SoSt6
498§
250

20

+b
193
3

2> - Oowm
O WO

NO d'ordre A2F6 TH‘ESE

présentée &
L'UNIVERSITE DES SCIENCES ET TECHNIQUES DE LILLE
pour obtenir le titre de |
DOCTEUR DE TROISIEME CYCLE
Biologie et Physiologie Animales

par

Abdallah BELHAMRA

CONTRIBUTION A L'ETUDE DU METABOLISME DES
LIPIDES NEUTRES ET DES PHOSPHOLIPIDES AU
COURS DE LA GAMETOGENESE DES NEREIDIENS

(ANNELIDES POLYCHETES).

Présentée le 25 Juin 1985 devant la Commission d'Examen

Président M. PORCHET
Rapporteur A. DHAINAUT
Examinateurs J. KREMBEL

A. FISCHER



AVANT-PROPOS

Je dois beaucoup 3 Monsieur le Professeur DHAINAUT qui, avec une
inlassable patience m'a initié 3 la recherche en me confiant ce sujet. Sa
hrigueur scientifique a approfondi les raisonnements au cours de discussions
toujours fructueuses. Cette collaboration effective de tous les instants
m'a procuré un enrichissement dont je lui suis infiniment reconnaissant.

Il n'a ménagé ni son temps ni sa peine, je l'en remercie vivement.

Je remercie Monsieur le Professeur PORCHET de 1'intérét qu'il
porte 3 mon travail. Je lui suis particuli&rement reconnaissant d'avoir

accepté de présider mon Jury de Thése.

J'exprime 3 Monsieur le Professeur KREMBEL ma gratitude la plus
vive pour tous ses conseils clairvoyants et son aide fructueuse qui ont
permis la progression de ma recherche. Je le remercie d'avoir accepté de

juger et de critiquer ce travail en faisant partie de mon Jury de Thése.

Monsieur le Professeur FISCHER me fait le tré&s grand honneur de
participer 2 mon Jury de Th&se malgré ses multiples activités. Qu'il veuille

trouver ici l'expression de ma profonde et respectueuse reconnaissance.

Je remercie aussi Monsieur FONTAINE et Monsieur BAERT pour le

soutien et 1'aide qu'ils m'ont apportés au cours de ce travail.

Je tiens enfin 2 remercier tous mes amis qui m'ont aidé durant
mon séjour en France. Leur sympathie sera dans ma mémoire 2 tout jamais,
Qu'ils veuillent bien accepter, avec ce mémoire, 1l'expression de ma

reconnaissance la plus sincére.



SOMMAIRE

INTRODUCT ION - . e o . . . . . e o . . . .

MATERIEL ET METHODES ¢ ¢ ¢ « ¢ o ¢ o o o o

I - Préparation du matériel biologique .
1 - Le matériel biologique + . + . .

2 - Séparation des constituants coelomiques

11 - Extraction des lipides totaux

III - Etude qualitative des lipides
I - Lipides Neutres ., . . .

2 - PhOSphOlipides ¢ o ¢ o o

IV-DosageS e ¢ o s e & & e s @
1 - Dosage des protéines . .

2 - Dosage du phosphore . .

\'

Culture cellulaire . . . . .

VI - Radioactivité ... . . . . .

ETUDE QUALITATIVE DES LIPIDES NEUTRES . .

I - Résultats chromatographiques

II - DiscusSion « « o ¢ o o o o &

ETUDE METABOLIQUE DES LIPIDES NEUTRES . .

I -Etude AN VAVO « v ¢ & « o &
1 - P. cuWée/La e o o o o
2 - N. diversicolorn . . . .

3 - Discussion . . . . . ..,

Pages

11

12
12

13

15

15

18

18

18

24

24
24
31
33



II“'Etude»(:Vle('/t/l.Oo-.....-.......

I1I -

LIPOPROTEINES

II -

III -

1 - Incorporation du glycérol 3H . « « + « .

2 - Incorporation d'acides gras « ¢ « o o o
a - Acide butyrique *C .+ . . . . . . .

b - Acide oléique 3H « « + ¢ ¢« ¢« .+ . .

3 - DiSCUSSiOn L] * e o o L] e & o » & e o o o

Autoradiographie ¢ o e o o s+ s s e s e o o o
l - Résultats e o o & o o ¢ o o o s ¢ » e o

2 = Discussion « ¢« + ¢ o ¢ ¢ o o 6 6 0 s o

Analyse 4n v{vo des lipoprotéines radioactives

de compartiments cellulaires « « « ¢ « ¢ o &
] = Protocole expérimental « « o « &+ ¢ « o &
2 - Résultats L] L] L] e L L) L] . L] L] L[] L] . L] L]
Synthéses 4in vitho de lipoprotéines par les

cellules coelomiques « « ¢ ¢ ¢ o o o s o o &
] = Protocole expérimental . « « ¢ ¢ « o + &
2 =~ REsSULLAtS o ¢ o ¢ o ¢ s o o o o o o s »
Libération des lipoprotéines par les cellules
coelomiques dans le milieu de culture . . .

1 = Protocole expérimental + o« ¢ o o o ¢ « &

2 - Résultats . . . . . ¢ o . e o . * o o o

Incorporation par les ovocytes de macrolomécules

synthétisées par les coelomocytes . . . . .

I - Protocole expérimental . + « ¢« o ¢« &« +«

2 - Résultats ® o e e o e o e 6 o+ o o s o o

3 - DiscuUSSION & 4 v 4 o o o o o o o o o o »

Pages
35
35

37
37
39

40

42
42

43

46

47
47

48

50
50

51

52
52

53

53
53
54

55



INTRODUCTION A L'ETUDE DES PHOSPHOLIPIDES

I - Etude qualitative
1 - Expérience . .
2 ~ Résultats ., .

3 - Discussion . .

II - Etude quantitative
1 - Principe . . .
2 - Expérience . .
3 - Résultats . .

4 - Discussion . .

III - Etude métabolique

1 - 32

a-Invivo .
B-1Invitho .

2 - Choline 3H . .
a=-1Invivo .
b - 1Invitho .

¢ - Etude autoradiographique

3 - Discussion . .

CONCLUSION GENERALE . « & & « &

BIBLIOGRAPHIE .« + ¢ ¢ ¢ o o« o &

Pages

57

57
58
58

59

60
60
60
61

64

65
65

65
66

68
68
70
72

73
75

78



AG
AGE
CCM

Coe

_ Cpm/gsec

Cpm/y
DG

DO
F.S.C.
F.S.0.
LC

LT
LPC
MG
ovo
PC
PE
PG
PH
PI
SM
PS
SE
SL
TCA
TG

_ ABREVIATIONS

Acide Gras Libre.

Acide Gras Estérifié.
Chromatographie sur couche mince.
Coelomocytes.

: Cpm par gramme d'extrait lyophilisé.
Cpm par y de protéines.
Diglycéride.

Densité Optique.

Fraction soluble coelomocytaire.
Fraction soluble ovocytaire.
Liquide coelomique.

Lipides Neutres.

Lipides Totaux.
Lysophosphatidylcholine.
Monoglycéride.

Ovocytes.

Phosphatidylcholine.
Phosphatidyléthanolamine.
Phosphatidylglycérol.
Phospholipides.
Phosphatidylinositol.,
Sphingomyéline.
Phosphatydilsérine.

Stérol Estérifié.

Stérol Libre.

Acide Trichloroacétique.
Triglycéride.

Diamétre ovocytaire,



INTRODUCTION



INTRODUCTION

En dehors de son rdle génétique, une des fonctions de 1l'ovocyte
est de fournir les réserves qui serviront 3 alimenter le jeune embryon. Ces
réserves se subdivisent en deux catégories : le vitellus ("yolk" des auteurs
anglo-saxons) et les lipides, regroupés pour une grande part en des lobules
de taille importante. Si les modalités d'élaboration et de stockage du vi-
tellus ont &été abondamment &tudiées chez un grand nombre d'esp&ces animales,
il n'en est pas de méme des lipides, qui pourtant constituent une partie
importante des réserves (pr&s de 40 7 en poids sec dans notre matériel).
Ceci résulte vraisemblablement des difficultés techniques inhérentes 3 ce
type de travaux. Chez les Invertébrés, ce sont les Insectes oii les synthéses
lipidiques ont &té le mieux &tudides. Ainsi chez Locusta migratoria, le
stockage, le transport et l'utilisation des lipides ont &té &tudiés par
CHINO (1969), YOCHANAN (1973) puis par WHEELER (1984).

Les Néréidiens constituent un modéle biologique favorable pour
aborder un tel probldme. Les ovocytes en effet sont libres dans la cavité
coelomique, cavité qui renferme en outre le milieu intérieur ou liquide
coelomique et des cellules somatiques : les coelomocytes. Le rSle des in-
teractions cellulaires dans la synthése du vitellus a &té précisé ré&cemment.
Chez Nereds v.iiens, des réactions immunologiques ont montré l'existence
d'identités antigéniques entre une vitelline ovocytaire et le liquide coelo-
mique (FISCHER, 1979) ; les modalités d'incorporation de cette macromolécule
ont été& visualisdes 3 la fois en fluorescence (FISCHER, 1981) et en auto-
radiographie (FISCHER et DHAINAUT, 1985). De méme & partir des ovocytes de
Perinerels cultrifera BAERT et al. (1984) ont isolé plusieurs formes de vi-
tellines dont les processus de maturation ont &té suivis au cours de 1'ovo-
gendse, Les travaux en cours montrent que ce sont les coelomocytes qui syn-
thétisent et libérent dans le liquide coelomique une vitellogénine laquelle,
incorporée par l'ovocyte va constituer 1'élément précurseur des vitellines.

Notons &galement que des ovocytes isolés sont capables d'incorpo-

rer des petites molécules, tels les acides aminés (DHAINAUT, 1967 ; DHAINAUT



et PORCHET, 1977 a, b). Le rdle des protéines ainsi synthétisées est actuel-
lement en cours d'investigation.

