c a c e s  p o u r  l a  s u r v i e  e t  l a  c r o i s s a n c e  d e  l a  c r e v e t t e  

Penaeus japonicus, m a i s  l ' e f f e t  d e  l ' a c i d e  l i n o l é i q u e  est  i n f é r i e u r  à c e l u i  

de  l ' a c i d e  l i n o l é n i q u e  ( c ' e s t  a v e c  l ' a d d i t i o n  d ' a c i d e  l i n o l é n i q u e  q u e  l ' o n  

o b t i e n t  l e s  p l u s  i m p o r t a n t e s  a u g m e n t a t i o n s  d e  p o i d s ) .  

D ' a u t r e  p a r t ,  o b s e r v e n t  c e s  a u t e u r s ,  l a  c o m p o s i t i o n  en  AG d e s  

l i p i d e s  d e s  c r e v e t t e s  es t  m o d i f i é e  p a r  l a  c o m p o s i t i o n  d e s  l i p i d e s  c o n t e n u s  

d a n s  les a l i m e n t s  : les  p r o p o r t i o n s  d e s  a c i d e s  g r a s  p o l y i n s a t u r é s  d e  l a  

série w 3  s o n t  augmentés  c h e z  les  c r e v e t t e s  n o u r r i e s  à l ' a i d e  d ' a l i m e n t s  

e n r i c h i s  en  a c i d e  l i n o l é n i q u e  [ C l 8  : w3). 

E n f i n ,  nous  t e r m i n e r o n s  en f a i s a n t  r e m a r q u e r  que  l a  n a t u r e  d e s  A G ,  

d ' a p r è s  l e s  o b s e r v a t i o n s  f a i t e s  c h e z  l e s  V e r t é b r é s ,  i n f l u e  s u r  l a  l i p o g e n è s e .  

S e l o n  R .  J e f f c o a t  e t  c o l l .  (19791,  l a  l i p o g e n è s e  h é p a t i q u e  e s t  

c o n t r ô l é e  p a r  les t a u x  d ' h y d r a t e s  de  c a r b o n e  e t  d e  l i p i d e s .  En g é n é r a l ,  l e s  

p r e m i e r s  s t i m u l e n t  a l o r s  que  les  d e r n i e r s  s u p p r i m e n t  l a  l i p o g e n è s e  h é p a t i q u e .  

Cependant ,  f o n t  o b s e r v e r  c e s  a u t e u r s ,  l a  n a t u r e  e t  l e s  c o n c e n t r a t i o n s  

d e  c e s  h y d r a t e s  d e  c a r b o n e  e t  d e  c e s  l i p i d e s ,  o n t  une  i n f l u e n c e  i m p o r t a n t e .  

Dans l e  - F o i e ,  l ' a c t i v i t é  l i p o g é n i q u e  e s t  i n h i b é e  p a r  les AG s a t u r é s  

(Knocke, 19731 e t  l e s  t a u x  d 'enzymes  s o n t  c o n t r ô l é s  p a r  l e s  AG p o l y i n s a t u r é s .  

Dans l e  T i s s u  Adipeux,  on a  remarqué  q u e  les AG s a t u r é s  s o n t  p l u s  

i n h i b i t u e r s  que  l e s  AG p o l y i n s a t u r é s .  
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LES PHOSPHOLIPIDES ET LEURS ACIDES GRAS 

1 - ETUDE PARTIELLE DES PHOSPHOLIPIDES DU MILIEU INTERIEUR DE PERINEREIS 

CULTRIFERA. 

Les phospholipides ne sont étudiés que de façon succincte. Les 

différentes techniques utilisées sont exposées dans le chapitre "Matériel 

et méthodes". 

Rappelons que la fraction "phospholipidique" est obtenue par 

précipitation des lipides totaux à l'acétone. 

1'1 Essai d'identification des différents phospholipides. 

Nous avons fait une chromatographie sur papier Whatman SG 81 

(Technique de G.V. MARINETTI, 19621 dans le système solvant : Chloroforme - 
Méthanol - Ammoniaque - Eau ( 6 6  : 23 : 3 : 0 , s  v/v/v/vl. Ce solvant a déjà 

été utilise sur le même support, par J. BARAUD (19731. 

L'extrait phospholipidique d'ovocytes de 230 p, montre deux taches 

(voir figure El], correspondant l'une à la phosphatidyl sérine, l'autre à la 

phosphatidyl éthanolamine et/ou phosphatidyl choline. 

Différents révélateurs ont été utilisés : 

- 1'H SO à 5 % : révélateur universel 2 4 
- 1' a-naphtol : révélateur des glycolipides 
- réactif de Karlsson-Pascher : révélateur des céramides 
- ninhydrine : révélateur des fonctions amines primaires des phospholipides. 

Travaillant sur couche mince de gel de silice G, on a utilisé 

le système solvant : 

Chloroforme / Méthanol / Eau 

80 : 25 : 4 Cv/v/vl 

Après vaporisation d'H SO à 5 % et chauffage pendant quelques 
2 4 

minutes à 100°C, trois taches sont aisément identifiables (figure E21 : 

. la Phosphatidyl Sérine (et peut-être aussi Phosphatidyl Inositoll 

. la Phosphatidyl Choline 

. la Phosphatidyl Ethanolamine. 



figure El: Chromatographie des Phospho/ipides 

sur papier Wbatrnan SG 87 

T 7 I 
Phospho- F? S. P.C. RE. T R I /. 

lipiûes d ovocytes 
de 230p 

).S. phospita tidyl sérine 

RC. rn cho/ine 

Systerne solvant: CHC13/CH3OH/NH40H/H20  
66: 23:3 :0,9 

Toutes /es tâches sont révélées a /'H2S04 à 5% 
7 Tiche revhlée à l'a-naphtol 
2 R , au réactif de ;<arlsson-Pascher 
3 ,, à la ninhydrhe 
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Dans ces e x t r a i t s  p h o s p h o l i p i d i q u e s  d ' o v o c y t e s  d e  1 9 5  u ,  deux  s p o t s  

n e  s o n t  p a s  i d e n t i f i é s  = c e  s o n t  s a n s  d o u t e  d e s  f o r m e s  " l y s o "  ( c ' e s t - à - d i r e  

d e s  p h o s p h o l i p i d e s  n e  p o r t a n t  p l u s  deux  m o l é c u l e s  d ' a c i d e s  g r a s ,  mais une  s e u l e l .  

La c h r o m a t o g r a p h i e  r e p r é s e n t é e  s u r  l a  f i g u r e  p r é c é d e n t e  ( f i g u r e  €21 

m o n t r e ,  p r è s  du f r o n t  du s o l v a n t .  d e  nombreuse s  t a c h e s  = ce s o n t  s a n s  d o u t e  

à l a  f o i s  d e s  l i p i d e s  n e u t r e s  q u i  c o n t a m i n e r a i e n t  e n c o r e  n o t r e  c u l o t  phospho-  

l i p i d i q u e ,  m a i s  a u s s i  d e s  i m p u r e t é s  p r o v e n a n t  d e s  s o l v a n t s  u t i l i s é s .  

Dans l a  c h r o m a t o g r a p h i e  s u r  c o u c h e  m i n c e  d e  l a  f i g u r e  E 3 ,  nous  a v o n s  

e s s a y é  d e  s u p p r i m e r  l es  i n c o n v é n i e n t s  q u e  n o u s  v e n o n s  d ' e x p o s e r  c i - d e s s u s ,  p o u r  

l a  c h r o m a t o g r a p h i e  p r é c é d e n t e .  

Deux s y s t è m e s  s o l v a n t s  s o n t  en  e f f e t  u t i l i s é s .  

Le l e r  s y s t è m e  s o l v a n t  : Acé tone  / E t h e r  d e  P é t r o l e  ( 9 8  :21 nous  

pe rme t  d e  d é b a r r a s s e r  n o s  d é p ô t s  p h o s p h o l i p i d i q u e s  d e s  l i p i d e s  n e u t r e s  q u ' i l s  

p o u r r a i e n t  c o n t e n i r .  

Le 2ème s y s t è m e  s o l v a n t  : C h l o r o f o r m e  / Méthanol  / Eau / A c i d e  

A c é t i q u e  ( 6 0  : 30 : 6 : 1 1  nous  pe rme t  d e  s é p a r e r  les p h o s p h o l i p i d e s .  

Nous a v o n s  i c i  é t u d i é  4 f r a c t i o n s  p h o s p h o l i p i d i q u e s  : 

Ph 1 = P h o s p h o l i p i d e s  d ' o v o c y t e s  d e  1 1 5  u 
Ph 2 = P h o s p h o l i p i d e s  d ' o v o c y t e s  d e  150  p 

Ph 3 = P h o s p h o l i p i d e s  d ' o v o c y t e s  d e  195 u 
Ph 4 = P h o s p h o l i p i d e s  d ' o v o c y t e s  d e  230 p - 

Comme p o u r  l a  f i g u r e  E2, t r o i s  s p o t s  se d é t a c h e n t  n e t t e m e n t  : 

. l a  P h o s p h a t i d y l  S é r i n e  ( a v e c  p e u t - ê t r e  du  P h o s p h a t i d y l  I n o s i t o l l  

. l a  P h o s p h a t i d y l  C h o l i n e  

. l a  P h o s p h a t i d y l  E t h a n o l a m i n e .  

2'1 E s s a i  d e  q u a n t i f i c a t i o n  d e s  d i f f é r e n t s  p h o s p h o l i p i d e s .  

Rep renons  l a  f i g u r e  E3. 

Une o b s e r v a t i o n  r a p i d e  nous  p e r m e t  d e  c o n s t a t e r  q u e ,  d a n s  l es  

e x t r a i t s  p h o s p h o l i p i d i q u e s  d ' o v o c y t e s  d e  1 5 0  u ,  l a  P h o s p h a t i d y l  S é r i n e  e t  l a  

P h o s p h a t i d y l  E t h a n o l a m i n e  n ' a p p a r a i s s e n t  p a s .  P u i s q u e  l a  q u a n t i t é  d e  phospho-  

l i p i d e s  d é p o s é e  p o u r  c h a q u e  e x t r a i t  o v o c y t a i r e  p e u t  ê t r e  a s s e z  v a r i a b l e ,  on 

p e u t  au moins  p e n s e r  q u e  l a  P h o s p h a t i d y l  C h o l i n e  res te  à d e s  t a u x  s e n s i b l e m e n t  

c o n s t a n t s  q u e l  q u e  s o i t  l e  s t a d e  c o n s i d é r é ,  m a i s  q u e  P h o s p h a t i d y l  S é r i n e  e t  

P h o s p h a t i d y l  E t h a n o l a m i n e  v o i e n t  l e u r s  t a u x  d i m i n u e r  v e r s  150 p. 



Pour  l e s  o v o c y t e s  d e  1 9 5  e t  2 3 0  P ,  2 t a c h e s  a p p a r a i s s e n t  en  

- q u a n t i t é  n o t a b l e  ( t a c h e s  d é j à  v i s i b l e s  s u r  l a  f i g u r e  E21. 

Des e s s a i s  d e  d o s a g e s  d e s  P h o s p h o l i p i d e s  ( p a r  d o s a g e  du  P h o s p h o r e  

s e l o n  P.S.  CHEN, 19541 o n t  é t é  f a i t e s .  

Après  c h r o m a t o g r a p h i e  s u r  c o u c h e  mince p r é p a r a t i v e  d a n s  les  deux  

s y s t è m e s  s o l v a n t s  p r é c é d e n t s ,  on o b s e r v e  q u a t r e  t a c h e s  p o u r  les  e x t r a i t s  

p h o s p h o l i p i d i q u e s  d e  c o e l o m o c y t e s  c o r r e s p o n d a n t  aux d i a m è t r e s  o v o c y t a i r e s d e  1 4 0 ~  
e t  de  1 6 0 ~  

Tache A : S a n s  d o u t e  d e s  f o r m e s  l y s 0  

Tache B : P h o s p h a t i d y l  S é r i n e  

Tache C  : P h o s p h a t i d y l  C h o l i n e  

Tache O : P h o s p h a t i d y l  E t h a n o l a m i n e .  

Les r é s u l t a t s  d e s  d o s a g e s  s o n t  e x p o s é s  d a n s  l e  t a b l e a u  s u i v a n t .  

T a b l e a u  El : R é s u l t a t s  d e s  d o s a g e s  s e l o n  CHEN d e s  P h o s p h o l i p i d e s  d e  

c o e l o m o c y t e s  d e  P. cuZ&rifera 

Outre u n  nombre l i m i t é  d e  t a c h e s ,  nous  o b s e r v o n s  q u e ,  pa rmi  l es  

p h o s p h o l i p i d e s  i d e n t i f i é s ,  c ' e s t  l a  P h o s p h a t i d y l  C h o l i n e  q u i  domine  à 1 4 0  p .  

A p p a r a i t r o n t  e n s u i t e  en q u a n t i t é s  a p p r é c i a b l e s  : P h o s p h a t i d y l  S é r i n e  e t  

P h o s p h a t i d y l  E t h a n o l a m i n e .  

Après  s é p a r a t i o n  s u r  c o u c h e  m i n c e ,  d e s  d o s a g e s  s e m b l a b l e s  o n t  é t é  

e f f e c t u é s  sur l e s  P h o s p h o l i p i d e s  d ' o v o c y t e s  d e  1 0 0  u ,  1 4 0  p e t  230  p. 

A 1 0 0  P ,  les  p h o s p h o l i p i d e s  d ' o v o c y t e s  se  p r é s e n t e n t  s o u s  f o r m e  d e  

q u a t r e  t a c h e s  a i s é m e n t  i d e n t i f i a b l e s ,  c o r r e s p o n d a n t  aux p h o s p h o l i p i d e s  d e s  

1 6 0  ri 

2 0  % 

27 % 

36 % 

1 7  % 

Tache A ( f o r m e s  l y s o  ? 1 

Tache  8 PS 

Tache  C  PC 

Tache D PE 

c o e l o m o c y t e s .  S e u l e s  les  t a c h e s  A ( f o r m e s  l y s o ,  s a n s  d o u t e l  e t  O ( P h o s p h a t i d y l  
3 1  

E t h a n o l a m i n e l  s o n t  e n  q u a n t i t é  a p p r é c i a b l e  ( r e s p e c t i v e m e n t  4 e t  - d e s  Phospho-  4  

1 4 0  P 

3 7  % 

R é s u l t a t s  n u l s  

6 2  % 

R é s u l t a t s  n u l s  

l i p i d e s  t o t a u x ) .  Nos d o s a g e s  i n d i q u e n t  q u e  l a  P h o s p h a t i d y l  S é r i n e  e t  l a  

P h o s p h a t i d y l  C h o l i n e  s o n t  e n  q u a n t i t é  n é g l i g e a b l e .  



A 140  e t  230 p, p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  s u r  c o u c h e  mince  p r é p a r a t i v e ,  

nous o b s e r v o n s  un g r a n d  nombre d e  t a c h e s .  Les 7  t a c h e s  o b s e r v é e s  n ' o n t  pu ê t r e  

i d e n t i f i é e s  a v e c  c e r t i t u d e .  Ces r é s u l t a t s  m o n t r e n t  néanmoins  q u ' a v a n t  140 u ,  
une i n t e n s e  a c t i v i t é  m é t a b o l i q u e  a f f e c t e  l e s  P h o s p h o l i p i d e s  d e s  ovocytes. 

A i n s i ,  s i  q u a t r e  p h o s p h o l i p i d e s  s o n t  i d e n t i f i é s  a v e c  c e r t i t u d e ,  

c e u x - c i  s e  t r o u v e n t  en  p r o p o r t i o n s  v a r i a b l e s  d a n s  l e s  c o e l o m o c y t e s .  Un g r a n d  

nombre d e  p h o s p h o l i p i d e s  e x i s t e n t  d ' a u t r e  p a r t  d a n s  l e s  o v o c y t e s ,  à p a r t i r  

de  140  u . 

II - EXTRACTION DES ACIDES GRAS DE PHOSPHOLIPIDES ET ETUOE EN CHROMATOGRAPHIE 

EN PHASE GAZEUSE. 