Dans le champ d'étude des lipides, les recherches chez les Annéli-
des sont beaucoup moins avances. Beaucoup de travaux n'ont porté que sur la
composition globale des lipides dans l'ensemble du corps. Des travaux analo-
gues ont &té réalisés par WILBER et BAYORS (1947) sur plusieurs espéces d'An-
nélides marines et notamment sur Nerels pelagica. DE JORGE et PETERSON (1968)
ont fait une &tude biochimique globale, selon la maturité, du ver Chaetopte-
s variopedatus. De méme VOOYS (1975) a dosé la teneur en glycogéne et en
" lipides totaux chez Arenicola marina.

Dans le domaine de la gamétogenése, DURCHON et LAFON (1951) font
figure de pionniers. Ils ont noté que la multiplication et la maturation des
cellules germinales semblent s'effectuer au dépens des &léocytes et s'accom—
pagnent de changements importants dans la composition chimique du liquide
coelomique,

Plus récemment, FONTAINE (1982) a effectué un travail important
concernant le dosage des différentes classes lipidiques chez Perinereis
cultrifera. 11 a montré@ que les acides gras libres augmentent de fagon im—
portante dans les ovocytes, alors que les triglycérides diminuent, ainsi
que les monoglycérides et diglycérides, 3 partir dé 180 um. Par contre, 3
des stades avancés de 1l'ovogen&se, on note la présence en grande quantité
de ces &léments dans le liquide coelomique. Cependant 1'aspect métabolique
restait plus préliminaire, n'ayant pu &tre réalisé que sur une seule espéce
(P. cultrifera) et 2 des stades jeunes. C'est dans 1l'esprit d'une continua-
tion du travail entrepris par FONTAINE que le pré&sent sujet nous a &té
confié,

Nous avons vu antérieurement que 1'élaboration du vitellus résulte
d'une synth&se par les coelomocytes de macromolécules transférées aux ovo-
cytes par l'intermédiaire du liquide coelomique. On pouvait se demander si
un modéle similaire existait en ce qui concerne la synthése des lipides.
Pour aborder une pareille question, l'examen de cinétiques d'incorporation
4n vivo de précurseurs ne donne que des résultats difficilement interpréta-
bles étant donné 1'intrication des voies métaboliques. Nous avons donc réa-
lisé une partie importante de notre travail in'vitno, techniques qui per-
mettent de suivre 1'évolution respective des compartiments cellulaires et

de tester leur capacité de synthése.
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MATERIEL ET METHODES

I - PREPARATION DU MATERIEL BIOLOGIQUE

! - Le matériel biologique

Les deux esﬁéces de Neredldae &tudides ici sont Perninenredis
cultriifera et Nerels diversicofor. La premidre espéce a &té récoltde 3
Luc-sur-Mer (Calvados) alors que la deuxiZme vient de Fort-Philippe (Pas-
de-Calais). Au laboratoire, tous les animaux sont isolé&s. Leur &tat géni-
tal est déterminé par examen microscopique et mensuration, 3 1l'oculaire mi-
crométrique, des ovocytes issus d'une ponction coelomique. Le diamétre
ovocytaire d'un individu est déterminé en faisant la moyenne d'une tren-
taine d'ovocytes. Les Pernineredls cultrifera sont conservées 3 1l'obscurité
2 14°C dans 1'eau de mer filtrée et ne sont pas nourries. Les Nereis diver-

s{colon sont conservées elles aussi dans les mémes conditions, mais 3 4°C.

2 - Séparation des constituants coelomiques

Le contenu coelomique de l'animal est prélevé par ponction
intracoelomique grdce 3 une pipette Pasteur. Il est constitué du liquide
coelomique, des ovocytes et des coelomocytes (&léocytes et leucocytes).

Deux méthodes de séparation de ces différents constituants sont possibles :

lére méthode (PORCHET, 1974) : aprés une premi&re centrifuga-
tion, on a un dépdt constitué par les &léments figurés, le surnageant &tant
le liquide coelomique. Ce dernier est donc recueilli, on fait ensuite quatre
lavages du culot 2 1l'eau de mer suivis 3 chaque fois d'une légére centrifu-
gation et d'un recueil du surnageant. Finalement, on obtient un culot d'ovo-
cytes, les quatre surnageants &étant constitués essentiellement de coelomo-

cytes.

.

2éme méthode : on utilise du Ficoll 7,5 7 dans du tampon
phosphate (50 mM) (pH 7,4) auquel est ajouté du NaCl 33 °%,.

Les cellules sont mises en suspension dans 10 ml de tampon
phosphate en agitant au Vortex. La suspension des cellules est ensuite dis-

posée tré&s soigneusement sur la solution de Ficoll disposée dans un tube



conique. L'ensemble est placé dans un cristallisoir rempli de glace.
& tube

phase des coelomocytes
phase intermédiaire

phase des ovocytes

Fig. 1 : "Séparation du contenu coelomique
dans une solution de Ficoll".
Aprés 10 minutes on obtient trois phases (fig. 1). Chacune est centrifugée pen-
dant ! minute 3 3 000 t/mn. Les trois culots sont repris par du tampon puis
redéposés sur du Ficoll. Aprés 10 mn d'attente, on recentrifuge et &limine
le Ficoll. Ensuite les cellules sont lavées avec du tampon Tris 50 mM +
NaCl 0,15 M pH 7,4.

II - EXTRACTION DES LIPIDES TOTAUX

Protocole expérimental

Coelomocytes et ovocytes sont broyés au Dounce. Le liquide coelo-
mique et les broyats cellulaires sont lyophilisés et pesés avant d'en ex~
traire les lipides.

Les techniques d'extraction des lipides sont trés nombreuses. La
technique de J. FOLCH (1952, modifide en 1957) est la plus utilisée pour
le matériel animal. Il s'agit d'un mélange de chloroforme-méthanol dans les
proportions 2:1 (v/v). Dans ce solvant, le méthanol dénature les protéines
alors que le chloroforme favorise la mise en solution des lipides.

Un certain nombre d'auteurs utilisent le mélange 3 4°C (BARTSCH,
1970 ; KWITEROVICH et af., 1970 ; SUGITA et af., 1974...). Nous avons mani-
pulé 2 cette tempdrature qui empéche 1l'activité des lipases et diminue

1'évaporation du solvant.

Réactifs : Solvant d'extraction : chloroforme/méthanol,
NaCl 9 “%ke.

Extraction : (voir fig. 2).



Fig. 2 :
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" PROTOCOLE D°EXTRACTION. DES LIPIDES TOTAUX
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Chaque extrait sec aprés lyophilisation est placé une nuit,
sous agitation magnétique, 3 4°C dans le systime solvant d'extraction
(20 ml de solvant par gramme de tissu sec). On filtre sur verre fritté
——> Extrait I.

L'insoluble est repris pendant 1 heure dans CHC13/CH30H
(2/1). Cette fois-ci 10 ml par gramme suffisent. On filtre 2 nouveau sur
verre fritté —> Extrait II,

On reprend de nouveau 1'insoluble par le méme solvant puis
filtration —> Extrait III. ~ -

Pour &liminer les substances non lipidiques solubilisées
dans le solvant, les filtrats I, II et III sont rassemblés et subissent
un déphasage selon la technique de FOLCH : on ajoute un volume de NaCl 9 %,
pour cinq volumes de solvant., Le déphasage se fait pendant une nuit 2 4°C.
Les substances hydrosolubles passent dans la phase hydroalcoolique supérieure.

La phase chloroformique renferme les lipides totaux.

III - ETUDE QUALITATIVE DES LIPIDES

Les lipides totaux contiennent deux grandes classes de lipides :

= les lipides neutres (LN) (Monoglycérides, Diglycérides, Triglycérides,
stérols, stérols estérifiés et les Acides Gras...),

= les phospholipides (phosphatidylsérine, phosphatidylinositol, phosphati-~
dylétanolamine, phosphatidylcholine....)

On sépare les LN des autres classes de lipides par les méthodes
de BERTHILLIER, LETOUBLON et GOT (1977) : les lipides totaux sont séchés
sous azote et le résidu sec est solubilisé dans une petite quantité de sol-
vant de FOLCH (1 ml). On ajoute ensuite une grande quantité d'acétone (6 3
8 fois plus). Les phospholipides sont insolubles dans l'acétone et vont
alors précipiter aprés une centrifugation 3 6 000 t/mn pendant 10 mn. On
obtient dans le surnageant les lipides neutres ; le culot est constitué
par les phospholipides. Pour sauvegarder la stabilité des é&chantillons
iipidiques (YEE et al., 1980), le surnageant acdtonique (lipides neutres)
est séché sous azote et stocké 3 4°C. Le culot (phospholipides) est redis-

sous dans le FOLCH et lui aussi stocké sous azote.

| -~ Les différentes classes de lipides neutres

La principale technique utilisée est la chromatographie sur

couche mince (KORTE et CASEY, 1982). Plusieurs points de méthodologie sont
3 examiner.



- choix du solvant,
- localisation des taches correspondant aux différents
lipides neutres,

- jidentification de ces lipides.

- Les plaques de chromatographie

[+

Nous avons utilisé les plaques de Gel de Silice G
(Kieselgel 60, Merck).

Afin de débarrasser les plaques de tout contaminant, on
y fait migrer pendant une nuit le syst@me solvant. Apré&s séchage, on dépo-
se les échantillons. D'autre part, pour activer les plaques on les place 2
1'étuve une heure 2 100°C (BOBBIT et af., 1972).

b - Dépdt _de 1'&chantillon (fig. 3)
L'échantillon est dissous dans le FOLCH. Le dépdt est

effectué 3 1'aide de micropipettes graduées.

K\couvercle

«}— plaque

cuve
e—
dépot

/I—
ll'll ||||||| —— solvant

Fig. 3 : "Plaque de chromatographie avec
les différents dépdts
(dl’ d2, d3, dA); et son empla =

cement dans une cuve de chroma -
1 2 3 4 T
tographie',

¢ = Choix du_solvant

Selon TRAPPE (1940), la série &luotropique des solvants
par polarité croissante, est la suivante :

hydrocarbures légers (&ther de pétrole, hexane, heptane, etc...), cyclo-

hexane, tétrachlorure de carbone, trichloroéthyléne, toluéne, benzéne,

dichlorométhane, chloroforme, &ther &thylique, acétate d'é&thyle, acétone,

n-propanol, éthanol, méthanol, eau.
En faisant des essais avec les quatre solvants soulignés,

on a pu comparer les résultats apr&s révélations des taches et définir le
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mélange de solvants qui donne les meilleurs résultats. D'autre part, 1'ad-
dition de certaines substances entraine une diminution des "trainées" et
améliore les séparations. On a ainsi ajouté l'acide acétique glacial (envi-

ron 1 Z) au mélange de solvant de développement.

d - Révélation des taches

Différentes techniques ont &té mises en oeuvre :
Par vaporisation d'HySO4 3 5 % puis chauffage 3 100°C

pendant 15 mn. .