Les a c i d e s  g r a s ,  a p r è s  h y d r o l y s e  e t  e x t r a c t i o n  s e l o n  l e s  t e c h n i q u e s  

e x p o s é e s  d a n s  " M a t é r i e l  e t  mé thodes" ,  s o n t  é t u d i é s  en  c h r o m a t o g r a p h i e  en p h a s e  

g a z e u s e ,  comme l e s  a c i d e s  g r a s  d e  l i p i d e s  n e u t r e s .  

S e u l s  l e s  a c i d e s  g r a s  d e s  p h o s p h o l i p i d e s  d ' o v o c y t e s  s o n t  i c i  é t u d i é s .  

III - LES ACIDES GRAS DES PHOSPHOLIPIDES D'OVOCYTES. 

L ' i m p o r t a n c e  r e l a t i v e  d e  c e s  d i f f é r e n t s  a c i d e s  g r a s  e s t  exposée  

d a n s  l e  t a b l e a u  E2 c i - d e s s o u s .  

Tab leau  E2 : I m p o r t a n c e  r e l a t i v e  d e s  a c i d e s  g r a s  d e s  p h o s p h o l i p i d e s  d e s  

o v o c y t e s .  

D i a m è t r e s  o v o c y t a i r e s  70 Fi 1 0 3  u 

1 4  : O - - 

T o t a l  100  99,8 



On o b s e r v e  que l ' i m p o r t a n c e  r e l a t i v e  d e s  a c i d e s  p a l m i t i q u e  e t  

s t é a r i q u e  doriine l a r g e m e n t  d a n s  l e s  p h o s p h o ? ï p i d e s  d ' o v o c y t e s  j e u n e s .  Ces  

p h o s p h o l i p i d ~ s  d i v e r s i f i e n t  e n s u i t e  l a  n a t u r e  d e  l e u r s  a c i d e s  g r a s .  

Dans l e  t a b l e a u  s u i v a n t  ( T a b l e a u  E31, on s ' e s t  i n t é r e s s é  à 

l ' é v o l u t i o n  du d e g r é  de s a t u r a t i o n  d e s  a c i d e s  g r a s .  

T a b l e a u  E3 : E v c l u t i o n  du d e g r é  d e  s a t u r a t i o n  d e s  a c i d e s  g r a s  d e  

p h o s p h o l i p i d e s  d ' o v o c y t e s .  

S . :  P o u r c s n t a g e  d ' a c i d e s  g r a s  s a t u r é s .  
, .  . 

i : P o u r c e n t a g e  d ' a c i d e s  g r a s  i n s a t u r é s .  

i;'S : Rappor t  du  t a u x  d ' a c i d e s  g r a s  i n s a t u r é s  s u r  l e  t a u x  d ' a c i d e s  g r a s  
s a t u r e s .  O 

On o b s e r v e  a i n s i  d ' a b o r d  une f o r t e  a u g m e n t a t i o n  du  t a u x  d ' a c i d e s  

g r a s  i n s a t u r é s  au  c o u r s  d e  l ' o v o g e n è s e .  C ~ t t e  a u g m e n t a t i o n  s ' a r r s t c  e n v i r o n  

à 115 p, p u i s  l ' i m p o r t a n c e  d e s  a c i d e s  g r a s  i n s a t u r é s  d i m i n u e  e t  s e  s t a b i l i s e  

à l ' a p p r o c h e  d e  l a  m a t u r i t é  g é n i t a l e .  

La f i g u r e  E4 n o u s  mon t r e  b i e n  c e s  v a r i a t i o n s .  

E n t r e  70 e t  1 4 0  p , on a u r a i t  a i n s i  u n e  p é r i o d e  d ' i n t e n s e  a c t i v i t é  

du mé tabo l i s r i e  d e s  p h o s p h o l i p i d e s  d e s  o v o c y t e s .  

Le t a b l e a u  E4 e t  l a  f i g u r e  €5 exposent! l ' é v o l u t i o n  d e  l a  l o n g u e u r  

d e  c h a î n e  d e s  a c i d e s  g r a s  c o n s t i t u a n t  l es  p h o s p h o l i p i d e s .  Ces  a c i d e s  g r a s  s o n t  

c l a s s é s  en  a c i d e s  g r a s  à c h a î n e  c o u r t e  ( 1 4  e t  16 c a r b o n e s ) ,  à c h a î n e  moyenne 

(18 ca rbonos1  e t  à c h a l n e  l o n g u e  ( 2 0  e t  22 c a r b o p e s l ,  comme nous  a v o n s  pu lc 

f a i r e  pour  l e s  a c i d e s  g r a s  d e s  l i p i d e s  n e u t r e s :  



F i g u r e  E 4 : , E v o l u t i o n  du  r a p p o r t  du t a u x  d ' a c i d e s  g r a s  i n s a t u r é s  sur l e  

t a u x  d ' a c i d e s  g r a s  s a t u r é s  d a n s  les  P h o s p h o l i p i d e s  d ' O v o c y t e s .  

F i s u r e  E 5 : E v o l u t i o n  d e  l a  l a n g u e u r  d e  c h a î n e  d e s  a c i d e s  g r a s  c o n s t i ? . - a n t  

l es  P h o s p h o l i p i d e s  d ' O v o c y t e s .  



--- 
--O L m "  

78 : 1 o l é i q u e  
F i g u r e  E 6 : E v o l u t i o n  du  r a p p o r t  . . 1 v a c c é n i q u e  

d a n s  l e s  p h o s p h o l i p i d e s  d ' o v o c y t e s  [ d ' a p r è s  l e s  r é s u l t a t s  exposss 

d a n s  l e  t a b l e a u  E 2 ,  page  861.  



Tableau  E4 : E v o l u t i o n  de  l a  l o n g u e u r  d e  l a  c h a i n e  d e s  a c i d e s  g r a s  d e s  

p h o s p h o l i p i d e s  d ' o v o c y t e s .  

On o b s e r v e  que  l e s  a c i d e s  g r a s  à c h a i n e  c o u r t e ,  i m p o r t a n t s  c h e z  l e s  

j e u n e s  o v o c y t e s ,  c h u t e n t  r a p i d e m e n t .  E n t r e  100  e t  150  u ,  i l s  s o n t  r e m p l a c é s  

p a r  d e s  a c i d e s  g r a s  à c h a i n e  moyenne, e t  d a n s  une mo ind re  mesure  p a r  d e s  

a c i d e s  g r a s  à c h a i n e  l ongue .  E n t r e  150  e t  230  u ,  l e s  t r o i s  g r o u p e s  d ' a c i d e s  

g r a s  s o n t  à d e s  t a u x  v o i s i n s .  

Comme on a  pu l e  d i r e  un peu p l u s  h a u t ,  e n t r e  1 0 0  e t  150  u ,  il y a  

une i n t e n s e  a c t i v i t é  au  n i v e a u  du  m é t a b o l i s m e  d e s  p h o s p h o l i p i d e s  d e s  o v o c y t e s  

70 u 
100  ~t 

115 p  

145  u 
230 u 

E n f i n ,  r e p o r t o n s - n o u s  au t a b l e a u  E 2  e t  o b s e r v o n s  l ' é v o l u t i o n  d e s  

t a u x  d ' a c i d e  o l é i q u e  e t  d ' a c i d e  v a c c é n i q u e .  Ces r é s u l t a t s  s o n t  e x p o s é s  d a n s  

l a  f i g u r e  E6 .  

On o b s e r v e  l à  e n c o r e  d ' i m p o r t a n t e s  m o d i f i c a t i o n s  c h e z  l e s  o v o c y t e s  

de  t a i l l e  j e u n e  ou moyenne. E n t r e  9 0  e t  110  p ,  c ' e s t  l e  t a u x  d ' a c i d e  o l é i q u e  

q u i  prédomine .  Dans l e s  o v o c y t e s  p l u s  â g é s ,  c ' e s t  l ' a c i d e  v a c c é n i q u e  q u i  

d e v i e n t  l e  p l u s  i m p o r t a n t  d e s  deux a c i d e s  g r a s  à 18 c a r b o n e s .  Le r a p p o r t  

t a u x  d ' a c i d e  o l é i q u e  / t a u x  d ' a c i d e  v a c c é n i q u e  ne  se m o d i f i e  a l o r s  g u è r e .  

On o b s e r v e  t o u j o u r s  l a  m ê m e  p é r i o d e  d ' a c t i v i t é  i n t e n s e ,  s o u l i g n é e  

précédemment. 

I V  - LES PHOSPHOLIPIDES = LEUR IMPORTANCE BIOLOGIQUE ET LEUR ROLE CHEZ 

LES INVERTEBRES. 

N o t r e  é t u d e  d e s  P h o s p h o l i p i d e s  d e s  o v o c y t e s  d e  Perinereis  c u l t r i f e r a ,  

Acides  g r a s  d e  

1 4  e t  1 6  c a r b o n e s  

7 0 , 8  

2 4 , 3  

2 6 , s  

4 2 , s  

2  9 

b i e n  que s u c c i n c t e ,  n ' e n  e s t  p a s  moins  i n t é r e s s a n t e ,  p u i s q u e  nous avons  pu 

o b s e r v e r  une  p é r i o d e  d ' a c t i v i t é  m é t a b o l i q u e  i n t e n s e  ( p é r i o d e  q u i  c o r r e s p o n d  

b i e n  du r e s t e  à c e l l e  q u i  a  é t é  o b s e r v é e  p o u r  l e  m é t a b o l i s m e  d e s  s u c r e s ,  

d a n s  n o t r e  D.E.A.).  

A c i d e s  g r a s  

à 1 8  c a r b o n e s  

2 9 , 2  

4 6 , 5  

8  1 

3 1 , 3  

4 0 , 8  

A c i d e s  g r a s  6s 

20 e t  22 c a r b o n e s  
- 

T r a c e s  

29 

3 8 , 9  

2 6 , l  

3 0  



Nous a v o n s  pu v o i r  a u s s i  q u e  l e  P h o s p h a t i d y l  C h o l i n e  é t a i t  l e  

P h o s p h o l i p i d e  t o u j o u r s  p r é s s n t  e n  q u a n t i t é  n o t a b l e ,  à t o u s  l e s  s t a d e s  d 3  

n o s  o v o c y t e s .  C ' e s t  e n  e f f e t  l e  p r i n c i p a l  P h o s p h o l j . p i d e  d e  l a  p l u p a r t  d e s  

c e l l u l e s  a n i m a l e s  ( e l i e  est c e p e n d a n t  a b s e n t e  d e  l a  p l u p a r t  d e s  b a c t é r i e s ) .  

S a  p r e m i è r e  f o n c t i o n  d a n s  l a  c e l l u l e  s e m b l e  ê t r e  s t r u c t u r a l e  ; c e p e n d a n t ,  d e s  

e s p è c e s  d e  P h o s p h a t i d y l  C h o l i n e  s o n t  c o n n u e s  p o u r  m o d u l e r  l ' a c t i v i t é  d e  

c e r t a i n s  enzymes ( J .  B. FIîJEAN - 1 9 7 3  1  e t  ce l i p i d e  p e u t  j o u e r  u n  r ô l e  

d a n s  l a  r é g u l a t i o n  c e l l u l a i r e  (D.E. VANCE e t  P.C. CHOY, 1 9 7 9 1 .  

R a r e s  s o n t  les  t r a v a u x  s u r  les P h o s p h o l i p i d e s  d ' i n v e r t é b r é s ,  a u s s i  

n o u s  a v o n s  b i e n  peu  d ' é l é m e n t s  d e  c o m p a r a i s o n .  

Récemment,  c e p e n d a n t ,  E.N. LAMBREMONT e t  P . F .  DIAL ( 1 9 8 0 1  o n t  

c o m p a r é  les  P h o s p h o l i p i d e s  du c o r p s  g r a s ,  d e s  m u s c l e s  du v o l  e t  d e s  t e s t i c u l ~ s  

d e  A c h e t a  domesticus, e t  o n t  m o n t r é  q u ' i l s  d i f f é r e n t  d a n s  l e u r  c o n s t i t u t i o n  

e n  A . G .  H u i t  A . G .  e x i s t e n t  d a n s  l a  P h o s p h a t i d y l  C h o l i n e  e t  l a  P h o s p h a t i d y l  

E t h a n o l a m i n e  d e s  t e s t i c u l e s ,  m a i s  n ' e x i s t e n t  p a s  d a n s  l es  a u t r e s  t i s s u s .  

D ' a u t r e  p a r t ,  l ' a t t a c h e m e n t  d e s  d e u x  g r o u p e s  d'A.G. s u r  l e  g l y c é r o l  

d é i i n i t  u n e  e s p è c s  d e  m o l é c u l e  d i s t i n c t e  c h i m i q u e m e n t  q u i  p o s s è d e  u n e  f o n c t i o n  

m é t a b o l i q u e  s p é c i f i q u e .  D e s  é t u d e s  a n t é r i e u r e s  s u r  l e s  P.L.  d ' I n s e c t e s  o n t  

m o n t r é  q u e ,  comme c h e z  les Mammifères ,  l es  A . G .  s a t u r é s  p r é d o m i n e n t  h a b i t u e l -  

l e m e n t  e n ' p o s i t i o n  1 e t  les A . G .  p o l y i n s a t u r é s  e n  p o s i t i o n  2 (il.A. MADARIAGA e t  

c o 1 1 . 1 9 7 4 ] L e s  A . G .  m o n o i n s a t u r é s  s e m b l e n t  a u  c o n t r a i r e  d i s t r i b u é s  a u  h a s a r d .  

P o u r  l a  P h o s p h a t i d y l  E t h a n c l a m i n e ,  LAMBREMONT e t  DIAL ( 1 9 8 0 1  o n t  t r o u v é  d e s  

r é s u l t a t s  s e m b l a b l e s  d a n s  l es  t e s t i c u l e s  d ' A c h e t a  d o m e s t i c u s .  

O u t r e  c e t t e  é t u d e  r é c e n t e  s u r  u n  I n s e c t e ,  c i t o n s  d e s  é t u d e s  

e f f e c t u é e s  s u r  d e s  ANNELIDES, m a i s  e l l e s  c o n c e r n e n t  l ' a n i m a l  e n  e n t i e r .  

Chez  Lu.7ibricz.i~ t e r ~ e s t r i s ,  CEREULIS e t  W. TAYLOR ( 1 9 6 9 1  o n t  t r o u v é  

25 % d e  P h o s p h o l i p i d e s .  

Chez E s z n i a  f a e t a u ,  J.Mc LAUGHLIN ( 1 9 7 1 1  n e  t r o u v e  q u e  11  % d e  

F h o s p h a l i p i d e s  d a n s  l ' a n i m a l  e n t i e r .  

L ' é t u d e  d e  J.Nc. LAUGHLIN ( 1 9 7 1  1 s u r  E s e n i a  foetida m o n t r e  a u s s i  

q u e  l es  S p h i n g o l i p i d e s  l e s  p l u s  s i m p l e s  ( C é r a m i d e s ,  C é r é b r o s i d e s ,  S u l f a t i d e s  

e t  S p h i n g o r n y é l i n e l  s o n t  p e u  i m p o r t a n t s  e t  q u e  d a n s  l es  g l y c é r o p h o s p h o l i p i d e s  

l a  P h o s p h a t i d y l  C h o l i n e  p r é d o m i n e  ( i l  y  a  a u s s i  d e s  q u a n t i t é s  p l u s  f a i b l e s  d e  

P h o s p h a t i d y l  E t h a n o l a m i n e  e t  P h o s p h a t i d y l  S é r i n e l .  

L ' a u t e u r  o b s e r v e  a u s s i  q u e  les  f o r m e s  l y s o  d e  PS e t  PE e x i s t e n t ,  

mis  pas  c e l l e  d e  l a  PC. 



Le développement de l'étude des lipoprotéines chez les INSECTES 

ont aussi apporté une meilleure connaissance des Phospholipides de l'hémolymphe. 

Les lipoprotéines de l'homme possèdent une part importante de 

Phospholipides, et il en est de même chez les Insectes. 

Ainsi H. CHINO, S. MURAKAMI et K. HARASHINA 119691 sur le ver à soie 

PhiZosomia 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. (19771 chez le même animal montrent aussi qu'il y 

a moins de Sphingomyéline dans la vitellogénine de l'oeuf que dans celle de 

1' hémolymphe. 

S. IZUMI, S. TOMINO et H. CHINO (19801 chez Bombyx mori observent 

la présence de PC et PE dans la vitelline. 