. Avantage : la coloration des taches se fait différemment.
Ainsi les stérols apparaissent rapidement, sous forme d'une tache rouge vif,
qui devient ensuite violacée.

. Inconvénient : ce révélateur est destructif et les li-

pides sont alors inutilisables apré&s la révélation.

Vapeurs d'iode : les plaques séchées, pour les débarrasser
du solvant qui 1es.i;;;éé;é:.;éét mises dans une cuve saturée en vapeur
d'iode. L'iode se fixe alors sur les doubles liaisons. Les lipides apparais=
sent alors sous forme de taches brunes.

Comme pour l'acide sulfurique la révélation 3 1l'iode est
rapide mais les lipides ne sont plus utilisables pour les analyses ulté-
rieures.

La Rhodamine : ce révélateur a &té préparé selon la méthode
de DELBART (1978)..6;;.;;i&£i;n mére de Rhodamine 6 G 3 50 mg/litre d'eau est
diluée avec une solution de NaOH 4N (1 vol/lvol).

Apré&s pulvérisation et examen des plaques, encore humides,
sous lumiére UV, les lipides neutres apparaissent en jaune. La visualisation
se fait 3 365 nm. Ce réactif n'est pas destructif et est spécifique des 1li-
pides.

Technique de WRIGHT (1971) : on vaporise une solution de
] ml de primuline Eb:i.é.é;;;.iééoéi.d'eau) avec 100 ml d'acétone et d'eau
(4:1, v/v). La visualisation sous UV donne une fluorescence jaune pile ou
bleu pidle ce qui permet de révéler les stérols, les acides gras et les gly-

cérides. C'est un réactif non destructif.

e - Identification des taches

C'est par utilisation de témoins qu'on a pu identifier nos
différentes taches. Ces t&moins sont :
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a-Monopalmitin, Sigma.

Cholesteryl Arachidonate, Sigma.

Dipalmitin (Mixture of 1.2 et 1.3 Isomers), Sigma.
Nonadecanoic Acid methyl ester (C.19), Sigma.

Linoleic Acid (Cis 9-Cis 12-Octadecadienoic Acid), Sigma.

f - Réactions spécifiques

Elles sont réalisées aprés grattage du gel de silice conte-

- nant les taches, et apré&s &lution. Ainsi pour les stérols :

- réaction de LIEBERMAN-BURCHARD : cette réaction caractérise généralement
les stérols possédant un hydroxyle en 3, B-8quatorial et une double liai-
son en 5-6 ; les cétostérols et les stérols saturés donnent le plus sou-
vent une réaction négative. Il y a apparition d'une coloration verte si
1'on ajoute 3 une solution chloroformique d'un stérol un peu de mélange
d'anhydride acétique-acide sulfurique (9:1).

- réaction de SALKOWSKI : aux stérols en solution chloroformique on ajoute
1 volume d'HpSO4 pur. On obtient aprés agitation deux couches superposées :
. couche chloroformique rouge sang : cholestérol

incolore : ergostérol
. couche chloroformique rouge brun
avec une fluorescence verte : cholestérol
rouge intense : ergostérol

Remarque : le solvant d'&lution varie d'un auteur 2 1l'autre., Citons :

BARAUD (1973) qui utilise pour tous les lipides le mélange CHClj/
MeOH/H0 (6,5:2,5:4,5 ;3 v/v/v/). BOLLADE et BOUCROT (1973) utili-
sent le CHC13/Me0H (1:1 ;3 v/v). TURNER et HUTCHISON (1979) utili-
sent le CHC13/MeOH (2:1 ; v/v) pour tous les lipides. C'est ce

dernier solvant que nous avons utilisé.

2 - Les différentes classes de phospholipides

Les phospholipides ont aussi &té séparés par chromatographie
sur couche mince de gel de silice G. Pour la préparation des plaques et le
dépot des &chantillons, voir ce qui a déja été dit pour la chromatographie

sur couche mince des lipides neutres.

a - Systémes solvants

Nous avons essayé initialement plusieurs systémes de sol-
vants @
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. CHCl3/CH30H  (90:10)

. CHCl43/CH30H/H,0 (80:25:4)

. CHC13/CH30H/H20/CH3COOH (60:30:6:1)
mais nous n'avons pas obtenu une bonne séparation de nos différentes taches.
Certains auteurs utilisent d'autres modes de syst@mes pour séparer les phos-
pholipides. Par exemple, SKIPSKI, PETERSON et BARCLAY (1964) utilisent le
mélange CHCl3/CH30H/CH3COOH/H,0 mais dans les proportions (25:15:4:2), par
volume. KORTE et CASEY utilisent le mélange CHCl3/EtOH/H,0/Triéthylamine
(30:34:8235) ; c'est ce dernier syst&me qui nous a semblé le plus adapté

pour notre séparation.

b = Localisation des phospholipides

Pour la localisation des taches on a utilis& les mémes
techniques que pour les lipides neutres 3 savoir :

. Vaporisation d'HyS04 3 5 Z,

. Vapeurs d'iode,

. Rhodamine 6 G.

c - Identification des taches

Comme pour les lipides neutres, ici aussi on a eu recours
2 des témoins :
L~-3 phosphatidylcholine, Sigma.
Phosphatidylsérine pig brain, Sigma.
Phosphatidylinositol pig liver, Sigma.
DL phosphatidyléthanolamine, Sigma.
La-phospﬁatidyl DL glycérol, Sigma.
Lysophosphatidylcholine, Sigma.
Sphingomyéline, Sigma.

IV - DOSAGES

1 - Dosage des protéines

Il existe plusieurs techniques de dosage des protéines, notam-—
ment celle de LOWRY (1951) et celle de BRADFORD (1976).
Pour nos dosages nous avons utilisé& cette deuxiéme technique.
- Principe
I1 s'agit d'un dosage colorimétrique. En effet le réactif de

BIORAD permet le dévelopﬁement d'une coloration bleue en présence des pro-
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téines. Cette coloration est proportionnelle 3 la quantité de protéines
analysée. Par l'utilisation de quantités connues de prot&ines nous avons
pu établir une courbe &talon existant entre les quantités de protéines et

la densité optique lue au spectrophotométre 3 595 nm.

2 - Dosage des phospholipides

Le dosage colorimétrique du phosphore, selon FISKE et
SUBBAROW (1925) a été& adapté par BARTLETT (1959). Il permet d'évaluer la
quantité de phospholipides présents dans les lipides totaux. Aprés avoir
détruit la mati@re organique avec un mélange sulfo-perchlorique, on
transforme 1'acide phosphorique en acide phosphomolybdique, que l'on ré-
duit par l'acide 1 amino-naphtol-4-gsulfonique. Il se développe une couleur
bleue dont l'intensit& est proportionnelle 3 la quantité de phosphore

organique.

b - Dosage_du_phosphore

a - Minéralisation
i;.ééi.ééﬁéééént les phospholipides est gratté puis
chaque tache est &lue par | ml du FOLCH pendant 24 h & 4°C. Aprés centrifu-
gation (6000 t/mn, 10 mn), le sufnageant est alors recueilli et séché sous azo-
te dans un tube pyrex.- Le résidu sec est ensuite minéralisé avec le mélange
H9S04 80 7
HC10, 20 7

et 100 mg d'oxyde de Vanadium pour 100 ml de solution. Pour chaque tube,

s 3 partir de solutions commerciales

on met 0,4 ml du réactif de minéralisation et on chauffe au bec Bunsen 2
80°C environ pendant 40 secondes, en agitant énergiquement pour éviter les

projections jusqu'a 1'émission des vapeurs blanches.
J Jusq p

B - Etude quantitative (Méthode de BARTLETT modifiée)

On homogénéise dans un mortier les &léments suivants :

=~ acide aminonaphtol sulfonique 1
- métabisulfite de sodium 60
- sulfite de sodium 2 par poids
~ molybdate d'ammonium 20

Le mélange est stable pendant plusieurs mois, lorsqu'il est conservé dans

un endroit sombre et sec. Une solution aqueuse est faite 3 partir du mélan-
ge 3 raison de 0,83 g pour 100 ml d'eau distillée. A chaque &chantillon mi-
néralisé, sont ajoutés 10 ml de cette solution et les tubes sont chauffés 2

100°C, dans un bain-marie d'eau bouillante, pendant 8 mn.
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' Aprés refroidissement, la coloration bleue est lue
34 830 nanométres sur un spectrophotomé&tre. Le dosage suit la Loi de BEER
LAMBERT pour des concentrations de phosphore comprises entre 5 et 100 ug.
L'intensité de la coloration est proportionnelle 3 la quantité de phos-

phore contenue dans 1'é&chantillon.

Y - Gamme é&talon

ié.é;éQé.ééélon est réalisée 3 partir du phosphate
- de sodium monopotassique ou dihydrogénophosphate de potassium pur et sec
(KH,PO4) en solution dans 1l'eau distillée 2 raison de 100 pg/ml. On dilue
au 1/5 la solution standard contenant 100 ug de phosphore par ml, et on
préléve les quantités nécessaires pour avoir 0, 5, 10, 20 et 30 ug de phos-

phore pour chaque point de la gamme &talon.

Figure 4 - Dosage du phosphore - Gamme &talon.
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On réalise pour chaque série expérimentale un "blanc",

3 partir de 0,4 ml du réactif de minéralisation et de 10 ml d'eau distillée.