E.C. MUNDALL et J.H. LAW (19791 travaillant sur Manduca sexta 

comparent le contenu en Phospholipides des vitellines de l'oeuf et de 

l'hémolymphe. Leurs résultats sont reportés dans le tableau suivant : 

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 (19671 ont observé chez le ver à soie Cecropia 

que les PL sont libérés du corps gras vers l'hémolymphe et sont liés à une 

protéine spécifique.de l'hémolymphe qui se déplace plus vite que les autres 

lipoprotéines sur disque d'électrophorèse. De la même façon, H. CHINO et coll. 

(19691 pensent que les deux vitellogénines de l'hémolymphe de PhiZosomia cynthia 

transportent les phospholipides en plus des diglycérides, des tissus (tels que 

le corps gras), vers les sites d'utilisation. 

P C 

P E 

Lyso PE 

Sphingomyéline 

En dehors des Insectes, nous avons aussi une étude effectuée chez 

un CRUSTACE. 

R.F. LEE et D.L. PUPPIONE (19781 observent que 88 % de la lipoprotéine 

majeur du homard Panuzirus in terruptus  sont des phospholipides. 

Chez l'homme, dans l'HOL, on a aussi une quantité importante de 

Phospholipides. 

Vitelline de l'oeuf 

22 

65,8 

9,7 

2 , 5  

100 % 

Vitelline de l'hémolymphe 

22,9 

7 1 

5,6 

O ,  5 

100 % 



Les p r i n c i p a l e s  c l a s s e s  d ' A r t h r o p o d e s ,  e n  i n c l u a n t  l a  c lasse  d e s  

C r u s t a c é s ,  o n t  d i v e r g é  d ' u n  a n c ê t r e  commun il y a e n v i r o n  600 M i l l i o n s  d ' a n n é e s ,  

a u  d é b u t  du C a m b r i e n  ICISNE, 19741 .  A u s s i ,  R .F .  LEE e t  D.L. PUPPIONE (19781 

e s t i m e n t  q u e  l e  p r o c é d é  d e  t r a c s p o r t  d e s  l i p i d e s  d u  s é r u m  p a r  l e  homar?,  

u t i l i s a n t  p r i n c i p a l e m e n t  un p h o s p h o l i p i d e  e n  a s s o c i a t i o n  a v e c  u n e  a p o p r o t é i n e ,  

o n t  é v o l u é  d e  c e  p r e m i e r  a n c ê t r e  d e s  A r t h r o p o d e s .  



L' INCORPORATION DE PRECURSEURS RADIOACTIFS : ESSAI 
......................................... 

1 - ETUDE DE L'INCORPORATION O€ GLYCEROL C I ~  DANS LES FRACTIONS "LIPIDES 

NEUTRES" ET "PHOSPHOLIPIDES" 

a l  E v o l u t i o n  d e  l a  R a d i o a c t i v i t é  d a n s  l e s  l i p i d e s  n e u t r e s  e t  l e s  

p h o s p h o l i p i d e s  d e  c h a q u e  l o t  

b l  L ' i n c o r p o r a t i o n  du  g l y c é r o l  c l 4  d a n s  l e s  l i p i d e s  n e u t r e s  du  

l i q u i d e  coe lo rn ique ,  d e s  coe lo rnocy t e s  e t  d e s  o v o c y t e s  

C I  L ' i n c o r p o r a t i o n  d u  g l y c é r o l  c l 4  d a n s  l e s  p h o s p h o l i p i d e s  du 

l i q u i d e  coe lo rn iqu e ,  d e s  coe lo rnocy t e s  e t  d e s  o v o c y t e s  

d l  C o n c l u s i o n  

II - ETUDE DE L'INCORPORATION DU GLYCEROL c l 4  DANS LE5 GLYCERIDES 

III - EXPERIENCE DE MISE EN CULTURE D'OVOCYTES EN PRESENCE DE COELOMOCYTES 

CONTENANT DES GLYCERTDES MARQUES 

I V  - EXPERIENCE DE MISE EN CULTURE D'OVOCYTES EN PRESENCE DE GLYCEROL c l 4  - 

V - ESSAI D'IDENTIFICATION DES MOLECULES PORTEUSES DES GLYCERIDES MARQUES 

1' - F r a c t i o n n e m e n t  s u r  Sephadex  G 25 SF 

2' - E t u d e  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  du p i c  1 

3' - E t u d e  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  du p i c  B 
1 

a l  C h r o m a t o g r a p h i e  s u r  c o u c h e  mince  d e s  l i p i d e s  du  p i c  B 
2 

du l i q u i d e  c o e l o m i q u e  

b l  P a s s a g e  du p i c  BI du l i q u i d e  coe lo rn ique  s u r  c o l o n n e  P2 

V I  - ETUDE DE L'INCORPORATION DE L'ACETATE I 4 c  

I o  - E v o l u t i o n  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  d a n s  l e s  p h a s e s  a q u e u s e s  e t  

c h l o r o f o r r n i q u e s  

2O - E v o l u t i o n  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  d a n s  les d i f f é r e n t e s  c l a s s e s  

d e  l i p i d e s  n e u t r e s  

a l  Les  MG + D G  

b l  Les  s t é r o l s  

c l  Les AGL 

d l  Les TG 

3' - La B i o s y n t h è s e  d e s  S t é r o l s  c h e z  les  i n v e r t é v r é s .  



L' INCORPORATION DE PRECURSEURS RADIOACTI FS : ESSAI 
........................................... 

................................................................. 
P a r  i n j e c t i o n  d e  p r é c u r s e u r s  r a d i o a c t i f s .  nous  avons  a u s s i  t e n t é  

une é t u d e  dynamique du m é t a b o l i s m e  c h e z  nos  v e r s .  

I - ETUDE OE L'INCORPORATION DE GLYCEROL c l 4  DANS LES FRACTIONS "LIPIDES 

NEUTRES" ET "PHOSPHOLIPIDES". 

Nos v e r s  s o n t  r é p a r t i s  e n  3  l o t s .  Après  i n j e c t i o n  du g l y c é r o l  C 1 4  

nous l e s  p o n c t i o n n o n s  d a n s  2  h e u r e s  p o u r  l e  l e r  l o t ,  1 4  h e u r e s  p o u r  l e  2ème 

e t  48 h e u r e s  p o u r  l e  3ème. 

Pour  chaque  l o t ,  l e  m i l i e u  i n t é r i e u r  s e r a  donc  p r é l e v é  e t  f r a c t i o n n é  

en s e s  t r o i s  c o n s t i t u a n t s  : l i q u i d e  coe lorn ique ,  c o e l o m o c y t e s .  o v o c y t e s .  

P o u r  chacune  d e  c e s  f r a c t i o n s ,  on e x t r a i t  l e s  l i p i d e s  t o t a u x  que  

l ' o n  s é p a r e  en  l i p i d e s  n e u t r e s  e t  en  p h o s p h o l i p i d e s .  

Après  s é c h a g e ,  l i p i d e s  n e u t r e s  e t  p h o s p h o l i p i d e s  s o n t  r e d i s s o u t s  

d a n s  l e  même volume d e  s o l v a n t  ( 2  m l ] ,  d o n t  on p r é l è v e  un a l i q u o t e  d e  2  m l  

pou r  comptage  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é .  

Tab leau  FI : R é s u l t a t s  d e s  comptages  ( e n  cpml a p r è s  e x t r a c t i o n  d e s  l i p i d e s  

n e u t r e s  ( L N )  e t  d e s  p h o s p h o l i p i d e s  (PLI c h e z  d e s  animaux a y a n t  
1 4  

s u b i  l ' i n j e c t i o n  d e  g l y c é r o l  C d a n s  l a  c a v i t é  coe lomique .  

Lot  2  H LN L  C 
c 
O 

PL LC 
C 
O 

Lot  1 4  H LN LC 
C 
O 

PL LC 
C 
O 

Lot  48 H LN L  C 
C 
O 

PL L  C 
C 
O 

r . 
P o u r c e n t a g e  d e  

CPrn R a d i o a c t i v i t é  
p o u r  chaque  l o t  

i52 } 700 : : ,5  1 8 0 ~ 5 %  
194  20  

7 8  8  
3 4  1 8 8  3 .5  q9 .3  2 
76 1 7.8 

:: 156  ::: } 80.3  % 
132  6 8 

2  1  
1 6  38 8 , Z  1 9 , s  % 
20 j 1 0 , 3  

::a ] ,372  1 :  62.2 % 
406 1 8 , 4  

4:: 828  1  ] 3 7 , 6  % 
374 1 7  i 



A partir du tableau prGcedent, nous pouvons faire pltisieurs 

observations : 

a] Evolution de la Radioactivité dans les lipides neutres et les phospholipidus 

de chaque lot. 

2 heures après l'injection, 80 % de la radioactivité se retrouve 

dans les lipides neutres, principalement dans la fraction coelornocytaire. 

14 heures après l'injection, l'importance de la radioactivité dans les lipides 

neutres n'a pas variée. Cependant, ce sont les ovocytes qui ont concentré le 

glyçérol - I 4c -  
Dans le lot 48 H, on observe une diminution de la radioactivité 

dans les lipides neutres, au profit des phospholipides. Mais ce sont les lipides 

neutres de coelomocyteç qui concentrent le plus fort taux de radioactivité. 

Il nous a semblé intéressant de reporter les résultats de ce tableau 

sur plusieurs graphes, pour chaque temps d'incorporation : 

~ i ~ u r e  F1 = Evolution de la radioactivité dans les lipides neutres et les -- 
phospholipides. 

Dans les lots 2 H et 14 H, il y a peu d'incorporation de glycÉi-oi C 1 4  

dans les Phospholipides, et les taux d'incorporation restent stables. A 48 1, 

accentuation de l'incorporation au niveau des phospholipides. 

14  
Figure F2 = L'incorporation au glycérol C dans les lipides neutres du 

liquide coelomiquo, des coelomoeytes et des ovoc~~leç. 

Notons tout d'abord que notre technique de fractionnemcnt du milieu 

intérieur de P. cultrifera, laisse subsister une grande partie du précurssl~r 

non consommé par le métabolisme de nos vers, dans le liquide coelomique. Cr? 

remarque cependank dans Pe lot 2 H, que c'est dans les coelonccy~cs que i a  

radioactivité est la plus importante. Ils semblent rapidement inc3rpore:- 13 

précurseur. 

A 14 H, on observe un important pic de Rzdioactivité pour les 

lipides neutres d'ovocytes. Peut-être prélevent-ils rapidement le précurroL:r 

directement dans le liquide coeiomique ? Le taux de radioactivit6 rst ec of? 2 

à 14 1-1 faible dans le liquide coelomique. Les coelcriiocytes, où le taux d g  

radioectivité est 12 aussi faiblr, pourraient aussi liberer une  ?artie 6~ Iv-r  

radioactivit6, ce glycérol étant alors c 2 p t 5  par 1 ~ s  ovccytes. 
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Enfin, à 48 H, c'est dans les coelomocytes que l'on trouve le plus 

fort taux de radioactivité. 

A partir de ces observationssur l'évolution de la radioactivité 

dans les lipides neutres, on peut faire deux hypothèses : 
14 

1 - les ovocytes pourraient incorporer rapidement le glycérol C , 

en le prélevant directement dans le liquide coelomique où il se trouve après 

son injection. 

2 - les coelomocytes, au bout de 2 jours d'incubation, incorporeraient 
1 4  

activement le glycérol C . 

14 
cl Figure F3 = L'incorporation du glycerol C dans les phospholipides du 

liquide coelomique, des coelomocytes et des ovocytes. 

Dans les phospholipides du liquide coelomique, à 2 H, on observe 

un assez fort taux de radioactivité. mais il s'agit en grande partie sans 

doute du précurseur qui contamine notre fraction phospholipidique. 

Ensuite, dans le liquide coelomique, le taux de phospholipides 

reste faible, avec une très légère hausse entre 14 H et 48 H. 

Dans les coelomocytes et les ovocytes, de 2 H à 48 H, il y a par 

contre une hausse régulière et importante des phospholipides. L'augmentation 

du taux de phospholipides dans les coelornocytes se fait de façon un peu plus 

rapide que dans les ovocytes. 

dl Conclusion 
14 

Le glycérol C est donc après une demi-journée rapidement incorporé 

dans les ovocytes où il doit se trouver sous forme de glycérides. 

Les coelomocytes l'incorporent ensuite plus tardivement. Il serait 

intéressant de refaire cette manipulation avec des temps d'incorporation 

beaucoup plus longs. 

Coelomocytes et ovocytes incorporent le glycérol de façon active 

dans leurs phospholipides. Cette intégration du glycérol marqué dans les 

molécules de phospholipides se fait de façon relativement lente et régulière. 



II - ETUDE OE L'INCORPORATION DU GLYCEROL c l 4  DANS LES GLYCERIDES. 

Après s é p a r a t i o n  d e s  d i f f é r e n t s  l i p i d e s  n e u t r e s  s u r  couche  mince ,  

nous  avons  a u s s i  é t u d i é  l ' i n c o r p o r a t i o n  du g l y c é r o l  d a n s  l e s  g l y c é r i d e s .  Les  

g l y c é r i d e s ,  une f o i s  s é p a r é s  e t  l o c a l i s é s  s u r  l a  couche  mince .  s o n t  g r a t t é s  

e t  é l u é s  du g e l  d e  s i l i c e .  Le s o l v a n t  c o n t e n a n t  c e s  g l y c é r i d e s  e s t  a l o r s  

p r é l e v é ,  s é c h é  e t  ramené au même volume d e  1  m l .  Un a l i q u o t e  d e  50 p l  e s t  

mis e n  p r é s e n c e  d e  l i q u i d e  s c i n t i l l a n t ,  pou r  comptage d e  l a  r a d i o a c t i v i t é .  

Nos r é s u l t a t s  s o n t  e x p o s é s  d a n s  l e  t a b l e a u  s u i v a n t  ( T a b l e a u  F21. 

Les mono e t  d i g l y c é r i d e s  o n t  é t é  j o i n t s  au d é p ô t  ( q u i  c o n t i e n t  donc  

une f r a c t i o n  n o t a b l e  d e  p r é c u r s e u r l .  

P u i s q u e  l e  g l y c é r o l  c l 4  s e  r e t r o u v e  c h e z  nos  animaux s o u s  forme l i b r e  

= p r é c u r s e u r  non consommé p a r  l e  m é t a b o l i s m e  d e  nos v e r s l ,  ou s o u s  forme d e  

g l y c é r i d e s  (mono-, d i -  ou t r i g l y c é r i d e s ) ,  l a  s é p a r a t i o n  s u r  couche  mince  va  

nous  p e r m e t t r e  d e  q u a n t i f i e r  l ' i m p o r t a n c e  d e  l ' i n c o r p o r a t i o n  du g l y c é r o l  d a n s  

l e s  TG. 

T a b l e a u  F2 : R é s u l t a t s  d e s  comptages  d e s  g l y c é r i d e s  a p r è s  s é p a r a t i o n  s u r  

c o u c h e  mince.  

P o u r c e n t a g e  d e  r a d i o a c t i v i t é  
o o u r  chacue  temps d ' i n c o r p o r a t i o n  

Lot  2 H  

Lo t  1 4  H 

Lo t  48 H 

1 7 , 6  

cpm 

292 
5  8  

122  
O 

3 2  
108  

1 6  
O 

2  8  
O 

420 
2  5 

7 8  
468 

7  6  

Dépôt  
+ MG L C 
+ DG 

C 
O 

TG L C 
C 
O 

Dépô t  
+ MG L C 
+ DG C 

O - 
TG LC 

C 
O 

Dépôt  
+ MG L C 
+ D G  

O 

LC C O 

1 0 0  
6 4 , 5  

5  3  
O 

3 5 , 5  
4  7  

1 0 0  
O 

5 2 , 8  
O 

100  
4 7 , 2  

1 0 0  
8 2 , 4  

2 9 



F i g u r ~  F 4 : a l  E v o l u t i o n  de  l a  r a d i o a c t i v i t é  dans  l e s  TG d e s  coelomocy:cc 

e t  d e s  o v o c y t e s  ( d a n s  l e s  TG du l i q u i d e  coelornique,  i l  

n ' y  a  j amais  de  r a d i o a c t i v i t é ) .  

b) E v o l u t i o n  de  l a  r a d i o a c t i v i t é  dans  l e s  MG + D G  du l i q u i d e  

coelomique,  d e s  coe lomocytes  e t  d e s  ovocy tes .  



Les r é s u l t a t s  d e  c e  t a b l e a u  s o n t  m i s  en  é v i d e n c e  p a r  les f i g u r e s  

F4 e t  F5. On o b s e r v e  a i n s i  que  : 

. d a n s  l e  liquide coeZomique, t o u s  les l i p i d e s  n e u t r e s  s e  r e t r o u v e n t ,  

q u e l  que  s o i t  l e  temps d ' i n c o r p o r a t i o n  s o u s  fo rme  d e  MG ou d e  DG ( m a i s  i l  s ' a g i t  

a u s s i  en  g r a n d e  p a r t i e  du p r é c u r s e u r l .  J u s q u e  48 H d ' i n c o r p o r a t i o n ,  on n ' a  

j a m a i s  d e  r a d i o a c t i v i t é  d a n s  l e s  TG du L i q u i d e  Coelomique .  

. Après  2 H d ' i n c o r p o r a t i o n ,  on t r o u v e  r a p i d e m e n t  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  

d a n s  l e s  Mono- e t  D i g l y c é r i d e s  d e s  CoeZomocytes. Cependan t ,  à 1 4  H, c e s  2 t y p e s  

d e  g l y c é r i d e s  n ' e x i s t e n t  p l u s  e t  s o n t  r e m p l a c é s  p a r  d e s  T r i g l y c é r i d e s .  Après 

48 H d ' i n c o r p o r a t i o n ,  c e  s o n t  l e s  Mono- e t  D i g l y c é r i d e s  q u i  dominent  à nouveau 

d a n s  l e s  Coelomocytes .  

Tout  s e  p a s s e  comme s i  d a n s  l e s  c o e l o m o c y t e s ,  on a v a i t  une  i n c o r p o r a t i o n  a c t i v e  

du g l y c é r o l -  c l 4  q u i  s e r a i t  r a p i d e m e n t  t r a n s f o r m é  s o u s  forme d e  Mono- e t  D ig ly -  

c é r i d e s .  Cependan t ,  c e t t e  forme s e r a i t  p a s s a g è r e  : à 1 4  H ,  c e s  g l y c é r i d e s  se 

p r é s e n t e n t  t o u s  s o u s  forme d e  t r i g l y c é r i d e s ,  q u i  est  l a  f o r m e  d e  s t o c k a g e  

h a b i t u e l l e  d e s  c e l l u l e s  a n i m a l e s .  E n f i n ,  c e s  t r i g l y c é r i d e s  s e r a i e n t  eux-mêmes 

p r o g r e s s i v e m e n t  d é t r u i t s  p o u r  ê t r e  t r a n s f o r m é s  en  Mono ou O i g l y c é r i d e s .  

. Dans les  ovocytes, l e  phénomène est d i f f é r e n t  : à 2 H e t  à 1 4  H ,  

l e s  t a u x  d e  MG + DG d ' u n e  p a r t ,  e t  ceux  d e  TG d ' a u t r e  p a r t  s o n t  s e m b l a b l e s  ( l es  

p r e m i e r s  é t a n t  c e p e n d a n t  l é g è r e m e n t  p l u s  i m p o r t a n t s  que  l e s  s e c o n d s ] .  

E n s u i t e ,  on a s s i s t e  d a n s  l e s  o v o c y t e s  à une d i m i n u t i o n  d e s  MG + DG e t  à une 

a u g m e n t a t i o n  en  TG, l a  forme h a b i t u e l l e  d e  r é s e r v e .  

On p e u t  s u p p o s e r  q u e  MG + D G  s o n t  t r a n s f o r m é s  en  TG p a r  l e  m é t a b o l i s m e  p r o p r e  

à l ' o v o c y t e .  On p e u t  a u s s i  o b s e r v e r  q u e ,  e n t r e  1 4  H e t  48  H ,  l e s  phénomènes 

q u i  s e  p r o d u i s e n t  d a n s  o v o c y t e s  e t  coe lornocytes  s ' i n v e r s e n t .  

Remarquons q u e  n o s  temps d ' i n c u b a t i o n  s o n t  c o u r t s .  I l  s e r a i t  s o u h a i t a b l e  de  

t r a v a i l l e r  a v e c  d e s  temps p l u s  l o n g s .  

D ' a p r è s  les o b s e r v a t i o n s  p r é c é d e n t e s .  on p e u t  i m a g i n e r  deux p r o c e s s u s  

p e r m e t t a n t  aux  g l y c é r i d e s  d ' i n t e r v e n i r  d a n s  l a  m a t u r a t i o n  d e s  o v o c y t e s .  

l e r  p r o c e s s u s  : l ' o v o c y t e  p u i s e  l e  g l y c é r o l  d i r e c t e m e n t  d a n s  l e  m i l i e u  a m b i a n t ,  

son  m é t a b o l i s m e  p r o p r e  l e  t r a n s f o r m a n t  en  M G ,  D G ,  p u i s  TG. 

2ème p r o c e s s u s  : l e s  c o e l o m o c y t e s  m é t a h o l i s e n t  c e r t a i n e s  s u b s t a n c e s  q u ' e l l e s  

v o n t  d o n n e r ,  v i a  l e  l i q u i d e  c o e l o m i q u e ,  aux o v o c y t e s  e n  v o i e  d e  m a t u r a t i o n .  
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Essayons de vérifier ces 2 hypothèses, sachant qu'elles peuvent 

très bien coexister : les ovocytes pouvant d'une part synthétiser des molécules 

complexes à partir d'éléments simples (ce qui a en effet déjà 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 éléocytesl. 

Cette dernière voie. si elle est soupçonnée depuis longtemps, n'a 

jamais été prouvée de façon certaine. 

III - EXPERIENCE DE MISE EN CULTURE D'OVOCYTES EN PRESENCE DE COELOMOCYTES 

CONTENANT OES GLYCERIDES MARQUES. 

14 
1'1 5 animaux sont injectés avec chaque fois 10 pl de glycérol C . .  
Après 3 heures, ces animaux sont sacrifiés. 

Leur milieu intérieur est ponctionné et fractionné en liquide coelomique, 

coelomocytes et ovocytes. 

2'1 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 liquide coelomique et les ovocytes. 

Ces ovocytes sont déposés dans une salière avec un milieu de culture ainsi 

constitué : 0,6 ml de liquide coelomique + 1,2 ml d'eau de mer filtrée et - 
stérile. 

3'1 Les coelomocytes marqués, provenant de la première manipulation, sont mis 

dans la salière contenant le milieu de culture tel qu'il a été 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 après mise en culture 

d'ovocytes froids en présence de coelomocytes ponctionnés 3 H 

après l'injection de glycérol I4c. 

Dépôt 

MG + DG 

TG 

Milieu de culture 
cpm % 

5 6 89,6 

5,s 8,8 

1 1,6 

Coelomocytes 
cpm % 

152 61,s 

16 4,9 

8 3 3 3 , 6  

Ovocytes 
cpm % 

158,5 40,7 

60 15,6 

171 43,9 



Planche 3 : 

EXPERIENCE DE MISE EN CULTURE D'OVOCYTES 

EN PRESENCE DE CELOMOCYTES CONTENAN 7 

DES GLYCÉRIDES MARQUÈS AU I4c 

5 animaux sont injectés 

avec du gl ycérol - 7 4 ~  

l Temps d'incubation : 317. 

Liquide CeIomique' celomocytes* 0voc y tes* 

f--- milieu. de culture constitué de : 

74 L-C! et 2/3 eau de mer 

Ovocytesf. 

Celomoc ytes . 

(incubation : 72 h. à 73 OC) 

* éléments marqués 

f ruids 



Dans l e  d é p ô t ,  l a  r a d i o a c t i v i t é  e s t  due  à l a  p r é s e n c e  d e  
.I 4 

p h o s p h o l i p i d e s  e t  d e  g l y c é r o l  C à l ' é t a t  l i b r e .  En e f fe t ,  on a pu o b s e r v é  

que  d e s  o v o c y t e s  m i s  en  p r é s e n c e  d ' u n e  c o n c e n t r a t i o n  é l e v é e  en  g l y c é r o l ,  

l ' i n c o r p o r e n t  immédia tement  en  g r a n d e  q u a n t i t é ,  l e s  c e l l u l e s  a p p a r a i s s a n t  

a l o r s  g o n f l é e s .  

Les r é s u l t a t s  e x p o s é s  c i - d e s s u s  m o n t r e n t  q u e ,  d a n s  l e  m i l i e u  de 

cu l tu re ,  l e s  MG + DG s o n t  l e s  s e u l s  g l y c é r i d e s  à ê t r e  marqués  d e  f a ç o n  

s e n s i b l e ,  les T G  n e  l ' é t a n t  p r a t i q u e m e n t  p a s .  Ces q u e l q u e s  TG marqués  p e u v e n t  

d ' a i l l e u r s  ne  v e n i r  q u e  d e  l a  d e s t r u c t i o n  d e  c o e l o m o c y t e s ,  q u i  l i b è r e n t  a l o r s  

l e u r  c o n t e n u .  

Les c o e l o m o c y t e s ,  comme l e s  o v o c y t e s ,  c o n t i e n n e n t  en  e f f e t  à l a  f o i s  

d e s  MG + DG e t  d e s  TG r a d i o a c t i f s ,  a v e c  une p rédominance  t r è s  n e t t e  d e  l a  

r a d i o a c t i v i t é  d a n s  l e s  TG. On a v a i t  d é j à  o b s e r v é  un phénomène s e m b l a b l e  : 

a p r è s  1 4  H ,  l a  r a d i o a c t i v i t é  d e s  TG é t a i t  a u s s i  p l u s  i m p o r t a n t e  que  c e l l e  d e s  

D G ,  t o u t  au moins d a n s  l e s  é l é m e n t s  f i g u r é s .  I l  y  a u r a i t  d o n c . b i e n  t r a n s f o r -  

ma t ion  d e s  DG en  TG p a r  l e  mé tabo l i sme  d e s  é l é o c y t e s  e t  d e s  o v o c y t e s .  

A u t r e  e x p é r i e n c e  : d e s  animaux q u i  o n t  s u b i  l ' i n j e c t i o n  d e  

g l y c é r o l  c l 4  s o n t  s a c r i f i é s ,  comme précédemment ( c ' e s t - à - d i r e  a p r è s  3 H l .  

Mais i c i ,  l e u r s  c o e l o m o c y t e s  marqués  s o n t  i n j e c t é s  à d e s  v e r s  p o s s é d a n t  d e s  

gamè te s  de  même d i a m è t r e  o v o c y t a i r e .  Ils s o n t  laissés a i n s i  24  H ( t emps  

d ' i n c u b a t i o n  s e m b l a b l e  à l a  c u l t u r e  p r é c é d e n t e ) ,  

Les d o s e s  d e  r a d i o a c t i v i t é  s o n t  f a i b l e s  e t  les r é s u l t a t s  ne  s o n t  

donc  p a s  n e t s .  

Néanmoins, on o b s e r v e  : 

P o u r  l e  l i q u i d e  coe lomique  : Dépôt * x 

D G  - 

TG x 

Pour  l e s  coe lomocy te s  : Dépôt  - 
D G  x 

TG x 

: Dépôt - 
DG x x 

TG x * 
( l e s  é t o i l e s  i n d i q u e n t  une r a d i o a c t i v i t é  p l u s  ou moins i n t e n s e ) .  

P o u r  l e s  o v o c y t e s  



Dans l e  liquide coelomique, on o b s e r v e  l a  p r é s e n c e  d e  r a d i o a c t i v i t é  

d a n s  l e s  TG : c e t t e  r a d i o a c t i v i t é  p o u r r a i t  s ' e x p l i q u e r ,  p a r t i e l l e m e n t  ou 

t o t a l e m e n t ,  p a r  l a  d e s t r u c t i o n  d e  c o e l o m o c y t e s ,  c e u x - c i  l i b é r a n t  l e s  TG 

marqués q u ' i l s  r e n f e r m e n t .  

Dans l e  l i q u i d e  coe lomique ,  l e s  DG ne  s o n t  c e p e n d a n t  p a s  marqués  : 

nous  t r a v a i l l o n s  en  e f f e t  s u r  d e s  q u a n t i t é s  s i  f a i b l e s  d e  m a t é r i e l  que l a  

p r é s e n c e  d e  r a d i o a c t i v i t é  d a n s  l e s  D G  p e u t  t r è s  b i e n  n e  p a s  ê t r e  d é c e l é e .  

D ' a u t r e  p a r t ,  l e s  DG r a d i o a c t i f s  du l i q u i d e  coe lomique  o n t  t r è s  b i e n  pu ê t r e  

t o u s  p r é l e v é s  p a r  l e s  o v o c y t e s .  

Pour  l e s  coeZornocytes e t  l e s  ovocytes : r a d i o a c t i v i t é  à l a  f o i s  

d a n s  DG e t  TG. C e t t e  o b s e r v a t i o n  e s t  i n t é r e s s a n t e ,  p u i s q u e  c e  s o n t  un iquement  

d e s  coe lomocy te s  c o n t e n a n t  d e s  g l y c é r i d e s  marqués q u i  s e  s o n t  r e t r o u v é s  d a n s  

l ' e n v i r o n n e m e n t  d e  nos  o v o c y t e s .  

Cependant ,  on n e  p e u t  c o n c l u r e  d e  f a ç o n  d é f i n i t i v e  s u r  une t e l l e  

e x p é r i e n c e ,  p u i s q u e  l e s  c o e l o m o c y t e s  m o r t s  peuven t  a v o i r  l i b é r é  d a n s  l e  

m i l i e u  ambian t  d e s  DG e t  d e s  T G  marqués ,  pouvant  ê t r e  e n s u i t e  p r é l e v é s  

p a r  l e s  o v o c y t e s  s a n s  que c e l a  i m p l i q u e  un t r a n s p o r t  a c t i f  p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  

d e  l i p o p r o t é i n e s .  

I V  - EXPERIENCE DE MISE EN CULTURE D'OVOCYTES EN PRESENCE OE GLYCEROL c l 4  

Un m i l i e u  d e  c u l t u r e  e s t  c o n s t i t u é  comme précédemment : deux 

animaux ( d i a m è t r e  o v o c y t a i r e  = 1 3 0  p l  s o n t  s a c r i f i é s .  On l e u r  p r é l è v e  l e  

m i l i e u  i n t é r i e u r .  Les o v o c y t e s  s o n t  d é p o s é s  d a n s  une  s a l i è r e ,  a v e c  un 

m i l i e u  d e  c u l t u r e  dépourvu  d e  c o e l o m o c y t e s  e t  ne  c o n t e n a n t  q u e  du l i q u i d e  

coe lomique  d i l u é  d a n s  un peu d ' e a u  d e  mer. Le t o u t  e s t  l a i s s é  1 2  H a 13OC. 

E n s u i t e ,  on p r é l è v e  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  l e s  o v o c y t e s ,  d o n t  on 

e x t r a i t  l e s  l i p i d e s  t o t a u x .  

Ces l i p i d e s  s o n t  d é p o s é s  s u r  couche  mince  e t  on s é p a r e  les l i p i d e s  

n e u t r e s .  

Le g e l  d e  s i l i c e  c o r r e s p o n d a n t  au d é p ô t ,  aux  MG + D G ,  e t  aux T G ,  

e s t  chaque  f o i s  e x t r a i t  d e s  l i p i d e s  q u ' i l  c o n t i e n t .  Après  p r é l è v e m e n t  d ' u n  

a l i q u o t e  d e  50 111 e t  comptage,  on o b s e r v e  que  1 2  H a p r è s  l a  m i s e  en  c u l t u r e ,  

85 % d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  se r e t r o u v e  d a n s  l e s  TG d e s  o v o c y t e s ,  5 O d a n s  l e s  

MG + D G  e t  l e s  1 0  % r e s t a n t  s e  r e t r o u v e n t  au d é p ô t  ( c ' e s t - à - d i r e  d a n s  les 

P h o s p h o l i p i d e s ,  c o n t a m i n é s  s a n s  d o u t e  p a r  un peu d e  p r é c u r s e u r l .  