8§ - Expression des résultats et précision de la mesure
Les quantités de phosphore contenues dans chaque classe
de phospholipides sont lues sur la gamme &talon et exprimées en y de phosphore
par y de protéines de 1'échantillonm.
Cette technique permet de doser jusqu'a 50 ug de phos=~

phore avec une précision de 1 7 (BLANCHIER, 1981).
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V - CULTURES CELLULAIRES

1 - Milieu de culture

Deux 3 trois jours avant traitement, les animaux sont isolés
dans de 1l'eau de mer stérile (pour 200 ml d'eau de mer, on ajoute 1 ml de
pénicilline B (500 000 Ul), 2 gouttes de streptomycine G (500 000 UI) et
0,6 ml de polymyxine.

Le milieu de culture est le TC 199 commercial (Eurobio) mo-
difié au laboratoire par SLOMIANNY (D.E.A. 1984). Pour 100 ml du milieu
il faut : . TC 199, pH 7,15 : 8 ml

. Solution saline : 72 ml

. Ovalbumine : 1,6 ml

. Hp0 glucosée (1%.) : 1,6 ml

. Pénicilline (500 000 UI dans ! ml d'eau de mer stérile) :

1,6 ml

2 - Applications

Le ponctionnement des animaux, la séparation des cellules
et la préparation du milieu de culture se font en salle stérile. Les cel-
lules sont alors placées en milieu de culture dans des saliéres. A t = 0,
le précurseur est ajout& au milieu de culture. Apré&s incorporation, les
cellules sont récupérées par centrifugation puis lavées par le milieu de

‘culture froid. Elles sont ensuite lyophilisées et traitées au CHCl3/MeOH

(2:1) pour l'extraction des lipides et l'&tude de la radioactivité.

VI - RADICACTIVITE

L'utilisation d'isotopes marqués présente un grand intérét pour
suivre les processus de biosynth&se des macromolécules. Ainsi dans plusieurs
de nos expériences nous avons utilisé des précurseurs radioactifs :

. Glycérol lac ot plycérol 3H : ce sont des précurseurs spécifi-

ques des glycérides et phosphoglycérides, mais ils peuvent donner lieu 2
une synth&se d'autres types de molécules (stérols, AG, glycogéne...).

. Acide oléique 34 et acide butyrique 14c : ce sont des acides

gras. Ils donnent naissance aussi 3 une synthése de glycérides et phospho-
glycérides par liaison avec le glycérol mais par dégradation ils peuvent

s'orienter vers d'autres voies métaboliques (glucides, proté&ines...).
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. 32p : précurseur de toutes les molécules phosphorylées (phospho-

glyéérides, enzymes phosphorylés, acides nucléiques...).

. Choline JH : c'est un précurseur spécifique de certaines classes

de phospholipides comme la phosphatidylcholine et la phosphatidyléthanolamine.

. Acétate l4C : ce précurseur constitue un carrefour pour plusieurs

voies métaboliques (glucides, lipides et protéines).

. Autoradiographie

Les &chantillons (ovocytes et coelomocytes) sont fixés dans une
solution de glutaraldehyde 2 6 7 pendant 3 heures et post—-fix&s au té&troxyde
d'osmium 2 1 Z pendant | heure. Les solutions sont tamponnées avec du phos-—
phate 0,1 M et une solution de NaCl (2,5 %) est ajoutée pour maintenir une
osmolarité analogue 3 celle de l'eau de mer (950 mOsm). La dé&shydratation
est réalisée par 1'éthanol. Les bains d'oxyde de propyl@ne sont réduits a
2 fois 10 minutes pour réduire les processus de dissolution des lipides.

Pour l'autoradiographie en microscopie photonique, les coupes
semi-fines sont recouvertes d'émulsion Ilford K 5 ou Kodak NTB 3. La durée
moyenne d'exposition est de 15 jours.

Pour 1'autoradiographie 2 haute résolution, les coupes sont réa-
lisées avec un ultramicrotome KLB UM III et traitées selon la méthode de
LARRA et DROZ (1970). L'émulsion photographique utilisée est 1'&mulsion L 4
d'Iflord. La révélation est effectude au microdol X aprés des temps d'expo-

sition variant de 6 3 9 semaines.,



ETUDE QUALITATIVE DES LIPIDES NEUTRES
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ETUDE QUALITATIVE DES LIPIDES NEUTRES

I - RESULTATS CHROMATOGRAPHIQUES (C.C.M.)

Les P. cultrifera utilisdes pour cette expérience ont un dia-

. métre ovocytaire compris entre 100 et 130 um. Apré&s séparation des différents |
compartiments (L.C., ovocytes et coelomocytes), les &chantillons sont lyophi-
lisés, L'obtention et la séparation des différentes classes de lipides neu-
tres se font suivant les techniques indiquées dans le chapitre Matériel et
Méthodes. Pour les trois types de révélations utilisés : H2§O4 5 Z, Rhoda-
mine, vapeurs d'iode, les résultats sont les mémes pour tous les dépdts

(voir figure 5 et photos 1, 2, 3 et 4)., Les types de lipides trouvés sont

(par ordre de R¢ croissant) : Monoglycérides - Diglycérides - St&rols libres =
Acides gras libres - Triglycérides - Acides gras estérifiés (wax esters) et
Stérols estérifiés.

Nous avons fait d'autre part la méme &tude qualitative sur des
animaux miles. Nous avons constaté les mémes classes de LN chez les miles et
les femelles. Chez les mldles 1'étude a &té mende sur deux compartiments :
€léments figurés (coelomocytes et spermatocytes) d'une part et liquide coe-

lomique d'autre part (voir figure 5-1).

II - DISCUSSION

a - Solvant d'extraction

Le solvant d'extraction (FOLCH) que nous avons utilisé
n'est qu'un systéme parmi tant d'autres. En effet les techniques d'extrac-
tion de lipides totaux varient selon les auteurs. BLIGHT et DYER (1959)
utilisent le mélange chloroforme-méthanol-eau (2:2:1). Travaillant sur
1'hémolymphe de Periplaneta americana, BOLLADE et BOUCROT (1973) ré&alisent
1'extraction par le chloroforme-méthanol (3:1) pendant une nuit a 20°C.
KORTE et CASEY (1982) font l'extraction des lipides 2 partir de cultures
cellulaires, en utilisant le syst&me préconisé par FOLCH (1957) :
chloroforme-méthanol (2:1). Quant 3 WIEGAND et IDLER (1982) qui travail-
lent sur les ovaires des truites arc-en-ciel, leur systéme d'extraction

est le tétrahydrofurane-éthanol.



Figure 5-1 - "Sépération sur CCM des différents LN chez le mdle et chez
la femelle"

(a) Témoin cholestérol.

(b) Les différents Lipides Neutres identifié&s dans les
€léments figurés du mile.

(c) Les différents Lipides Neutres identifiés dans les
ovocytes d'une femelle de diam@tre ovocytaire = 130 um.

- Solvant de séparation : Ether de p&trole/Diéthyl é&ther/
acide acétique (80:20:1).

- Réactif de révélation : vapeurs d'iode.
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Figure 5-2 - "Séparation sur CCM des différents LN de Petdineredls cultrigera.
(a) Témoin cholestérol.

(b) Les différents Lipides Neutres identifiés dans le L.C.
d'une femelle de diamétre ovocytaire = 100 pm.

(c) Les différents Lipides Neutres identifiés dans les
ovocytes du méme animal.

(d) Les différents Lipides Neutres identifiés dans les
coelomocytes du méme animal.

- Solvant de séparation : n-heptane/dié&thyl &ther/acide
acétique (75:25:4).

- Réactif de révélation : vapeurs d'iode.

Figure 5-3 - "Séparation sur CCM des différents LN de Perinerels culinifera.
(Séparation 3 1'éther de pétrole).
(a) Témoin cholestérol.

(b) Les différents Lipides Neutres identifiés dans le L.C.
d'une femelle de diamétre ovocytaire : 100 um.

(c) Les différents Lipides Neutres identifiés dans les
ovocytes du méme animal.

- Solvant de séparation : Ether de pétrole/diethyl &ther/
acide acétique (80:20:1).

- Réactif de révélation : vapeurs d'iode.

Figure 5-4 - "Localisation des témoins de référence apris leur migration

sur CCM".

- Solvant de séparation : Ether de pétrole/diethyl &ther/
acide acétique (80:20:1).

- Les témoins &tudiés : (a) SL = stérol libre = cholestérol ;
(b) AG = Acide gras libre = acide linolénique ; (c) AGE =
Acide gras estérifié = acide nonadécanoique méthyl-ester ;
(d) MG = Monoglycéride = acide a-Monopalmitique ; (e) DG = 4
Diglycéride = acide Dipalmitique ; (f) SE : stérol estérifié
cholestérol arachidonate.
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b - Solvant de migration

La place de certaines taches de lipides, sur la plaque
de C.C.M., dépend du solvant de migration utilisé,

Pour le diéthyléther/benzé&ne/éthanol/acide acétique
(40:50:2:0,2), WIEGAND et IDLER (1982) retrouvent les mémes taches que
'ﬁous, seulement, avec ce solvant, la tache des DG est localisée entre les
SL et les AGL. '

Le systéme n-heptane/diéthyléther/acide acétique (75:25:4)
utilisé par KORTE en 1982 subdivise certaines taches en d'autres taches dif-
ficiles 3 identifier. Il s'agit probablement d'isom&res qui ont des Rgf dif-
férents avec ce syst@me de migration. Un tel solvant pourrait cependant ser-
vir comme base 3 des &tudes structurales en chromatographie phase gaz et en
spectrométrie de masse car il donne une résolution tr&s fine.

Dans nos €tudes métaboliques des lipides, nous avons opté
pour le systéme : éther de pétrole/diéthyléther/acide acétique (80:20:1)
(BOBBITT et al., 1972).

c - Matériel biologique

Les sept classes de lipides neutres trouvées chez P.
cultrifera ont également &té retrouvées chez N. diversicolor aussi bien
dans le cas des corps entiers que des contenus coelomiques. WILBERT et
BAYORS (1947) ont travaillé@ sur plusieurs espéces d'Annélides (N. pelagica,
Amphitrnite ornata et Arenicola marina) et nous confirmons leurs ré&sultats.
McLAUGLIN (1971) a trouvé aussi les mémes classeé de lipides neutres chez
E. 4foetida (Oligoch&te). NAYA et KOTAKE (1967) ont détecté& aussi ces lipi-
des chez P, communissima. Enfin, WHEELER (1984) qui travaille sur le corps

gras du Criquet, a retrouvé ces mémes classes de LN.
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ETUDE METABOLIQUE DES LIPIDES NEUTRES

I - ETUDE IN VIVO

Une étude préalable du métabolisme lipidique a &t& réalisée
par FONTAINE (1982) sur des individus jeunes de P. cultrifera.