C e t t e  e x p é r i e n c e  c o n f i r m e  l ' h y p o t h è s e  précédemment f o r m u l é e  : l e s  
1 4  

o v o c y t e s  i n c o r p o r e n t  donc  r a p i d e m e n t  l e  g l y c é r o l  C . C e l u i - c i  e s t  d ' a u t r e  

p a r t  t rès  v i t e  m é t a b o l i s é  s o u s  fo rme  d e  T r i g l y c é r i d e s .  



V - ESSAI D'IDENTIFICATION DES MOLECULES PORTEUSES DES GLYCERIDES MARQUES 

1') F r a c t i o n n e m e n t  s u r  Séphadex G 25  SF ( F i g u r e  F61 

Deux animaux ( d i a m è t r e  o v o c y t a i r e  : 145-155 p l  s o n t  i n j e c t é s  de  

g l y c é r o l  c l4 .  I l s  s o n t  s a c r i f i é s  24  h e u r e s  a p r è s .  e t  l e u r  m i l i e u  i n t é r i e u r  

e s t  s é p a r é  en  s e s  t r o i s  c o n s t i t u a n t s .  

Le l i q u i d e  coe lomique  e t  les e x t r a i t s  d e  c o e l o m o c y t e s  e t  d ' o v o c y t e s  

s o n t  a l o r s  f r a c t i o n n é s  s u r  c o l o n n e  d e  s éphadex  G 25 s u p e r f i n e .  C e t t e  t e c h n i q u e  

d e  f r a c t i o n n e m e n t  e t  ses c o n d i t i o n s  d ' u t i l i s a t i o n  s o n t  l e s  mêmes q u e  c e l l e s  

employées  d a n s  n o t r e  DEA p o u r  l ' i s o l e m e n t  d e s  mac romolécu le s  ( p a g e s  16  e t  

s u i v a n t e s  du  OEAI. 

A p r è s  f r a c t i o n n e m e n t  à l ' é l u g r a p h e ,  un a l i q u o t e  d e  chaque  t u b e  

e s t  p a s s é  au  compteu r  à r a d i o a c t i v i t é .  

On o b s e r v e  q u e  pour  t o u s  nos  p a s s a g e s ,  q u e l q u e  s o i t  l ' e x t r a i t  

p a s s é  s u r  s é p h a d e x ,  on o b t i e n t  t o u j o u r s  un pic de radioactivitb dans le 

pic I et un pic de radioactivité dans le pic B 1' 
Même en  p o u r s u i v a n t  l ' é l u t i o n  d e  n o t r e  c o l o n n e ,  on n e  t r o u v e  p a s  

d e  p i c  d e  r a d i o a c t i v i t é  c o r r e s p o n d a n t  au  p r é c u r s e u r  non consommé p a r  l e  

mé tabo l i sme .  O r ,  24  h e u r e s  d e  temps d ' i n c o r p o r a t i o n  e s t  un temps  r e l a t i v e m e n t  

c o u r t  c h e z  l e s  A n n é l i d e s  : l e u r  m é t a b o l i s m e  n ' a  s a n s  d o u t e  p a s  consommé t o u t  

l e  g l y c é r o l  i n j e c t é .  

2'1 E tude  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  du o i c  1 

Après  e x t r a c t i o n  d e s  l i p i d e s  t o t a u x ,  nous s é p a r o n s  p h o s p h o l i p i d e s  

e t  l i p i d e s  n e u t r e s  du p i c  1. 

Après  p a s s a g e  au compteur  d ' u n  a l i q u o t e ,  en  p r é s e n c e  d e  l i q u i d e  

s c i n t i l l a n t ,  on o b s e r v e  c e c i  : 

. d a n s  l e  liquide coeZomique : s e u l e m e n t  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  ( p e u  i m p o r t a n t e 1  

d a n s  l e s  l i p i d e s  n e u t r e s .  

. d a n s  l e s  coelomocytes : d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  d a n s  l e s  l i p i d e s  n e u t r e s  e t  

d a n s  l e s  p h o s p h o l i p i d e s  (ma i s  s u r t o u t  d a n s  l e s  l i p i d e s  n e u t r e s l .  

. d a n s  l e s  ovocytes : même c h o s e  q u e  p o u r  l e s  coe lomocy te s .  

Les l i p i d e s  n e u t r e s  o n t  a u s s i  é t é  p a s s é s  s u r  couche  mince  d e  g e l  

d e  s i l i c e  G a f i n  d ' e n  i s o l e r  l e s  d i f f é r e n t e s  c l a s s e s .  

Dans l e s  g l y c é r i d e s  du p i c  1, on o b s e r v e  : 

. d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  (peu  i m p o r t a n t e 1  d a n s  MG + DG du liquide coelomique. 

. pour  l e s  coelomocytes : d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  d a n s  MG + D G  e t  d a n s  TG (ma i s  

s u r t o u t  d a n s  MG + D G ] .  

. p o u r  l e s  ovocytes : d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  d a n s  les MG + DG e t  d a n s  l e s  TG. 



F i g u r e  F 6 : - a  : Graphe obtenu a p r è s  p a s s a g e  sur Séphadex G25 s u p e r f i n e  du 

du  l i q u i d e  coelomique.  

. 

-b : Graphe obtenu a p r è s  p a s s a g e  sur Séphadex G25 s u p e r f i n a  d ' e x -  

t r a i t  d e  coelornocytes.  

Les courbes  de  r a d i o a c t i v i t é  o b t e n u e s  a p r & s  fractioni: :asnt  

s o n t  i n d i q u é e s  e n  p o i n t i l l é s .  



O vo. 

F i g u r e  F 6 : -c : Graphe  o b t e n u  a p r è s  p a s s a g e  s u r  Séphadex  G25 s u p e r f i n e  d ' e x -  

t r a i t  d ' o v o c y t e s .  

Les c o u r b e s  d e  r a d i o a c t i v i t é  o b t e n u e s  a p r è s  f r a c t i o n n v m e n t  

s o n t  i n d i q u é e s  en  p o i n t i l l é s .  



On p e u t  s u p p o s e r  que  l a  r a d i o a c t i v i t é  d e s  P i c s  B o b t e n u s  s u r  
1 

Séphadex  G 25  SF,  est  e n  p a r t i e  ( ou  t o t a l e m e n t )  d u e  a u  p r é c u r s e u r .  A u s s i  

avons -nous  r e c h e r c h é  l a  n a t u r e  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  du P i c  B 
1 ' 

3 O I  E t u d e  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  du P i c  B 1  

a l  C h r o m a t o g r a p h i e  s u r  couche  m i n c e  d e s  l i p i d e s  du P i c  B2-du -------- ............................................ --- 
l i q u i d e  c o e l o m i g u e .  --------------- -- 

N o t r e  é t u d e  s 'es t  f a i t e  s u r  l e  P i c  B d u  l i q u i d e  c o e l o m i q u e .  
1 

P u i s q u e  l e  P i c  d e  r a d i o a c t i v i t é  c o r r e s p o n d a n t  à B c o n t a m i n e  l e  P i c  B2, 
1 

n o u s  avons  e x t r a i t  les  l i p i d e s  d e  B2 a f i n  d e  les é t u d i e r  s u r  c o u c h e  mince .  

N o t r e  é t u d e  r é v è l e  q u e  : 

- 99 % d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  d e  B2 ( c o n t a m i n é  p a r  B 1 est  d a n s  l e  d é p ô t .  
1  

- 1  % s e  r e t r o u v e  d a n s  d e s  MG + DG 

- I l  n ' y  a  p a s  d e  r a d i o a c t i v i t é  d a n s  l e s  TG. 

bl P a s s a g e  ----- - - - - - - - - - - A - - - - - -  du P i c  B du l i q u i d e  ------------ c o e l o m i q u e  ---------------- s u r  c o l o n n e  P2 

( F i g u r e  F 7 )  --- ------- 

Nous a v o n s  i c i  c h e r c h é  à f r a c t i o n n e r  l e  P i c  B : s i  l a  
1 

r a d i o a c t i v i t é  c o r r e s p o n d a n t  à ce p i c  es t  e n  p a r t i e  ou t o t a l e m e n t  d u e  a u  

p r é c u r s e u r ,  un f r a c t i o n n e m e n t  s u r  un a u t r e  t y p e  d e  c o l o n n e  p e r m e t t r a  

p e u t - ê t r e  d ' i s o l e r  l a  r a d i o a c t i v i t é  c o r r e s p o n d a n t  au g l y c é r o l  c l 4  i n j e c t é .  

Le p a s s a g e  s u r  c o l o n n e  P  nous  donne  2 p i c s  d e  r a d i o a c t i v i t é  2 
(a  e t  B I  q u i  se  c h e v a u c h e n t .  

On e x t r a i t  les  l i p i d e s  t o t a u x  d e  a e t  d e  B a v e c  l e  c h l o r o f o r m e  

/Méthanol  ( 2  : I I ,  p u i s  on f a i t  un d é p h a s a g e  : a i n s i  l e  p r é c u r s e u r  d o i t  

se  r e t r o u v e r  d a n s  l a  p h a s e  a q u e u s e  e t  les g l y c é r i d e s  d a n s  l a  p h a s e  

c h l o r o f o r m i q u e .  

Chaque f o i s ,  on o b t i e n t  une  r a d i o a c t i v i t é  i m p o r t a n t e  d a n s  l e s  

p h a s e s  a q u e u s e s  ( i l  s ' a g i t  donc  du p r é c u r s e u r l .  Mais ,  p r i n c i p a l e m e n t  p o u r  

l e  p i c  a d e  r a d i o a c t i v i t é ,  il y  a  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  d a n s  l a  p h a s e  

c h l o r o f o r r n i q u e .  

L e s  l i p i d e s  ( d o n c  l e s  p h a s e s  c h l o r o f o r r n i q u e s  d e  a e t  d e  B 1 

s o n t  p a s s é s  s u r  CM : 

. Dans l e  p i c  a, on a  d e  l a  r a d i o a c i t i v i t é  d a n s  MG + DG e t  d a n s  les  TG.  

. P o u r  l e  p i c  B, on n ' a  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  q u e  d a n s  l e s  MG + DG. 



temps 

F i g u r e  F  7 : P a s s a g e  du p i c  8 1 du L i q u i d e  Coelomique  sur c o l o n n e  P 2.  

La c o u r b e  d e  R a d i o a c t i v i t é  q u i  p r é s e n t e  2 p i c s ,  e s t  i n d i q u é e  

e n  p o i n t i l l é s .  



I l  e s t  d i f f i c i l e  d e  c o n c l u r e  d e  f a ç o n  t r o p  t r a n c h é e ,  p u i s q u e  les 

p i c s  a e t  f3 d e  r a d i o a c t i v i t é  se c o n t a m i n e n t  l ' u n  l ' a u t r e ,  mais  les o b s e r v a t i o n s  

c i - d e s s u s  nous  p e r m e t t e n t  d e  p e n s e r  que  l e  p r é c u r s e u r  se t r o u v e  d a n s  8 e t  q u e  

l e  p i c  a c o r r e s p o n d  au c o n t r a i r e  à d e s  g l y c é r i d e s .  

S i  on s é p a r e  m a i n t e n a n t  l e s  l i p i d e s  n e u t r e s  e t  l e s  p h o s p h o l i p i d e s  

d e  a e t  B ,  on o b s e r v e  : 

. d a n s  a : il y  a  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  d a n s  l e s  l i p i d e s  n e u t r e s  e t  d a n s  les 

p h o s p h o l i p i d e s .  

. d a n s  B : l a  r a d i o a c t i v i t é  s e  r e t r o u v e  s u r t o u t  d a n s  l a  f r a c t i o n  a c é t o n o  - 

s o l u b l e  ( l e  p r é c u r s e u r ,  s ' i l  c o n t a m i n e  n o s  l i p i d e s ,  n e  p r é c i p i t e  p a s  à 

l ' a c é t o n e ) .  

V I  - ETUDE DE L'INCORPORATION DE L  'ACETATE I 4 c  

S i  l ' a c é t a t e  est  un s u b s t r a t  peu s p é c i f i q u e  d e s  s u b s t a n c e s  

l i p i d i q u e s ,  s o n  d e v e n i r  c h e z  nos  v e r s  nous a p p o r t e r a  néanmoins d e s  i n f o r m a t i o n s  

i n t é r e s s a n t e s .  

Nos v e r s  s o n t  r é p a r t i s  èn 4 l o t s ,  a v e c  d e s  temps  d ' i n c o r p o r a t i o n  

d i f f é r e n t s  : 3 h e u r e s ,  1 j o u r ,  3 j o u r s  e t  8 j o u r s .  

Chaque l o t  s e r a  s a c r i f i é ,  l e  m i l i e u  i n t é r i e u r  é t a n t  e x t r a i t  e t  

f r a c t i o n n é  en  l i q u i d e  coe lomique ,  c o e l o m o c y t e s  e t  o v o c y t e s .  

Chaque f o i s ,  on e x t r a i t  les l i p i d e s  t o t a u x  a v e c  l e  s o l v a n t  d e  FOLCH : 

. l ' i n s o l u b l e  d a n s  l e  FOLCH e s t  ramené à 3 m l  a v e c  d e  l ' e a u .  

. l a  p a r t i e  s o l u b l e  d a n s  l e  FOLCH ( c o n t e n a n t  p r i n c i p a l e m e n t  nos  l i p i d e s )  e s t  

ramenée à 3 m l  a v e c  du c h l o r o f o r m e .  

Dans l a  phase  a q u e u s e  e t  d a n s  l a  p h a s e  c h l o r o f o r m i q u e ,  on p r é l è v e  

chaque  f o i s  un a l i q u o t e  d e  50  p l  p o u r  comptage d e  l a  r a d i o a c t i v i t é .  

La p l a n c h e  s u i v a n t e  résume c e t t e  t e c h n i q u e  d e  p r é p a r a t i o n  d e s  

p h a s e s  a q u e u s e s  e t  c h l o r o f o r m i q u e s .  

I o )  E v o l u t i o n  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  d a n s  l e s  p h a s e s  a q u e u s e s  e t  c h l o r o f o r m i q u e s  

Les p o u r c e n t a g e s  d e  r a d i o a c t i v i t é  d a n s  l e s  p h a s e s  a q u e u s e s  e t  

c h l o r o f o r m i q u e s  du l i q u i d e  coe lomique ,  d e s  coe lomocy te s  e t  d e s  o v o c y t e s ,  

s o n t  e x p o s é s  d a n s  l e  t a b l e a u  F4 e t  s u r  l e s  f i g u r e s  Fa ,  F9 e t  F10. 





Planche 5 : 

ÉTUDE MÉTABOL~QUE APRÈS INCORPORATION 

D.ACETA TE - I4c: LA PREPARATION DES PHASES 

AQUEUSES ET CHLOROFORMIQUES . 

Milieu intérieur 

' L-C- Cœlo- Ovo. 

P 7 B 
Extraction des Lipides Totaux ( L  T )  

phase résidu sec 
aqueuse +3m/ H ~ O  f 7l 

Déphasage dans /" 
FOLCH + NaC19%0 

phase résidu sec 
chloroforrnique f 3ml  CHC/3 ( 1 )  

( 1 )  on prélève 50pl pour. 
comptage de la radioactivité 



Tableau F4 : Pourcentages de radioactivité dans les phases aqueuses et 

chloroformiques du liquide coelornique, des coelomocytes et - 
des ovocytes, pour différents temps d'incorporation. 

. 3 heures après l'injection, on observe une importante radioactivité 
dans la phase aqueuse des ovocytes. On a un taux de radioactivité semblable 

dans les phases chloroformiques du liquide coelomique, des ovocytes et des 

coelomocytes. 

r 
Ph. aq. 

L C 

ph. chlorof. 

Ph. aq. 

C 

Ph. chlorof. 

Ph. aq. 

O 

Ph. chlorof. 

. 1 jour après l'injection, on observe une augmentation de la 
radioactivité dans les phases aqueuses et chloroformiques du liquide 

coelomique et des coelomocytes. Dans les ovocytes, on observe au contraire 

une chute du taux de radioactivité. 

. Après 1 jour d'incorporation : on observe une chute régulière 

du taux de radioactivité dans les deux phases, du liquide coelomique et des 

coelomocytes. Oans les ovocytes, par contre, le phénomène est inversé : il 

y a augmentation régulière de la radioactivité dans les deux phases. 

Conclusion : Quelque soit le temps d'incorporation, on observe des 

phénomènes semblables dans les phases aqueuses et chloroformiques du liquide 

coelomique et des coelomocytes. Oans les ovocytes, les phénomènes sont inversés. 

D'autre part, dans les ovocytes, c'est la radioactivité des phases aqueuses 

qui prédomine. 

3 heures 

4 

18 

12 

14,s 

33,s 

18 

1 jour 

7 

2 I 

13,5 

20,s 

2 9 

9 

3 jours 

7,s 

14 

10 

16,5 

3 2 

2 0 

8 jours 

5 

12 

2,s 

7,5 

43,5 

28,5 



Liquide. Ccelomique 
%! 

- phase ch/arof~rmiyo-c 
-,. phase aqueuse 

F i g u r e  F  8 : E v o l u t i o n  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  d a n s  les p h a s e s  a q u e u s e  e t  

c h l o r o f o r m i q u e  d u  L i q u i d e  coe lomique .  

F i g u r e  F 9 : E v o l u t i o n  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  d a n s  les  p h a s e s  aqueuse  e t  

F i g u r e  C l 0  : E v o l u t i o n  d e  l a  r a d i o i i c t i v i i é  ditns les  p h a n k s  a q u i i i i : ~  e t  
c h l o r a f o r r i q u e  d e s  svocütes. 



Tout se  p a s s e  comme s i ,  dans  un p r e m i e r  temps,  l e s  o v o c y t e s  

p r .b lcva ien t  d i r e c t e m e n t  i t a c S t a t e  daris l e  m i l i e u  i n t é r i e u r ,  c e s  c e l l u l c ç  

pouvant rapidemvnt  l e  m é t a b o l i s e r  s e l o n  l e u r s  b e s o i n s .  E n f i n ,  24 h e u r e s  

a p r s s ,  l e s  ovocy tes  u t i l i s e r a i e n t  des  é l é m e n t s  f a b r i q u é s  p a r  l e s  coelomocytes  

e t  q u i  l e u r  s e r a i e n t  a p p o r t é s  v i a  l e  l i q u i d e  coelomique.  

C ' e s t  un schéma que nous a v i o n s  d é j à  p roposé  pour  l e s  g l y c é r i 3 s r .  

Notons que l e s  s u b s t a n c e s  consommées p a r  les o v o c y t e s  s e r a i e n t  dans  c e  c a s  

de  p r é f é r e n c e  d e s  s u b s t a n c e s  d e  n a t u r e  l i p i d i q u e ,  p u i s q u e  c ' e s t  dans  l a  

phase c h l o r o f o m i q u e  que  s e  t r o u v e  en g r a n d e  p a r t i e  l a  r a d i o a c t i v i t é  d u  

l i q u i d e  coelomique e t  d e s  coelomocytes .  

2'1 E v o l u t i o n  de  l a  r a d i o a c t i v i t é  dans l e s  d i f f é r e n t e s  c l a s s e s  d e  l i p j l l s  - 
n e u t r e s  

L ' a c é t a t e  pouvant à la  f o i s  s e  c o n v e r t i r  en a c i d e s  g r a s  e t  en 

s t é r o l s ,  nous avons s é p a r é  s u r  couche mince l e s  d i f f é r e n t e s  c l a s s e s  d s  

l i p i d e s  n e u t r e s  c o n t e n u s  dans  l e s  phases  c h l o r o f o r m i q u e s .  

Nos r é s u l t a t s  s o n t  e x p o s é s d a n s  l e  t a b l e a u  s u i v a n t ,  q u i  d o n r i ~  l e s  

p o u r c e n t a g e s  d e  r a d i o a c t i v i t é  dans  chaque c l a s s e  d e  l i p i d e  n e u t r e ,  pour  !A? 

temps d ' i n c o r p o r a t i o n  donné,  e t  pour  chacune d e s  3 f r a c t i o n s  d u  m i l i e u  i n t É r i e u r  

Tableau F5 : La R a d i o a c t i v i t é  dans  l e s  d i f f é r e n t s  l i p i d e s  n e u t r e s ,  a p r t z  

i n j s c t i o n  d ' i c é t a t e  I 4 c .  l è r e  co lonne  : nombre de  cprn 
2ème co lonne  : pourcen tage  de  C ~ Ï  

3 h e u r e s  l ' j o u r  3 j o u r s  8 j o u r s  i 
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F i g u r e  FI1 : E v o l u t i o n  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  d a n s  les Monoglycé r ides  + Dig ly -  

c é r i d e s  du l i q u i d e  coelornique d e s  Coelornocytes e t  d e s  Ovocy tes ,  
1 4  a p r è s  i n j e c t i o n  d ' A c é t a t e  - c - 

F i g u r e  F I2  : E v o l u t i o n  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  d a n s  l e s  S t é r o l s  d u  l i q u i d e  

coe lomique ,  des  coelornocytes  e t  d e s  o v o c y t e s ,  a p r è s  i n j e c -  

t i o n  d ' a c é t a t e  - I 4 c  - 



AGL 

Figure  F I 3  : Evolut ion de  l a  r a d i o a c t i v i t é  dans l e s  a c i d e s  g r a s - l i b r e s  d u  

l i q u i d e  coelomique, des  coelornocytes e t  d e s  ovocytes ,  ay re s  

i n j e c t i o n  d ' a c é t a t e  - I 4 c  - 

Figure  F I 4  : Evolut ion de  l a  r a d i o a c t i v i t é  dans l e s  t r ig1ycér ;des  d u  l i q u i d e  

coelornique, des  coelomocytes e t  des ovocytes ,  a p r è s  i n j e c t i o n  

d ' a c é t a t e  - I 4 c  - 





Les résultats de ce tableau sont exposés sur les graphes 

suivants (Figures FI1 à FI&). 

a - Les MG + DG : 

On observe une chute du taux de radioactivité entre 3 heures et 

1 jour d'incorporation, dans le liquide coelomique. 

Chute aussi, jusque 3 jours, de la radioactivité dans les MG + DG 

de coelomocytes. La radioactivité des MG + DG redevient ensuite à nouveau 

importante. 

Dans les ovocytes. la radioactivité est surtout importante entre 

1 jour et 3 jours, puis elle diminue. 

b - Les stérols : 

La radioactivité existe ici surtout dans les coelomocytes et le 

liquide coelomique après un jour d'incorporation. Elle est à peu près nulle 

dans les ovocytes. 

c - Les AGL : 

La radioactivité existe surtout dans le liquide coelomique où elle 

augmente jusque 3 jours, puis chute ensuite. 

Dans les ovocytes, on observe yn phénomène semblable au liquide 

coelomique, mais de plus faible amplitude. 

Dans les coelomocytes, le phénomène par rapport au liquide 

coelomique est tout à fait inverse : diminution de la radioactivité jusque 

3 jours, augmentation ensuite. 

d - Les TG : 

La radioactivité est particulièrement élevée dans les TG d'ovocytes, 

et pour les coelomocytes après 3 jours d'incorporation. 

Pour les deux dernières taches obtenues sur couche mince (la tache 

de lipides inconnus et celle de stérols estérifiés), la radioactivité est à 

peu près inexistante. 

Faisons une étude comparée des graphes représentant les taux de 

radioactivité des MG + DG, des AGL et des TG. 

. Pour les coelomocytes : il semble y avoir rapidement synthèse 
de MG + DG, qui sont presque aussitôt remplacés par des TG (prédominant à 

3 jours d'incorporation]. Ensuite, ces TG sont eux-mêmes hydrolysés et on 

assiste à une augmentation des MG + DG et des AGL. 

Ainsi, pour les coelomocytes, la courbe des TG est l'inverse de 

celles des AGL et des MG + DG. 



. P o u r  l e s  o v o c y t e s  : les phénomènes s o n t  i n v e r s é s  p a r  r a p p o r t  

aux coelomocytes .  Les o v o c y t e s  o n t  une f o r t e  t e n e u r  en  T G ,  mais  q u i  b a i s s e  

l égè rement  e n t r e  1 j o u r  e t  3 j o u r s ,  a l o r s  que l e u r s  t a u x  d e  MG + DG e t  d'AGL 

augmentent .  E n s u i t e ,  c ' e s t  l a  s y n t h è s e  d e  T G  q u i  prédomine.  

. P o u r  l e  l i q u i d e  coelomique : on o b s e r v e  que l e  t a u x  de  MG + DG 

e s t  t o u j o u r s  t r è s  é l e v é ,  q u ' i l  e s t  p a r t i c u l i è r e m e n t  i m p o r t a n t  a p r è s  3 h e u r e s ,  

p u i s  q u ' i l  c h u t e  e n s u i t e  pour augmenter  l égè rement  j u s q u ' à  8 j o u r s  d ' i n c o r -  

p o r a t i o n  t o u t  au moins. 

Les t r i g l y c é r i d e s  r e s t e n t  t o u j o u r s  à un n i v e a u  f a i b l e ,  mais q u i  

augmente p rogress ivement  de  3 h e u r e s  à 8 j o u r s .  

Les AGL du l i q u i d e  coelomique augmentent ,  p a s s e n t  p a r  un maximum 

à 3 j o u r s ,  p u i s  d iminuen t .  

Dans l e  l i q u i d e  coelomique,  on n ' o b s e r v e  a i n s i  aucune r e l a t i o n  

e n t r s  c e  q u i  se p a s s e  pour  l e s  MG + D G ,  pour  l e s  AGL, ou pour  l e s  T G .  

Ce là  e s t  d ' a i l l e u r s  normal,  p u i s q u e  l e  l i q u i d e  coelomique n ' e s t  pas un l i e u  

d e  syf i thèse  d e  g l y c é r i d e s ,  mais s a  c o n s t i t u t i o n  e s t  une conséquence d e  c e  q u i  

se pûsse  a i l l e u r s ,  dans  l e s  c e l l u l e s ,  notamment i c i  l e s  é l é o c y t e s  e t  l e s  

ovocy tes .  

La t a c h e  q u i  co r respond  à d e s  s t é r o l s  l i b r e s  ( e n  ne  s e  r é f é r a n t  

q u ' à  l a  v a l e u r  du R 1 d o i t  ê t r e  c o n s i d é r é e  à p a r t .  En e f f e t ,  s i  e l l e  e s t  . 
F 

a s s e z  f o r t e m e n t  r a d i o a c t i v e  a p r 9 s  1 j o u r  d ' i n c u b a t i o n  avec  1 ' a c é t a t e  I 4 c ,  
comme c e l a  a  d é j à  é t é  d i t ,  c e t t e  t a c h e  e s t  en  f a i t  a s s e z  complexe.  L ' é t u d e  

e n  chromatograph ie  en phase  g a z e u s e  y a  r é v é l é  en e f f e t  l a  p r é s e n c e  d ' a c i d e s  

g r a s .  La r a d i o a c t i v i t é  ne  s e r a i t - e l l e  p a s  due  uniquement à l a  p r é s e n c e  

d ' a c i d e s  g r a s  ? Objec tons  c e p e n d a n t ,  que  l a  r a d i o a c t i v i t é  n ' e x i s t e  q u e  dans  

l e  l i q u i d e  coelomique e t  dans  l e s  coe lomocytes ,  e t  q u ' e l l e  e s t  à peu p r è s  

n u l l e  dans  l e s  ovocy tes .  L ' é v o l u t i o n  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  e n t r e  l i q u i d e  

coelornique e t  coelomocytes  y  e s t  a i n s i  t o u t  à f a i t  comparable .  

Néanmoins, nous avons e n t r e p r i s  un a u t r e  t y p e  d e  r e c h e r c h e s  : 

nous avons d g p o s i  s u r  couche mince de  g e l  d e  s i l i c e  G d e s  t a c h e s  é l u é e s  

c o r r e s p o n d a n t  à d e s  " s t é r o l s "  de l i q u i d e  coelomique,  coe lomocytes ,  ou o v o c y t e s  

a y a n t  é t é  en  p r é s e n c e  d ' a c é t a t e  marqué, pendant  1 j o u r  . [ F i g u r e  161. 

Le s o l v a n t  u t i l i s é  e s t  l e  Benzène. 

Nous u t i l i s o n s  comme témoins  : 

- une s o l u t i o n  de  c h o l e s t é r o l  

- d e s  " s t é r o l s "  d ' o v o c y t e s  de  115 u, o b t e n u s  a p r è s  f r a c t i o n n e m e n t  s u r  couche 

mince d e s  l i p i d e s  n e u t r e s  e t  é l u t i o n .  



* Giycéral- '"c injecté 



Solvan: : /e Benzène 

Tg : stéro!sS' d'ovocytes de 1ï5p 

--4:l--*-cKL<= 4- - 
Ts L.C. C. 0. 

i j p u r i ?  F I 6  : C h r o m a t o g r a p h i e  sur c o u c h e  m i n c e  de  " s t 5 r o l s "  d e  l i q u i i l o  ~ 2 ~ l ~ ~ ~ ' ~ ~ 5 .  - 
cœ lomocytes e t  o v o c y t e s ,  i s s u s  d ' a n i n i a u x  a y a n t  s u b i  1 j c u r  

d ' i n c u b a t i o n  e n  p r F s e n c e  d ' A c é t a t e  14 C. 



Après  m i g r a t i o n ,  on o b s e r v e  une  t a c h e  ( c o r r e s p o n d a n t  aux  s t é r o l s 1  

e t  un s p o t  s u b s i s t e  a u  d é p ô t .  

Les  2 t a c h e s  s o n t  é l u é e s .  s é c h é e s ,  r e p r i s e s  d a n s  200  ~ 1 ,  d e  F o l c h .  

50 p l  s o n t  p r é l e v é s  p o u r  comp tage .  

On o b s e r v e  : 

. P o u r  l e  l i q u i d e  c o e l o m i q u e  : r a d i o a c t i v i t é  au  n i v e a u  d e  l a  t a c h e  c o r r e s p o n d a n t  

aux  s t é r o l s  l i b r e s .  

. P o u r  les c o e l o m o c y t e s  : r a d i o a c t i v i t é  a u  n i v e a u  d e  la  t a c h e  d e  s t é r o l s  e t  

a u  n i v e a u  du d é p ô t .  

. P a u r  les  o v o c y t e s  : r a d i o a c t i v i t é  au  n i v e a u  du d é p ô t  e t  d e s  s t é r o l s .  

Une m a n i p u l a t i o n  i d e n t i q u e  a  é t é  f a i t e  p o u r  d e s  " s t é r o l s "  d ' a n i m a u x  

a y a n t  s u b i  8 j o u r s  d ' i n c u b a t i o n  : on o b t i e n t  d e s  r é s u l t a t s  s e m b l a k l e s .  

Le t a b l e a u  s u i v a n t  r é sume  nos  o b s e r v a t i o n s  : 

T a b l e a u  F6 : La r a d i o a c t i v i t é  a u  n i v e a u  d e s  s t é r o l s  e t  du d é p ô t  a p r è s  

f r a c t i o n n e m e n t  d e s  l i p i d e s  s u r  couche  m i n c e  ( S o l v a n t  : l e  B e n z è n e ) .  

L e s  é t o i l e s  i n d i q u e n t  l ' i m p o r t a n c e  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  o b s e r v é e  

( i m p o r t a n c e  r e l a t i v e  e n t r e  l a  r a d i o a c t i v i t é  d e s  s t é r o l s  e t  du d é p ô t  du même 

é c h a n t i l l o n ) .  

L  C 
1 3  

8 3  

Ces o b s e r v a t i o n s  nous  l a i s s e n t  d o n c  p e n s e r  q u e  d e s  s t é r o l s  s o n t  

s y n t h é t i s é s  à p a r t i r  d ' a c é t a t e .  