Une premidre partie de notre travail a consisté 3 &tudier le
métabolisme des lipides neutres chez des animaux dgés de cette méme espéce.
Dans un deuxiZme temps, l'utilisation de 1'acétate nous a permis d'examiner
8'il y a des différences métaboliques &ventuelles résultant de l'incorpora-

tion de précurseurs variés.

Enfin dans un but comparatif, une &tude métabolique a &té ef-

fectuée chez une autre espéce de Néréidiens : N. diversicolor.

1 - P. culirniferna

* Glycérol lac

999995599 %9%9%)

Les animaux utilisés pour cette expérience ont un dia-

métre ovocytaire > 200 um.

. Référence du précurseur radioactif

Glycérol l4c, activité spécifique 120 mCi/mM (C.E.A.).

. Injection

Nous avons utilisé& 12 femelles, Nous avons administré

a8 chacune une dose de 5 uCi.

. Incubation

Les animaux traités sont alors répartis en 4 lots de

3 animaux chacun.

Lots ler 28me 3éme 4&me
Temps .
d'incubation > h 14 h 48 b 6]

. Extraction et séparation des LN

(Voir Matériel et Méthodes).
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. Résultats

Nos résultats sont exposés dans le tableau suivant,

ils sont exprimés en cpm/g de poids sec et en pourcentage.

‘Tableau 1 - Incorporation de glycérol 14C. Evolution de la radioactivité dans
les glycérides en fonction du temps, chez des P. cultrifera de

9 > 200 um.

5h 14 h 24 h 48 h 6]

9

cpm/gs| % |cpm/gs| % |cpm/gs| % |cpm/gs| % |cpm/gg

MG 2800 | 100 7200 | 100 | 81600 | 29 3200 2 0 -

LC | DG 0 - 0 ~ | 123600 | 44 0 - 3200 | 43

TG 0 - 0 - 74400 | 27 ] 124800 | 98 4267 | 57

MG 2611} 74 2857 | 45 3600 | 65 2560 | 100 3909 | 93

OvVO |} DG 706 | 20 2857 | 45 1800 | 33 0 - 273 7

TG 211 6 571 10 120 2 0 - 0 -

MG 55364 | 62 9200 | 66 5778 | 61 5565 | 59 6710 | 49

COE | DG 33818 | 38 4000 | 28 3667 | 39 1913 {20,5 839 | 6

TG 0 - 800 6 0 - 1913 | 20,5f 6206 | 45

Les courbes des pages 26, 27 et 29 traduisent
1'évolution de la radioactivité dans les différents glycérides du L.C.,

des ovocytes et des coelomocytes en fonction du temps.
Liquide coelomique

Par rapport aux animaux jeunes (FONTAINE, 1982) od
il n'y avait aucun marquage des TG du liquide coelomique, chez les animaux
dgés, la radioactivité des TG du LC est faible au départ puis s'accroit 2
partir de 14 h pour chuter entre 48 h et 6 j. Pour les MG et les DG la radio-

activité suit la méme &volution au cours de temps.



Figure 6 - Evolution de la radioactivité dans les différents glycérides de
1'ovocyte de P. cultrifera de 180 um, aprds incorporation de

1'Acétate *C {n vivo.

Figure 7 - Evolution de la radioactivité dans les différents glycérides de
1l'ovocyte de P. cultrifera de ¢ > 200 um, apr&s incorporation de
glycérol 1%C in vdvo.
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Figure 8 - Evolution de la radioactivité dans les différents glyc&rides des
coelomocytes de P. cultrnifera de ¢ 180 um, aprés incorporation
d'Acétate 1* C 4in vivo.

Figure 9 - Evolution de la radioactivité dans les différents glycérides des
coelomocyte de P. cultrifera de ¢ > 200 um, aprds incorporation
du glycérol 1* C in vivo.
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Figure 10 - Evolution de la radioactivité dans les stérols des ovocytes
et des coelomocytes de P. cultrnifera de @ 180 um, aprés

incorporation {n vivo de 1'acétate l“C.
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Figure 11 - Evolution de la radioactivit& dans les différents glycérides
du liquide coelomique de P, culirigera de @ > 200 pm, aprds
incorporation du glycérol 14¢ in vivo,

Ovocytes

Les résultats obtenus chez les animaux 8gés différent
&galement de ceux des jeunes. En effet, chez ces derniers la radiocactivité
des TG croit réguliZrement en fonction du temps (FONTAINE, 1982), alors que
chez les 3gés (fig. 7, page 26), la radiocactivité des TG reste toujours trés
faible.

Coelomocytes

Chez les animaux &gés, les courbes traduisant 1'évolu-
tion de la radioactivité dans les MG et DG présentent la méme variationm au
cours de temps : un taux tr@s important de radioactivité au départ, une chute
rapide 2 14 h puis un taux faible mais constant jusqu'2 6 j. Pour les TG on a
un faible taux de radioactivité@ au départ, puis une progression 3 peu pré&s ré-
gulidre jusqu'a 6 j. Le phénoméne est inverse de 1'évolution des TG des coe-

lomocytes des animaux jeunes (FONTAINE, 1982).
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* Acétate 14C

Contrairement au glycérol, 1l'acétate est une molécule
simple et elle constitue de ce fait un carrefour entre plusieurs voies méta-
boliques et notamment celle des stérols. Les animaux utilisés sont plus jeu-
nes que ceux de 1l'expérience précédente. Leur diamétre ovocytaire est de

180 um et ils sont encore &loignés de la maturité sexuelle.

. Référence du produit radioactif

Acétate l4C. Activité spécifique 94 mCi/mM, solution
aqueuse (C.E.A.).
. Injection

On a injecté une dose de 25 uCi par animal. Le nom-

bre d'animaux utilisés pour cette expérience est de six.

. Incubation

Les animaux traités sont répartis en 3 lots de deux

animaux et incubés dans les mémes conditions (3 jeun et 3 14°C dans 1'eau

de mer).

Lots ler 2&me 3éme
Temps . .
d'incubation 3h 2] 8 ]

L'extraction des lipides et la séparation sur C.C.M.

est la méme que pour le glycérol lac,

. Résu%Eagf
iéé.co&rbes des pages 26, 27, 28, montrent 1'é&volu-
tion de la radioactivité en fonction du temps, dans les trois compartiments,
pour chaque type de lipide neutre.
Pour les glycérides ce sont les TG qui dominent

dans les cellules coelomiques. P
Remarque : Pour un probléme technique, les TG du LC n'ont pas pu &tre analysés.

Pour les stérols, les graphiques montrent que durant
la durée de l'expérience (3h 2 8 j), le taux des stérols libres et estérifiés
s'éléve régulidrement dans les ovocytes. Par contre, le métabolisme des coe~

lomocytes reste assez faible, et les taux des SL et SE évoluent en sens

contraire.



Figure 12 - Evolution de la radioactivité dans les différentes classes de
LN dans le liquide coelomique de N. diversicolor de @ 130 um

aprés incorporation {n vivo de glycérol 3H.
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2 - N. diversicolon

Dans un but comparatif nous avons refait 1'expérience {n

vivo chez N. diversicoloi .(en collaboration avec H. TAKI). Vingt animaux de

diam@tre ovocytaire

130 um ont servi pour cette expérience.

Référence du précurseur radioactif

Glycérol 3H, activité spécifique 2,5 mCi/mM (Radioche-

mical Center Amersham).

de 25 uCi.

des pesées de poids

protéines.

c
P/ ¥

400~

200~

Injection

La quantité de glycérol 3 injectée 3 chaque animal est

Temps d'incubation : 24 h, 4 jours, 8 jours.

Résultats

Pour réduire les erreurs qui pourraient survenir lors

sec, nous avons exprimé& nos résultats en cpm/y de

—_— MG

—- DG
L.c. === TG
e SL




Figure 13 - Evolution de la radioactivité dans les différentes classes de
LN de 1l'ovocyte de N. diversicolor de @ 130 ym, apr@&s incorpo-
ration {n vivo du glycérol 3H.

Figure 14 - Evolution de la radioactivité dans les différentes classes de
LN des coelomocytes de N. diversicolor de ¢ 130 um, aprés incode
ration {n vivo de glycérol 3H.
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Tableau 2 - Evolution de la radioactivité dans les LN, exprimée en pourcen-
tage et en fonction du temps, dans les trois compartiments coe-—
lomiques chez N. divernsicolor (@ 130 pm). Injection de glycérol 3y,

Compart}ments Classes 24 h 4 jours 8 jours
coelomiques
MG 8 1 7
DG 7 0,5 12
SL 5 0,5 12
L.C. AGL 8 2 25
TG 9 1 22
WE 3 30 13
SE 60 65 9
MG 12 9 15
DG 18 28 12
SL 12 10 19
ovo AGL 9 12 13
TG 25 22 22
WE 10 13 10
SE 14 6 9
MG 12 7 10
DG 14 9 22
SL 10 17 9
COE AGL 15 48 13
TG 21 10 8
WE 19 5 24
SE 9 4 14

Dans les ovocytes on remarque que la majeure partie de la
radioactivité se trouve dans les glycérides (MG + DG + TG) soit 49 7 de la
radioactivité de toutes les classes de LN 3 8 j d'incorporation. Ce résul-
tat est comparable 3 celui obtenu chez P. cultrifera. La radioactivité des
stérols est aussi importante. Elle représente 28 7Z. Les AGL et les WE
restent 3 des taux relativement faibles. En ce qui concerne les coelomo-
cytes, le marquage des glycérides 3 8 j est moins fort que dans les
ovocytes (40 7). Contrairement aux ovocytes les lipides complexes comme

les WE et les SE y sont tr&s marqués (24 7 et 14 7 respectivement).