D ' a u t r e  p a r t ,  l e s  v a r i a t i o n s  d e  r a d i o a c t i v i t é  o b s e r v é e s  a p r è s  

d i f f é r e n t s  t e m p s  d ' i n c o r p o r a t i o n  p e u v e n t  nous  l a i s s e r  p e n s e r  q u e  l es  

c o e l o m o c y t e s  s o n t  un s i t e  i m p o r t a n t  p o u r  c e t t e  s y n t h è s e .  
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Afin de confirmer l a  présence de s t é r o l s  r a d i o a c t i f s ,  une a u t r e  

manipulation a  é t é  e f f e c t u i e  : des  " s t é r o l s "  de  coelomocytes e t  d ' ovocy te s ,  

m i s  en présence d ' a c é t a t e  marqué du ran t  3 j o u r s ,  ont  é t é  é l u e s  de  l a  couche 

mince l o r s  de l a  s épa ra t ion  des l i p i d e s  neu t r e s .  Les é l u a t s  son t  séchés ,  

récup6rSs dans l ' a l c o o l  à 96O, m i s  en présence d 'une  s o l u t i o n  aqueuse de 

d ig i ton ine .  I l  d o i t  a l o r s  y  a v o i r  p r é c i p i t é  d s s  s t é r o l s  (on rend p lus  v i s i b l e  

ce p r é c i p i t é  p a r  a d d i t i o n  d'un peu de c h o l e s t é r o l ] .  Le p r é c i p i t é  e s t  r e p r i s  

dans 250 p l  d e  L H C l  /CH OH,  pu is  50 p l  sont  p ré l evés  pour comptage. 
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On observe  a l o r s  de l a  r a d i o a c t i v i t é ,  c e l l e - c i  é t a n t  p a r t i c u l i è r e m e n t  

importante  pour l e s  ovocytes,  qu i  on t  d ' a i l l e u r s  à 3 jou r s ,  un taux  p lus  é l evé  

de r a d i o a c t i v i t é  dans l a  tache  de s t é r o l s  ( t aux  s u p é r i e u r  aux coelomocytesl .  

3'1 La Biosynthese des S t é r o l s  chez l e s  I n v e r t é b r é s .  

Les r é s u l t a t s  exposés c i -des sus  nous l a i s s e n t  penser  que Perinereis  - -- 

cuZtrifera peut  s y n t h é t i s e r  des  s t é r o l s  à p a r t i r  d 'Acéta te .  Une é t u d e  complé- 

mentaire s e r a i t  néanmois i n t é r e s s a n t e  pour confirmer c e t t e  hypothèse e t  con- 

n a î t r e  l a  n a t u r e  des  s t é r o l s .  

Outre  l e s  I n s e c t e s ,  bien peu de  t ravaux e x i s t e n t  s u r  l a  na tu re  des  

s t é r o l s  d  I n v e r t Q b r é s .  Ci tons néanmoins : M.L. SWIFT e t  M.B. GHASSEMIEH (19801 

e t  S.I. TESHIMA e t  G.W. PATTERSON (1980, 19811, chez l ' h u î t r e  Cpassostrsa 

uirgilzica ; O .  SICA (19801 chez des Mollusques Gsstéropodes et céphalopodes ' ;  

A.  KANAZAWA e t  co11.(19771 chez l e s  Coe len té ré s ,  M.V.  P I R E T T I  e t  G.P. SERRAZANE 

chez l a  c r e v e t t e  Penaeus-eheratums. --- Pour l e s  Annélides,  nous avons l e s  t r a -  

vaux de P.A. VOOGT (1074 a  e t  bl e t  J.A. BALLANTINE (19781. 

Nous l ' avons  dé j à  é c r i t  ( c f .  pages 8 e t  91 de nombreux I n v e r t é b r é s  

ne peuvent s y n t h é t i s e r  de  s t é r o l s  à p a r t i r  de s imples  p récu r seu r s ,  t e l s  que 

l ' a c é t a t e .  C ' e s t  l e  cas  des  I n s e c t e s ,  des  Arachnides,  des  Crus tacés , .  .. 
Chez l e s  Annélides,  animaux moins évolués ,  nous s e r i o n s  t e n t é s  de 

penser q u ' i l  en  e s t  de même. Cependant l e  problème e s t  p lus  complexe. 

P.A VOOGT (1974 bl t r a v a i l l a n t  s u r  d i f f é r e n t s  o l igoch$ te s ,  montre 

que Tubifex t u b i f e x  e t  Enc1:ytrazus buchholtzi  peuvent s y n t h é t i s e r  des  s t é r o l s  

à u a r t i r  d ' e c é t a t e .  Au c o n t r a i r ~  h n b r i c u s  t e r r e s t r i s  ne peut l e  f a i r e , n i  2 par 

C'acCltats, n i  à p a r t i r  de mgvalonate. Celà s e r a i t  dû à son mi l ieu  de v i e  t e r r e s t l  

P . A .  VCOGT 11974 a l  a a u s s i  é t u d i é  Pa Biosynthèse des  s t é r o l s  chez 

l e s  ~ ~ h l r h ë t s s  : Cereis diuarsico zor, Nephthys.hombergii e t  Spirographis s?aZ lcnzi 
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ni oeuvsnt s y n t h g t i s e r  des  s t é r o l s  à p a r t i r  d ' a c é t a t e  - c - 
VOOGT c i t e  d ' a i l ? e u r s  l e s  r é s u l t a t s  de d i f f é r e n t s  a u t e u r s  q u i ,  chez 

. * 
. 4 1 * ~ - ~ i  t c r m  mrzina e t  hrphit?. i te  clnata , vont dans l e  même sens .  

Notre é t u d e  chez Peris:ereis c u l t r i f e r a  semble a i n s i  ê t r e  con:i :-l+e C 

p i - L  5iûposer qtir l a  capac i t é  d a  s y n t h é t i s e r  des  s t 6 r o l s  e s t  une proprl- ' ; '  & G i n -  

r : ~  7 li:: P ~ l ~ ~ h $ t ~ ~ ~  



Dans n o t r e  D.E.A. nous  avons  é t u d i é  l e s  r e l a t i o n s  m é t a b o l i q u e s  

e n t r e  l e  L i q u i d e  Coelomique ,  l e s  Coelomocytes  e t  l e s  Ovocy te s  c h e z  

Perinereis cuZtri fera . Nous a v o n s  i c i  c o m p l é t é  c e t t e  r e c h e r c h e  en  s ' a t t a c h a n t  

un iquement  a u  mé tabo l i sme  l i p i d i q u e  d e  c e s  v e r s .  

Au c o u r s  d e  l ' o v o g e n è s e  on o b s e r v e  une  a u g m e n t a t i o n  d e  l ' i m p o r t a n c e  

r e l a t i v e  d e s  é l é m e n t s  f i g u r é s  p a r  r a p p o r t  à l a  masse  t o t a l e  d e  s u b s t a n c e  

s è c h e  du m i l i e u  i n t é r i e u r .  Ce s o n t  s u r t o u t  l e s  l i p i d e s  q u i  e n  s o n t  r e s p o n s a b l e s .  

Ces l i p i d e s  c o n s t i t u e n t  d ' a i l l e u r s  une  p a r t  i m p o r t a n t e  du m i l i e u  i n t é r i e u r  d e  

P. cu l t r i f e ra  ( j u s q u e  30 % d e  l a  masse t o t a l e  d e  s u b s t a n c e  s è c h e ) .  Les O v o c y t e s ,  

a u  c o u r s  d e  l e u r  m a t u r a t i o n ,  c o n c e n t r e n t  une  g r a n d e  p a r t i e  d e  c e s  l i p i d e s  q u i  

f i n i s s e n t  p a r  r e p r é s e n t e r  40 % d e  l e u r  r é s i d u  s e c .  C e  t a u x  i m p o r t a n t  d e  l i p i d e s  

d e s  Ovocytes  s u c c è d e  à une  t e n e u r  i m p o r t a n t e  d a n s  les Coelomocytes ,  p u i s  l e  

L i q u i d e  Coelomique.  

Les  d i f f é r e n t e s  c l a s s e s  d e  l i p i d e s  é v o l u e n t  a s s e z  d i f fé remment  d a n s  

les t r o i s  f r a c t i o n s ,  L i q u i d e  Coelomique ,  Coelomocytes  e t  Ovocy te s .  

Les  N o n o g l y c é r i d e s  e t  D i g l y c é r i d e s  [ q u e  n o u s  n ' a v o n s  p a s  s é p a r h d a n s  

n o s  d o s a g e s )  s o n t  s u r t o u t  a b o n d a n t s  dans  l e  L i q u i d e  Coelomique ,  où i l s  

r e p r é s e n t e n t  30 % d e s  l i p i d e s  n e u t r e s  c h e z  l e s  animaux j e u n e s ,  ma i s  p l u s  q u e  

15  % à l ' a p p r o c h e  d e  l a  m a t u r i t é  g é n i t a l e .  I l s  s o n t  p a r  c o n t r e  moins a b o n d a n t s  

d a n s  Coelomocytes  e t  Ovocy te s .  

Les  T r i g l y c é r i d e s  s o n t  a u z c o n t r a i r e  i m p o r t a n t s  d a n s  l e s  Coe lomocy te s ,  

où i l s  t e n d e n t  à augmen te r ,  e t  d a n s  l e s  Ovocy te s ,  où l e u r  i m p o r t a n c e  d i m i n u e  

au  c o u r s  d e  l ' o v o g e n è s e .  Nous avons  a u s s i  o b s e r v é  q u ' e n  c o n d i t i o n s  anhormona le s  

les  T r i g l y c é r i d e s  s ' a c c u m u l e n t  d a n s  l e s  Coelomocytes  (ma i s  que  d e  t e l l e s  c o n d i t i o n s  , . 
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n ' o n t  aucune  i n f l u e n c e  s u r  l e s  O v o c y t e s l .  

Avec c e s  r é s u l t a t s  nous avons  pu f a i r e  une  a n a l o g i e  a v e c  c e  que  l ' o n  

o b s e r v e  c h e z  l e s  I n s e c t e s  : t a u x  é l e v é  d e  D i g l y c é r i d e s  d a n s  l 'hémolymphe,  e t  

d e  T r i g l y c é r i d e s  d a n s  un tissu d e  r é s e r v e ,  l e  Corps  Gras .  

Dans l e s  Coe lomocy te s  une  m o d i f i c a t i o n  i m p o r t a n t e  du mé tabo l i sme  se 

p r o d u i t  v e r s  150 p , p u i s q u ' à  c e  s t a d e  i l  y  a  a u g m e n t a t i o n  du t a u x  d ' A c i d e s  

Gras  L i b r e s .  



L ' é t u d e  d e s  P h o s p h o l i p i d e s  nous  a  a u s s i  m o n t r é  u n e  m o d i f i c a t i o n  - 

du m é t a b o l i s m e  v e r s  140-150 p .  

A c e  s t a d e  il y  a  e n  e f f e t  d a n s  l e s  P h o s p h o l i p i d e s  d ' O v o c y t e s  

des  v a r i a t i o n s c e s t a u x  d ' a c i d e s  g r a s  i n s a t u r é s  e t  s a t u r é s ,  d e  l a  l o n g u e u r  

d e  c h a î n e  de c e s  a c i d e s  g r a s  e t  du t a u x  d ' a c i d e  o l é i q u e  p a r  r a p p o r t  à l ' a c i d e  

v a c c é n i q u e .  Aprés  1 5 0  p , p l u s  aucune  m o d i f i c a t i o n  n e  s emble  a f f e c t e r  c e s  

a c i d e s  g r a s .  

A 140 p , l a  n a t u r e  d e s  P h o s p h o l i p i d e s  d ' o v o c y t e s  e s t  a u s s i  d i f f é r e n t e  : 

i l  y  a  c h u t e  d e s  t a u x  d e  F h o s p h a t i d y l  S é r i n e  e t  d e  P h o s p h a t i d y l  E t h a n o l a m i n e  

p a r  r a p p o r t  au  t a u x  de  P h c s p h a t i d y l  C h o l i n e .  

Dans l e s  Coe lomocy te s ,  d e s  d o s a g e s  m o n t r e n t  a u s s i  l a . p r 4 d o m i n a n c e  

d e  l a  P h o s p h a t i d y l  C h o l i n e  a v a n t  140  ~i . L e - t a u x  d e  P h o s p h a t i d y l  C h o l i n e  

d i m i n u e  e n s u i t e  au o r o f i t  d e  l a  P h o s o h a t i d v l  S é r i n e  e t  P h o s p h a t i d y l  E thano la rn i  
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L ' i n c o r p o r a t i o n  du G l y c é r o l  - C a  d ' a u t r e  p a r t  m o n t r é  u n e  

i m p o r t a n t e  s y n t h è s e  d e  P h c s p h o l i p i d e s ,  à l a  même p é r i o d e  d e  l ' o v o g e n è s e ,  à 

l a  f o i s  d a n s  l e s  Coelornocytes  e t  l e s  Ovocy te s .  

Il e s t  i n t é r e s s a n t  i c i  d e  r a p p e l e r  c e  q u e  l ' o n  a v a i t  o b s e r v é  d a n s  

n o t r e  D . E . A .  : une  f r a c t i o n  m a c r o m o l é c u l a i r e  e x i s t e  à l a  f o i s  d a n s  l e  L i q u i d e  

Coe lomique ,  danç  l a s  Coelomocytes  e t  d a n s  l e s  O v o c y t e s .  Nous a v o n s  o b s e r v é  . 

que c e t t e  f r a c t i o n  prend  d e  l ' i m p o r t a n c e  au moment d e  l a  s u b m a t u r i t é  g é n i t a l e ,  

notamment dans  l e s  Coe lomccy te s .  Ve r s  1 4 0  p , e l l e  s ' e n r i c h i t  p a r t i c u l i è r e m e n t  

en  g l u c i d e s  a v e c ,  d e p u i s  l e  s t a d e  o v o c y t a i r e  d e  1 2 0  p , a p p a r i t i o n  d ' A c i d e  

Ç i a l i q u e  d a n s  Coe lomocy te s  e t  Ovocy te s ,  e t  a u g m e n t a t i o n  du G a l a c t o s e  e t  du  

F u c û s e  d a n s  l e s  Coe lomocy te s ,  e t  du G a l a c t o s e ,  F u c o s e ,  Rhamnose, N-Acétyl  

Hexo s a m i n e s  d a n s  l e s  Ovocy te s .  

Comme d a n s  l ' é t u d e  du m é t a b o l i s m e  l i p i d i q u e  on o b s e r v e  d o n c  t o u j o u r s  

l ' a p p a r i t i o n  d ' u n e  i n t e n s e  a c t i v i t é  m é t a b o l i q u e  e n  p r é v i t e l l o g e n è s e ,  notamment 

danç  l e s  Coelornocytes .  

O ' a u t r e  p a r t ,  d a n s  n o t r e  D.E.A, nous  a v o n s  pu m o n t r e r  q u e  les  

Cos lo inocytes  s o n t  d ' i m p o r t a n t s  l i e u x  d e  s y n t h è s e  d e s  a c i d e s  g r a s  c o n t e n u s  

d a n s  l a  f r a c t i o n  m a c r o m o l é c u l a i r e  : l e s  a c i d e s  g r a s  a p p a r t e n a n t  aux  q u a t r e  

series m é t a b o l i q u e s  a p p a r a i s s e n t  d ' a b o r d  d a n s  l e s  Coe lomocy te s .  C e l a  a  

p a r t i c u l i è r e m e n t  é t B  mon t r é  p o u r  les  a c i d e s  g r a s  d e s  séries p a l m i t o l é i q u e ,  

l i n o l é i q u e  e t  l i n o l é n i q u e .  D ' a u t r e  p a r t  l a  b i o s y n t h è s e  d e s  a c i d e s  g r a s  s a t u r é s  

I h c l i c e  d e  ' W A K I L I  s ' e f f e c t ~ e r a i t  a u s s i  d a n s  l a  f r a c t i o n  c o e l o m o c y t a i r e .  



LES Coelomocyteç appa ra i s sen t  a i n s i  comme un l i e u  important de - 
stockage e t  de b iosynthèse  d ' a c i d e s  g r a s ,  l e u r  évo lu t ion  s e  f a i s a n t  souvent 

para l lè lement  avec l e  Liquide Coelomique. P a r  c o n t r e  l e s  Ovocytes semblent 

l e  p lus  souvent consommer c e s  ac ides  g ra s .  

Comment e s t  f a v o r i s é  e t  o r i e n t é  l e  métabolisme de ces  a c i d e s  

g r a s  ? 

Chez des V e r t é b r j s ,  comme c h e z . c e r t a i n s  Inve r t éb ré s ,  on s a i t  q u ' i l  

e x i s t e  un mecanisme endocrine qu i  i n t e r v i e n t  a u s s i  b ien  s u r  l a  synthèse  d e s  

ac ides  g r a s ,  que s u r  leur l i b é r a t i o n  dans l e  mi l i eu  i n t é r i e u r  [sérum ou 

hémolyrnphe). 

Nous avons observé que l e s  condi t ions  anhormonales f a v o r i s e n t  l a  

mise en r é s a r v e  de l i p i d e s  (sous forme de T r i g l y c é r i d e s ]  par  l e s  Coelomocytes, 

mais que c e l a  n 'a  aucun e f f e t  s u r  l e s  r é se rves  ovocy ta i r e s .  Les Coelomocytes 

semblent donc s e n s i b l e s  à un f a c t e u r  hormonal. 

D ' au t r e  p a r t  l e s  condi t ions  anhormonales f a v o r i s e n t  l a  l i b é r a t i o n  

des  a c i d e s  g r a s  des  S t é r o l s  E s t é r i f i é s  des Coelomocytes e t  des  Ovocytes. 

Ceprndant, dans l e s  Coelomocytes, ce l a  ne s e  t r a d u i t  pas par  une hausse d e  

S t g r o l s  : ces  StGrols  ( sous  forme l i b r e  ou e s t é r i f i é e )  son t  vraisemblablement 

l i b é r é s  dans l e  mi l ieu  i n t i r i e u r .  

On a pu en e f f e t  observer  que s i  l e s  S t é r o l s  E s t é r i f i é s  appa ra i s sen t  

précocement dans l e s  Coelonocytes,  c ' e s t  dans l e  Liquide Coelomique q u ' i l s  

a t t e i g n e n t  un taux de p l u s  en p lus  j l evé ,  jusqu 'à  r e p r é s e n t e r  25 % des  l i p i d e s  

neu t r e s  à 130 p . Notons que l e s  ac ides  g r a s  des  S t é r o l s  E s t é r i f i é s  du Liquide 

Coelomique, des  Coelomocytes e t  des  Ovocytes son t  a s sez  semblables avec un 

important  taux d ' a c i d e s  g ra s  so tu r5s ,  présence s u r t o u t  d ' ac ides  g r a s  à 

18 carbones,  e t  prédominance de l ' a c i d e  o l é ique  s u r  l ' a c i d e  vaccénique. 

D ' au t r e  p a r t  l 'augmentat ion de l a  t eneu r  en S t é r o l s  l i b r e s  dans l e s  

Coelomocyteç e t  l e  Liquide Coelomique s e  f a i t  de façon p a r a l l è l e .  L ' i n j r c t i o n  

cjiAc6tate - ' 4  C montre a u s s i  une augmentation p a r a l l è l e  de l a  r a d i o a c t i v i t é  

dans l a  f r a c t i o n  s t é r o l i q ~ ~  des  Coelomocytes e t  du Liquide Coelomique. 

Dans l e s  Ovocytes l e s  S t é r o l s  l i b r e s  ne s o n t  abondants qu ' à  l ' app roche  

de l a  ma tu r i t é  g é n i t a l e  e t  chutan t  ensu i t e .  



Les S t é r o l s  d ' A n n é l i d e s  s o n t  peu é t u d i é s .  Beaucoup d 'hormones  e t  

de  phéromones s o n t  des  s t é r o ï d e s  : nos  r é s u l t a t s  nous l a i s s e n t  p e n s e r  à un 

r ô l e  e n d o c r i n e  p o s s i b l e  d e  c e s  S t é r o l s  de  P. cultrifera . On peu t  notamment 

r a p p e l e r  l ' e x i s t e n c e  d ' u n e  s u b s t a n c e  feed-back  q u i  a g i t  s u r  l ' a c t i v i t é  

e n d o c r i n e  du c e r v e a u  (C.CARDON e t  N.PORCHET, 1973)  e t  q u i  p o u r r a i t  t r è s  

b i e n  a v o i r  une composante s t é r o l i q u e .  

Que c e  s o i t  dans l e  métabol isme p r o t é i q u e ,  g l u c i d i q u e ,  ou l i p i d i q u e ,  

l a  f r a c t i o n  c o e l o m o c y t a i r e  j o u e  donc un r ô l e  p a r t i c u l i è r e m e n t  i m p o r t a n t .  

Dans c e t t e  é t u d e ,  l ' i n j e c t i o n  d e  p r é c u r s e u r s  r a d i a t i f s  ( G l y c é r o l  - 
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C e t  A c é t a t e  - Cl nous o n t  f o u r n i  d e s  r é s u l t a t s  p a r t i c u l i è r e m e n t  

i n t é r e s s a n t s .  

D'une p a r t  l e s  Ovocytes peuvent  i n c o r p o r e r  a c t i v e m e n t  l e  G l y c é r o l  

e t  l e . m 9 t a b o l i s e r  s o u s  forme d e  T r i g l y c é r i d e s .  

D ' a u t r e  p a r t  l e s  Coelomocytes i n c o r p o r e n t  a u s s i  c e  Glycéro l  e t  l e  

m é t a b o l i s e n t  en  Monoglycér ides ,  D i g l y c é r i d e s  e t  T r i g l y c é r i d e s ,  p u i s  l i b è r e n t  

c e s  g l y c é r i d e s  d a n s  l e  L i q u i d e  Coelomique s o u s  forme d e  Mono ou D i g l y c é r i d e s .  

L ' i n j e c t i o n  d ' A c é t a t e  - '" C conf i rme  e t  c a m p l e t e  c e s  r é s u l t a t s  : 

il y  a  b i e n  f o r m a t i o n  de  T r i g l y c é r i d e s  dans  l e s  Coelomocytes.  Ces T r i g l y c é r i d e s  

s o n t  e n s u i t e  c a t a b o l i ç é s  en g l y c é r i d e s  p l u s  s i m p l e s  a v e c  l i b é r a t i o n  d ' a c i d e s  

g r a s .  Les Mono e t  D i g l y c é r i d e s  r e s t e n t  à d e s  t a u x  é l e v é s  dans  l e  L i q u i d e  

Coelomique. 

On p e u t  a i n s i  i m a g i n e r  deux v o i e s  p o s s i b l e s  pour  l a  p é n é t r a t i o n  d e s  

l i p i d e s  s e r v a n t  à l a  m a t u r a t i o n  o v o c y t a i r e  : 

l e r  p r o c e s s u s  : l e s  o v o c y t e s  p u i s e n t  l e  m a t é r i e l  don t  i l s  o n t  b e s o i n  

d i r e c t e m e n t  d a n s  l e  l i q u i d e  coelomique.  

2ène p r o c e s s u s  : l e s  coelomocytes  m é t a b o l i s e n t  l e s  g l y c é r i d e s .  

Ces g l y c é r i d e s  s 'accu;: ;ulent  dans  l e s  c e l l u l e s  coe lomiques  s o u s  forme d e  

T r i g l y c é r i d e s .  Ceux-ci  s o n t  e n s u i t e  l i b é r é s  d a n s  l e  L i q u i d e  Coelomique e t  

gagnen t  l ' o v o c y t e  sous  forme d e  Nono ou D i g l y c é r i d e s .  Dans l ' o v o c y t e ,  l e s  

g l y c é r i d e s  s o n t  a l o r s  m i s  en r é s e r v e  s o u s  forme d e  T r i g l y c é r i d e s .  

Le p r e m i e r  p r o c e s s u s  a v a i t  d é j à  é t é  m i s  en  é v i d e n c e  pour  d ' a u t r e s  

? r é c u r s e u r s  : l ' o v o c y t e  peu t  p u i s e r  d i r e c t e m e n t  dans  l e  L i q u i d e  Coelomique 

l e s  monosncc:iarides e t  d e s  a c i d s s  aminés ,  e t  l e s  u t i l i s e r  pour  r é a l i s e r  s e s  



s y n t h è s e s  d e  v i t e l l u s  e t  d ' a l v é o l e s  c o r t i c a u x  ( A .  DHAINAUT, 1967 ;  

A .  DHAIfJAUT e t  M .  PORCHET, 1977 a  e t  b l  . 
Le deuxième p r o c e s s u s  r s t  a s s i m i l a b l e  à ce q u i  a  d é j à  é t é  mis 

e n  é v i d e n c e  c h e z  les  I n s e c t e s .  L'hémolymphe t r a n s p o r t e  les g l y c é r i d e s  

s o u s  f o r m e ' d e  D i g l y c é r i d e s  v é h i c u l é s  p a r  une l i p o p r o t é i n e .  Cependan t  l e  

nombre peu i m p o r t a n t  d e  v é s i c u l ~ s  d e  p i n o c y t o s e  q u e  l e s  é t u d e s  u l t r a s t r u c t u r a l e s  

o n t  m i s  e n  é v i d e n c e  au  n i v e a u  d e  l ' e n v e l o p p e  o v o c y t a i r e ,  l a i s s e  p r é s a g e r  q u e  

s e u l  un matériel d e  f a i b l e  p o i d s  m o l é c u l a i r e  p e u t  p é n é t r e r  d a n s  l ' o v o c y t e .  

P a r  l e s  t e c h n i q u e s  d ' i r m u n o é l e c t r o p h o r è s e  nous  a v o n s  t e s t é  l a  f r a c t l o n  

m a c r o m o l é c u l a i r e  d e s  Coelomocytes  ( A .  DHAINAUT, M. PORCHET e t  F .  FONTAINE, 1980)  : 

'ces c e l l u l e s  p o s s è d e n t  a u  même mcment les mêmes d é t e r m i n a n t s  a n t i g é n i q u e s  q u e  

l e  L i q u i d e  Coelomique  e t  les Ovocy te s .  A p a r t i r  d e  120  , j u s q u ' à  l a  m a t u r i t é ,  

il e x i s t e  a i n s i  un mat i r ie l  i d e n t i q u e .  C e t t e  s u b s t a n c e  n ' e x i s t e  p a s  c h e z  les  

mâles ou l e s  t rès  j e u n e s  f e m e l l e s .  FISCHER (19791 ,  c h e z  Nereis virens a v a i t  l u i  

a u s s i  m o n t r é  l ' e x i s t e n c e  d ' u n  a n t i g è n e  commun au L i q u i d e  Coelomique  e t  aux 

Ovocy te s .  C e t  a u t e u r  l ' a s s i m i l e  2 une  v i t e l l i n e .  

Comme on l ' a  d é j à  r a p p e l é ,  on a pu o b s e r v e r  c h e z  P. cu l t r i f e ra  une  

s i m i l i t u d e  du  f r a c t i o n n e m e n t  s u r  Séphadex  du L i q u i d e  Coe lomique ,  comme d e s  

e x t r a i t s  d e  Coe lomocy te s  e t  d ' o v o c y t e s ,  où on r e t r o u v e  l a  même f r a c t i o n  

m a c r o m o l É c u l a i r e ,  c o n t e n a n t  g l u c i d e s ,  l i p i d e s  e t  p r o t é i n e s .  

C e p e n d a n t  l e  m a t é r i e l  s p é c i f i q u e  au  L i q u i d e  Coelomique  f e m e l l e  p o u r r a i t  

n e  p a s  ê t r e  i m p l i q u é  d a n s  l ' é l a b o r a t i o n  du v i t e l l u s ,  m a i s  p l u t ô t  d a n s  cel le  d r s  

a l v é o l e s  c o r t i c a u x .  Le s t a d e  où on r e t r o u v e  l ' a n t i g è n e  commun e t  où se p r o d u i t  

une  i n t e n s e  a c t i v i t é  m é t a b o l i q u e ,  c o l n c i d e  en  e f f e t  a v e c  l e  d é b u t  d e  l a  s y n t h a s e  

d e s  a l v é o l e s  c o r t i c a u x .  

E n f i n ,  l ' i n j e c t i o n  d 1 A c 6 t a t a  - 44 C a p e r m i s  d e  m e t t r e  en  é v i d e n c e  

q u e  les  Perinereis cu l t r i fera  p o u r r a i e n t  s y n t h é t i s e r  de rovo les S t é r o l s .  C e l a  

s e m b l e  ê t re  une  p r o p r i é t é  commune a u x  s e u l e s  A n n é l i d e s  P o l y c h è t e s ,  p u i s q u e  l e s  

O l i g o c h è t e s  n e  p e u v e n t  l e  f a i r e .  Cette o b s e r v a t i o n  e s t  i n t é r e s s a n t e  p u i s q u e  l ' o n  

s a i t  q u e  c h e z  les I n s e c t e s ,  les C r u s t a c é s ,  l e s  A r a c h n i d e s  e t  les D i p l o p o d e s ,  i l  

n ' y  a  p a s  non p l u s  d e  v o i e  d e  s y n t h è s e  d e  1 ' A c G t a t e  au  C h o l e s t é r o l  e t  q u e  t o u s  

l e s  S t é r o l s  s o n t  donc  d ' o r i g i n e  a l i m e n t a i r e  ou p r o v i e n n e n t  d e  s y m b i o t e s .  

Dans c e t t e  é t u d e  du  m é t a b o l i s m e  l i p i d i q u e  e t  d e  s o n  r ô l e  d a n s  l ' o v o g e n è s e  

chez ~ e r i n e r e i s  cuztr i fgra nous  a v o n s  a i n s i  pu v o i r  q u e  c h e z  l e s  ~ n n e l i d e s  i l  

e x i s t e  d e  g r a n d e s  v a r i a t i o n s  d a n s  l e  m i t a b o l i s m e  e t  l a  p h y s i o l o g i e  d e  l a  r e p ~ s ; d i ~ c t i o r  



qui r e f l è t en t  l ' hé té rogéné i té  de l eu r  évolution e t  des modes de reproduction. 

D'autre pa r t  l a  connaissance des processus de t ranspor t  des l i p ide s  

a  progressé ces dernières  années. Cependant l e s  seu l s  r é s u l t a t s  chez l e s  

InvertÉbrés ne concernent que d e s  espèces d u  phylum d e s  Arthropodes 

( Insectes  ou Crustacés l ,  comme l e  rappel le  N.J. CHAPNAN (19801 dans son 

importante synthèse sur l e s  l ipcproté ines  animales. A i n s i  il s e r a i t  i n t é r e s san t  

de poursuivre c e t t e  étude e t  de ca r ac t é r i s e r  l e s  l ipoprote ines  servant  au 

t ranspor t  des l i p i d e s  chez Perinereis cultriFera. O'autre pa r t  l a  nature des 

S té ro l s  de notre Annélide e t  peut-être l e  r ô l e  des Coelomocytes dans c e t t e  

synthèse s e r a i t  au s s i  une voie in té ressan te  de recherches. 
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RESUME 

Après leur identification, nous avons étudié l'évolution des différentes classes 
des lipides neutres dans le liquide coelomique, les coelomocytes et les ovocytes. L'étude 
des phospholipides est aussi faite de façon succincte. 

Nos résultats montrent le rôle de tissu de réserve joué par les coelomocytes 
qui accumulent des triglycérides et libèrent des glycérides plus simples (mono et diglycé- 
rides1 qui sont à une taneur importante dans le liquide coelomique. 

Nous observons aussi une intense activité métabolique vers :40-150 p. principale- 
ment dans les coelomocytes, qui sont en outre sensibles à un facteur hormonal. 

L'injection de glycérol - 14c et d'acétate 14c confirme ces résultats. 
Chez les Annélides Polychètes, l'origine des réserves ovocytaires est un problème 

depuis longtemps discuté. On sait que l'ovocyte peut utiliser des précurseurs simples 
(acides aminés et monosaccharidesl pour ses synthèses de vitellus et d'alvéoles corticaux. 
Vous montrons ici qu'ils peuvent aussi synthétiser rapidement des Triglycérides directement 
3 partir du glycérol injecté. 

L'apport de matériel synthétisé par les éléocytes a déjà été suggéré. Nos résultats 
sppuient cette hypothèse :des lipoprotéines peuvent jouer le rôle de molécules transporteu- 
ses dans le liquide coelomique. Enfin, phénomène assez rare chez les Invertébrés : les 
Pemnereis cul tr i fera peuvent synthétiser de novo des stérols à partir d'acétate. Les 
=oelomocytes jouent un rôle important dans cette synthèse : on rappelle ici l'existence 
A'une substance feed-back, qui pourrait très bien avoir une composante stérolique 
synthétisée par les éléocytes. 
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