3 - Discussion

* Glycérol l4c
29999399999 . .
L'incorporation de ce précurseur a &té réalisée sur des
P. cultrifera de diamétre ovocytaire supérieur 3 200 um. A ce stade, l'ac-

tivité cérébrale est restreinte (DURCHON et PORCHET, 1971). La caractéris—-
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tique de cette cinétique réside dans le faible taux de synthéses de TG
effectuées par les ovocytes. Ce résultat est tout 3 fait contraire 3 celui
d'animaux jeunes (@ 130 um). Au deld du stade 200 pm, il semble donc que

la phase d'accumulation des réserves triglycéridiques soit terminée. On
note cependant, dans les ovocytes, un taux important de radiocactivité re-
présenté par les MG. Il est possible que cette cat&gorie de lipides puisse
&tre orientée vers d'gutres voies métaboliques, par exemple fournir de
1'énergie 3 l'ovocyte. Celui-ci 3 ces stades (> 200 um) réalise d'abondan-
tes synthéses de mucus (alvéoles corticaux) ce qui explique son accroisse-
ment en volume. Les coelomocytes continuent de réaliser des DG et TG. Ces
produits pourraient servir comme précurseurs aux synthéses des glycé&rophos-
pholipides membranaires. L'épitoquie est marquée en effet par de profonds
remaniements morphologiques, notamment 1'établissement des lamelles parapo-—
diales. Les N. diversdicoforn &tudiées 3 titre comparatif sont des animaux
jeunes, encore soumis 2 une activité endocrine €levée. On constate dans

les grandes lignes une similitude avec le comportement des P. culirifera

de stade physiologique comparable.

* Acétate lde

I EEEEREREEE

Ce précurseur constitue un carrefour métabolique impor-
tant. Dans les lipides, il donne lieu 3 une synthé&se de lipides simples
(glycérides) et de lipides complexes (stérols). Le fort taux de TG marqués
3 partir de ce précurseur confirme les résultats de FONTAINE (1982). La
synthése des stérols 3 partir d'acétate, déj3d signalée par VOOGT (1974)
chez plusieurs Polych&tes et notamment chez N. di{versicolor, se trouve
confirmée ici. Cette derni2re propriété existe &galement chez N. pefagica
(JOYCEA WOOTTON et WRIGHT, 1962). Par contre ces mémes auteurs notent que
le Lumbrnicus terrestrnis (Oligoch&te) est incapable comme les Insectes de
réaliser ses propres synthé&ses stéroliques. Dans la chaine métabolique :
> AG

sont vraisemblablement bloquées entre le squaléne et le stérol. La possibi-

Acétate

> Squaléne —%—> stérols, les transformations

1ité ou 1'incapacité de synth&se des stérols selon les classes d'Annélides
pourrait &tre liée dans une certaine mesure & leur régime alimentaire. Les
vers de terre consomment en général des vEg8taux qui sont riches en phos-—
phostérols alors que les Annélides marins sont souvent carnivores. Chez
ces dernidres, les stérols peuvent avoir une origine endogéne, synthétisés

par 1'animal lui~méme ou par des organismes symbiotiques.



Riniitin L o dhon d TS oA

frowra—-

- 35 -

II - ETUDE IN VITRO

Les résultats du chapitre précédent ont montré que les ovocytes
accumulent les lipides sous forme de triglycérides. D'autre part, FONTAINE
(1984 a, b) avait déja signalé des fluctuations dans la teneur en lipides des
coelomocytes au cours de l'ovogen&se. Ces données ont conduit 3 émettre 1'hy-
pothése que des relations métaboliques pourraient exister entre les coelomo-
cytes et les ovocytes.,

Dans le cas d'une &tude {n v{vo il est naturellement difficile
de dissocier les métabolismes respectifs de deux compartiments cellulaires.
C'est pour cette raison que nous avons abordé ce probléme en envisageant

1'évolution {n vitno.

1 = Incorporation du glycérol 3y

Pour les détails de la technique expérimentale, voir

Matériel et Méthodes.

. Protocole expérimental

L'espdce &tudiée ici est P. cultrnifera de diamdtre
ovocytaire 150 um (donc immature). Apré&s ponction de 10 animaux, les cellu-
les coelomiques sont séparées sur Ficoll. Les ovocytes et les coelomocytes
sont alors prélevés séparément puis mis en culture dans le milieu TC 199
modifié, en présence du glycérol 34 2 raison de 40 uCi/ml de milieu de
culture. Aprés 2 h d'incubation, les cellules sont lavées avec du milieu
de culture froid et remises en culture dans un milieu contenant du glycérol
froid (chasse). 22 heures aprés, les lipides neutres sont extraits et la

radioactivité des différentes classes est analysée.

t=0 t=2h t =24 h
| - Vg2 2220220211 1
1 [IIIIIIII7/IIII| 1
Mise en + précurseur chasse analyse
culture

La méme expérience a &té faite en paralléle mais cette fois-ci sans chasse.

-

t=20 t=24h
1 NN NN NN NN N NN NN NN RN NN NEEEE
| ]IIII7IIIIIIIIIIIlrflflIIIIIIfIIIIIIIIIIIIIFITIIIIIF1
Mise en + précurseur analyse

culture



Figure 15 - Evolution de la radioactivité des différentes classes de LN,
aprés incorporation {n vitro du glycérol 3H dans les ovocytes
de P. cultrnifera de ¢ 150 um.

Figure 16 ~ Evolution de la radioactivité des différentes classes de LN,
aprds incorporation {n vitro du glycérol 3H dans les coelomo-
cytes de P. cuwltrnifera de ¢ 150 um.
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. Résultats

Tableau 3 - Incorporation {n vitro de glycérol par les ovocytes isolés,
en fonction du temps [résultats exprimés en cpm/g frais des
ovocytes].

24 h (avec chasse 2 2 h)
Classes 2h 24 h

cpm/y Z

MG 1077 1833 336 7
DG 1030 1458 336 7
SL 489 1458 336 7
AGL 391,5 1100 288,3 6
TG 5960 30060 2691 56
WE 294 1100 432 9
SE 190,5 366 384 8

Pour les ovocytes maintenus 24 h en présence de précur-—
seur, on constate essentiellement une nette synth&se de triglycérides
(Tableau 3). En pourcentage (fig. 15), cette classe de lipides apparait
prépondérante puisqu'd elle seule elle représente prés de 82 7. Les résul-
tats sont un peu différents lors d'une chasse de 22 heures. Les TG ne re-
présentent plus qu'un pourcentage de 56 7. On constate par contre dans ce
cas une augmentation relative assez nette des WE, SE et AGL.

Dans le cas des coelomocytes, les TG constituent Egale-
ment la classe de lipides synthétisée en plus forte proportion (fig. 16).
Toutefois aprés chasse, les fluctuations en pourcentage sont moins nettes

que dans le cas des ovocytes.

2 - Incorporation d'Acides gras

Aprés avoir &tudié l'incorporation du glycérol, structure
de base de la molécule de glycérides, nous envisageons les modalités d'in-
corporation de deux modéles d'acides gras, l'un 2 courte chaine carbonée :

1'acide butyrique, l'autre 2 longue chaine : l'acide ol&ique.

a - Acide butyrique l4c

L'expérience s'est faite dans les mémes conditions
que pour le glycérol 34, sur P. cultrifera de diamétre ovocytaire 130 um.
Le précurseur radioactif a &té rajouté & raison de 0,2 uCi/ml de milieu de

culture. Les ovocytes et les coelomocytes sont analysés séparément. Trois



Figure 17 - Evolution de la radioactivité des différentes classes de LN,
aprés incorporation de 1'acide butyrique 1%*C {n vitro, dans
les ovocytes de P..cultrnifera de ¢ 130 um.

Figure 18 - Evolution de la radioactivité@ des différentes classes de LN,
aprés incorporation de 1'acide butyrique 1“C {n vitro, dans
les coelomocytes de P. cultnifera de @ 130 um.
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durées d'expérience ont &té &tudifes : 6 h, 12 h et 24 h., Les résultats sont

donnés dans le tableau suivant, ils sont exprimés en cpm/y de protéine.

Tableau 4 - Evolution de la radioactivité en fonction du temps dans les
ovocytes et les coelomocytes de P. cultrnifera de diamdtre
168 um, aprds incorporation {n vitro d'acide butyrique l4C
[résultats exprimés en (cpm/y de protéine) x 103].

Compartiment Classes 6 b 12 h 2% n
coelomique
MG 690 380 240
DG 20 10 10
SL 10 50 60
ovo AGL 10 50 10
TG 30 280 200
WE 40 10 10
SE - - 110
MG 350 560 70
DG 20 270 110
SL 120 50 70
COE AGL 20 30 130
TG 760 500 930
WE - 30 70
SE - - -

b - Incorporation d'acide oléique 34

. L'expérience s'est faite aussi {in vitro sur des P.
cultrifera de diamétre ovocytaire 156 um. Les ovocytes et les coelomocy-
tes sont isolés sur ficoll. La dose radioactive utilisée ici est de
108 cpm/5 ml de milieu de culture. Le protocole expérimental est le méme
que précédemment.

Les résultats sont donnés par la figure suivante.
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Figure 19 - Répartition du taux de radioactivité en pourcentage dans les
différentes classes de LN des ovocytes et des coelomocytes,
aprés 24 heures d'incorporation in vitro de l'acide oléique
3H chez P. cultrifera de diamétre ovocytaire 156 ym.

3 - Discussion

Pour les trois précurseurs radioactifs utilisés dans les
expériences ci-dessus, les ovocytes et les coelomocytes isolés sont capables
d'élaborer leurs propres synthéses de lipides neutres. Des travaux menés
récemment dans notre laboratoire sur une autre espéce voisine (N. diversi-
colon) confirment ces données (TAKI, D.E.A., 1984). .

En ce qui concerne le glycérol 3H, les résultats rejoi~-
gnent 1'étude 4{n v{vo. Les synth&ses les plus importantes s'effectuent
sous forme de TG. Toutefois la totalité& des triglycérides ne constitue
peut-&tre pas la forme de stockage définitif. Dans 1'expérience de chasse,

lorsque 1l'on observe l'évolution des produits synthétisés, les voies
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métaboliques semblent s'orienter vers des synthéses de classes plus complexes
(WE et SE) au détriment des TG. Dans les coelomocytes, le phénom@ne est sem~
blable 3 ce qui se passe dans les ovocytes avec une apparition d'un taux
important de MG au départ, qui chute ensuite en donnant lieu & des synthé-
ses de TG.

L'acide butyrique est intégré non seulement dans la voie

métabolique des lipides mais &galement dans celle des glucides et des pro-

téines :
- 0 ATP PP 0
rR—c? N > R—C¢ oH adlé“ine
[
ox 0 — P — Ribose
acide gras i
o — SH
> AMP

glucides

0 v 0
. 7 V4
Protélne:/:////// CHy — C < R—C

N
S — CoA S — CoA
lipides Acétyl-Coenzyme A

Métabolisme des acides gras, "Biochimie Gé&nérale" (J.H. WEIL, 1979).

Dans les ovocytes, 3 6 h d'incorporation, le taux le
plus important de la radioactivité se trouve localis@ dans les MG. Ceux-ci
chutent ensuite pour laisser apparaitre des TG et des lipides complexes comme
les wax esters (cires) et les stérols. Ces résultats confirment les modalités
de synth&se des glycérides. Or il est intéressant de constater que l'on trouve
les mémes modalitds chez les coelomocytes. Enfin, l'acide oléique 3H a confir-
mé une fois de plus le marquage important des TG dans 1'ovocyte, alors que
dans les coelomocytes ce sont les DG qui semblent synthétis&s surtout 2

partir de ce précurseur.
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III - ETUDE AUTORADIOGRAPHIQUE

Cette E€tude a &té effectuée sur P, culinifera et menée paral-

l2lement 3 la manipulation biochimique.

1 - Résultats

. Evolution ovocytaire {n v.itrho

0060600006000 000s0s00000080000000
’

o 2 h d'incorporation

Le marquage est encore faible. La quasi totalité des
grains d'argent (> 95 %) sont situés au niveau des lobules lipidiques. Prés
des deux tiers des lobules lipidiques présentent déj3 des traces de radioac-
tivité, celles—-ci sont situées le plus fréquemment sur la zone marginale des
lobules. Les Eléments présentant la plus grande densité& de grains d'argent
sont généralement ceux situés dans la zone centrale de 1l'ovocyte.

Les lobules vitellins ne présentent aucun signe de
radioactivité. De tré&s rares grains d'argent sont parfois observés au miveau

de 1'appareil de Golgi.

o 8 h d'incorporation

Prés de 90 7 des traces radioactives sont encore en
relation avec les lobules lipidiques. Les autres grains se répartissent
entre 1'appareil de Golgi, la membrane de l'enveloppe ovocytaire et les
mitochondries (Pl. I, fig. a). Le contenu des lobules vitellins ne présente
pratiquement jamais de traces radioactives. Quand des grains d'argent appa-
raissent associés 3 des lobules vitellins, ils sont toujours localisés au
niveau de la zone corticale de ces &léments et sont vraisemblablement asso-
ciés aux membranes entourant le vitellus.

A ce stade, les coelomocytes présentent E€galement un
marquage important, localisé essentiellement au niveau des lobules lipidi-

ques (Pl. I, fig. b).

o 24 h d'incorporation (dont une chasse de 22 heures)
Globalement les résultats sont analogues au stade
précédent. Pratiquement tous les lobules lipidiques pré&sentent des traces
de radioactivité (Pl. I, fig. d). Ils regroupent 3 eux seuls plus de 80 7
de la radiocactivitd, les autres sites de marquage sont indiqués dans le

tableau suivant :
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Lipides . 80 7
Golgi 4 7
Mitochondries 37

Enveloppe ovocytaire et

membranes cytoplasmiques 817
Vitellus 4
Noyau 0

. Evolution ovocytaire 4in v.ivo

o 24 h d'incorporation
Les résultats sont comparables 3 ceux obtenus dans
1'expérience {n vitno pour une durée &quivalente. La prédominance de la
radioactivité au niveau des lobules lipidiques (Pl. I, fig. c) et son
absence presque totale au niveau des lobules vitellins incitent 2 penser
qu'il n'existe pas de différence fondamentale entre les voies du métabo-
lisme lipidique des ovocytes &voluant in vitho (en absence de coelomocytes)

et ceux &voluant dans l'environnement naturel du liquide coelomique.

o 3 jours d'incorporation
Ce temps long a été réalisé pour voir si un marquage
survenait au niveau des lobules vitellins. Sans étre complétement nul, celui-

ci reste tr@s faible par rapport aux lobules lipidiques.

2 - Discussion

Les techniques biochimiques fournissent une analyse pré-
cise des composés lipidiques mais 2 1'échelle de la cellule n'offrent que
peu de renseignements sur la distribution entre les différents organites.
Pour cette raison, nous avons complété les techniques biochimiques par une
analyse autoradiographique afin de visualiser 2 1'Echelle cellulaire la .
localisation des synth&ses réalisées par incorporation de précurseurs radio-
actifs.

Deux catégories de compartiments cellulaires révélent la
présence de radioactivité. Les lobules lipidiques regroupent entre 80 et
90 ¢ des traces radioactives, ils constituent vraisemblablement le site'
d'accumulation des lipides neutres. Divers types de membranes sont &gale-

ment marqués et paraissent imp.iquées dans la voie métabolique des phospho-

lipides.
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Le métabolisme des lipides neutres n'a &té qu'assez rare-~
ment &tudié en autoradiographie, sans doute par suite des difficultés tech-
niques inhé&rentes 3 l'intervention de solvants dans la préparation des in-
clusions. Le marquage est visualisé initialement au niveau des lobules 1li-
pidiques. Il est donc peu probable que des organites cellulaires soient le
siége de réactions préliminaires de synthése, quoique le rSle du réticulum
ait &té& envisagé au niveau du foie (STEIN et STEIN, 1967a). Il est vraisem—
blable que, comme dans la glande mammaire (STEIN et STEIN, 1967b) le marquage
des lobules s'effectue par addition des lipides synthétis&s aux &léments pré-
existants.

L'incorporation du glycérol s'accompagne &galement d'un
marquage au niveau des divers sites membranaires; notamment la membrane
plasmique, 1'appareil de Golgi, les mitochondries. Le glycérol représente
une voie métabolique directe dans la synthése des phospholipides. En bio-
chimie, ces derniers sont séparés par traitement 3 1'acétone. En autoradio-
graphie ceux-ci sont visualisés et 1l'analyse de 1'incorporation du glycérol
a méme été utilisée pour étudier les sites de biogené&se membranaire (BIBB
et YOUNG, 1974). La signification du marquage de 1l'appareil de Golgi se doit
toutefois d'étre discutée. Si cet organite est bien connu comme site de syn-
thése membranaire, il a &galement €té& &tabli qu'il joue un réle dans 1l'accu-
mulation des triglycérides des cellules intestinales (CLEMENT, 1980) et qu'il
intervient dans les synth&ses de lipoprotéines (STEIN et STEIN, 1967 a, b).
Dans notre matériel, le taux de lipoprotéines ovocytaires est assez important
mais une partie de ce matériel provient vraisemblablement de la vitellogénine
élaborée par les coelomocytes. Or le matériel précurseur du vitellus parvient
directement aux lobules vitellins sans transiter par 1'appareil de Golgi
(FISCHER et DHAINAUT, 1985). Un autre fait laisse 3 penser que leimarquage
golgien par le glycérol résulte des synthéses de phospholipides. La choline
est un précurseur beaucoup plus spécifique des phospholipides et ses moda-
lités d'intégration ont &té précis@es au niveau de divers types membranaires
(FLICKINGER et READ, 1982). Son incorporation dans la zone corticale des
ovocytes (voir chapitre Phospholipides), recouvre celle du glycérol et ca-

-

ractérise des zones riches en membranes.



PLANCHE I

Figure a ~ 8 heures d'incorporation du glycérol 3H dans les ovocytes 4in
vitno. Les grains d'argent se rencontrent dans les lobules
lipidiques (L) et 1'appareil de Golgi (G). Les lobules vitel-
lins ne sont pas marqués. E.Q. : enveloppe ovocytaire,. V :
vitellus, X 10 000.

Figure b - Incorporation du glycérol 3H dans les coelomocytes {in vitro.
Aprés 8 heures d'incorporation, la majeure partie du marquage
est localisée sur les lobules 11pid1ques (L). Les zones riches
en glycogene (gl) ne présentent pas 4' accumulatlon de radio-
activité. N : noyau. X 8 000.

Figure ¢ - 24 heures d'incorporation du glycérol 3H dans les ovocytes in
Vivo. On remarque la prédominance de la radioactivité au ni-
veau des lobules lipidiques (L) et son absence presque totale
au niveau des lobules vitellins (V). AC : alvéoles ccrticaux.
X 7 000.

Figure d - Apré&s 24 heures d'incorporation du glycérol 34 (dont une chasse
de 22 heures) dans les ovocytes {n vitho, le marquage est tou-
Jours localisé au niveau des lobules lipidiques (L). Le vitellus
n'est toujours pas marqué (V). X 9 600.

Figure e - Incorporation de choline 3H (24 heures). Tr2s forte synthdse
par les coelomocytes. X 1 200.

Figure f - Incorporation de choline 3H (24 heures). Marquage localisé dans
la zone corticale de 1l'ovocyte. ZC : zone corticale. X 2 000.
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LIPOPROTEINES

INTRODUCTION

Les résultats du chapitre précédent montrent que les ovocytes
isolés sont capables de réaliser une autosynth&se de lipides, la catégorie
synthétisée en majeure partie &tait celle des TG.

Les coelomocytes synthétisent Egalement des lipides, mais contrai-
rement au cas des ovocytes, ils semblent les relacher 2 court terme dans le
milieu environnant. Plusieurs hypoth&ses peuvent &tre &mises sur le rdle du
liquide coelomique :

. - transfert vers les gamétes,
- métabolisme général,
- utilisation par les tissus somatiques et notamment les
muscles.

Des travaux faits sur d'autres espéces animales (Insectes) (CHINO
et al., 1969), ont montré l'existence de molécules transporteuses de lipides
chez ces animaux. Ces molécules sont de nature lipoprotéique. Aucun travail
dans ce sens n'a &té fait jusqu'3 présent chez les Annélides, ce qui conduit

3 poser une série de questions :

. Existe~t-il des lipides associés aux prot&ines dans le compartiment cellu-
laire et notamment dans le milieu intérieur : le LC ?

. Les coelomocytes considérés comme la source &ventuelle de lipides ovocy-
taires peuvent-ils synthétiser des lipoprotéines ? Celles-ci sont-elles
relichées dans le milieu environnant ? -

. Enfin, les ovocytes sont-ils capables 4n vitro d'absorber les macromolé-
cules synthétisées par les coelomocytes ?

Pour tenter de répondre au moins partiellement 3 ces questionms,
nous avons réalisé plusieurs séries d'expériences, en utilisant les techni~
ques de WHEELER (1984) qui sont bas@es sur la précipitation des protéines

au TCA :



Précurseur * > Echantillon®

1) Sérumalbumine
(s.A.B. 50 ug/ml)
(5 m1/ml d'&chantillon)

2) TCA 20 2
(25 ml/ml d'échantillon)

3) 2 h3aé4°C
! v
g£§cipité*

4) Filtration

5) Lavage du culot protéique
au TCA 10 Z

" 6) Lavage 3 1'eau distillée

/N

. . . . Culot filtrat
Différents Extraction des lipides Drotdique® ————
. . * -
lipides C.C.M, (filtre)
Comptage Comptage
L3 L3 . v :
Radiocactivité
des lipides Radioactivité
4ssociés aux macromoléculaire
protéines

I - ANALYSE IN VIVO DES LIPOPROTEINES RADIOACTIVES
DE COMPARTIMENTS CELLULAIRES

1 = Protocole expérimental

L'expérience est r&alise sur 10 animaux (P. cultrifera de
diamé&tre ovocytaire 190 um. Une dose de 50 uCi de glycérol 3H est adminis-
trée 3 chaque animal. Les vers sont ensuite divisés en deux lots de 5 ani-
maux chacun et maintenus dans les mémes conditions (eau de mer filtrée 3
15°C).

A 24 h d'incubation pour le ler lot d'animaux et 4 jours pour le
deuxiéme, les animaux sont ponctionnés et la radioactivité (totale et ma-~

cromoléculaire) est test@e pour chaque compartiment coelomique :



ovo COE
broyége dans le tampon
Tris 50 mM NaCl 150 mM,
pH 7,4
v . .
broyats Ultracentrifugation > fractions solubles
12 000 t/mn, 1h :
1) S.A.B.
Comptage < L.C. > | 2) TCA 20 7
lavage
v v
Culots protéiques
Radioactivité (filtres)
totale
Comptage
v
Radioactivité
macromoléculaire

2 - Résultats

Les résultats sont donnés par le tableau suivant :

Tableau 5
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3) filtration et

- Evolution en fonction du temps de la radioactivité totale et
macromoléculaire dans les 3 compartiments coelomiques de P.

cultrnifera (@ 190 um) 24 h et 4 j aprds injection de glycé-

rol 34.
Radioactivité Padioactivité
. totale macromoléculaire R* macromol. x 100
Echantillons

R* totale

cpm/Y yA cpm/y yA
LC 24 h 562 44,5 . 14 14,4 2,6
OVO 24 h 88 7,4 23,5 24,1 26,7
COE 24 h 568 48,1 60 61,5 10,5
LC 4 j 449 50,9 10,5 21,4 2,3
ovo 4 j 100 11,3 19,7 40,1 19,7
COE 4 j 333 37,8 18,9 38,5 5,7
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cpm/y

600

Figure 20 - Evolution de la radioactivité totale et de la radioactivité

macromoléculaire dans les trois compartiments coelomiques

de P. cultrifera (@ 190 pm), aprés incorporation {n vivo du

glycérol 3H.



D'aprés ces résultats, on constate que la radioactivité totale
du L.C, est tré&s forte par rapport aux autres compartiments cellulaires. Il
est possible que ceci soit d@ 3 la présence du précurseur non métabolisé
mais ceci est peu vraisemblable notamment pour le temps long de 4 jours.

D'autre part, par rapport aux lipides totaux, les macromolé-
cules lipoprotéiques ne représentent qu'une faible part dans le L.C. Par
contre, elles sont importantes dans les ovocytes ol on trouve 26,7 % de la
radioactivité incorporée sous forme lipoprotéique 2 24 h. Le marquage de ces
macromolécules semble augmenter en fonction du temps dans le L.C. et les
ovocytes. Il diminue par contre dans les coelomocytes, ce qui laisse penser

3 une possibilité de libération de lipoprotéines par ces cellules.,

I1 - SYNTHESE IN VITRO DE LIPOPROTEINES PAR LES CELLULES COELOMIQUES

1 - Protocole expérimental

Cette expérience est faite sur N. diversicolon de 130 um. Au
total on a utilisé 20 animaux. Le contenu coelomique de ces animaux est sé-
paré en ovocytes et coelomocytes. Chaque caté@gorie cellulaire est cultivée
en présence de glycérol 3H 2 raison de 40 uCi/ml de milieu de culture. Le
temps d'incorporation &tudié ici est de 48 heures.

Deux séries expérimentales sont menées en parallé&le afin de

déterminer la radioactivité incorporée dans les lipides totaux et dans les

lipides associés :

0VO | COE 0VO | COE
1) Culture 48 h (gly-3H) 1) Culture 48 h (gly-3H)
2) Analyse des lipides 2) Ultracentrifugation

_ (extraction, CCM, comptage)

\ F.S.0. | F.S.C.

Lipides totaux

1) S.A.B

2) TCA
y

Culots protéiques

3) Analyse des lipides
(extraction, CCM,
comptage)

Y.

Lipides associés
aux protéines




2 - Résultats

Tableau 6
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- Radiocactivité@ des lipides totaux et des lipides associés dans

les ovocytes et les coelomocytes apré&s 48 heures de culture
en présence de glycérol 3H.

Mo+l pe| st | act| ¢ | we | sE
PL
ovocytes | CPR/Y| 7212[ 10,96 4,68 | 3 | 264,48 1,24 0
Lipides 48 h yA 3 4 2 1 89 1 0
totaux coelomocytes] cpu/y| 27 33 31 10 - 1041 5 0
“en z |2 | 3 |3 |1 ] % |1 |o
ovocytes cpm/y| 2 1,54{1,2 { 0,8{ 9,56| 0 0,22
tpides | 480 g i [0 |9 [5 [ e |0 |1
:::téines coelomocytes cpm/y | 4,25 2 1,6111,36 7,401 O 0
48 b 2 {25 |12 |10 | 9 s 1o | o

Tableau 7

- Rapport Lipides associés x 100/Lipides totaux dans les cellu=-

les coelomiques aprés 48 heures de culture en présence de
glycérol 3H.

Compartiment | MG + | no | o | Aqp T¢ | WE |[SE | Total global
coelomique PL
Ovocytes 28 14 25 26 4 0 0 5
48 h
Coelomocytes 5 14 0,7 0 0 1
48 h 16 6 s

Cette expérience réalisée {n vitno confirme la possibilité de

synthdses de macromolécules lipoprotéiques par les cellules coelomiques.

Parmi les classes lipidiques associées aux protéines, on note essentielle-~

ment la participation des TG 2 la fois des ovocytes (62 7) et des coelomo-

cytes (44 7). Toutefois, le pourcentage des lipides associés par rapport

aux lipides totaux se caract&rise dans 1l'ensemble par des valeurs trés fai-

bles, globalement 5 et 1 Z.
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III ~ LIBERATION DES LIPOPROTEINES PAR LES CELLULES COELOMIQUES
DANS LE MILIEU DE CULTURE

1 - Protocole expérimental

L'expérience se décompose ici en plusieurs é&tapes :

- incorporation du glycérol 3H dans 1les ovocytes et les coelomocytes {n
vitno,
- mise sur un milieu de culture froid, des cellules ayant incorporé le

pPrécurseur,

- "release".

L'espéce &tudiée ici est N. diversicolor de diamdtre ovo-
cytaire 130 um. Le contenu coelomique de 15 animaux est séparé en ovocytes
et coelomocytes. Les cellules sont ensuite plac@es séparément sur un milieu
de culture. A t = 0 on ajoute du glycérol 3H dans les milieux de culture 2
raison de 200 uCi/10 ml de milieu. A t = 24 h, les cellules sont récupérées
par centrifugation (6000 t/mn, 5 m,) puis lavées trois fois avec du milieu
froid afin de se débarrasser du précurseur non incorporé. Les cellules coe-
lomiques sont ensuite placées dans un milieu froid et incubées en lieu
stérile. At = 4 h, 24 h et 48 h, des aliquots sont prélevés dans les mi-
lieux de culture des ovocytes et des coelomocytes. La radioactivité macro-
moléculaire ainsi que la radioactivité totale sont analysées comme dans les

expériences précédentes :

précipitation des
protéines au TCA

Milieu > précipité —————> Comptage

\
Comptage
(R* totale)

(R* macromoléculaire)
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2 - Résultats

Tableau 8 ~ Libération de la radioactivité& dans le milieu de culture par
des cellules coelomiques marquées avec du glycérol 3H.

Milieux | Radioactivité Radioastivi?é R* macromoléculaire x 100
de totale macromoléculaire = YA
culture (cpm/y) (cpm/¥y) R7totale

OVO 4 h 6635 2 0,03
OVO 24 h 102 4,6 4,51
OVO 48 h 85 3,6 4,23
COE 4 h 778 11,7 1,5

COE 24 h 2442 138 5,65
COE 48 h 437 39,5 9,04

On remarque que le "relargage" de macromolécules lipo-
protéiques par les ovocytes est trés faible. En effet, seule 4 % de la
radioactivité totale du milieu de culture est sous forme lipoprotéique.

Ce comportement est normal pour des cellules de ré&serves, les lipoprotéines
libérées pourraient provenir d'ovocytes morts ou en mauvais &tat. Par contre,
dans le milieu des coelomocytes, on constate une augmentation constante du
pourcentage de macromolécules marquées. Ces derniéres représentent 3 peu

prés 9 7 de la radiocactivité libérée par les coelomocytes & 48 heures.

IV - INCORPORATION PAR LES OVOCYTES DE MACROMOLECULES SYNTHETISEES
PAR LES COELOMOCYTES

1 - Protocole expérimental

D'apr&s la manipulation précédente nous avons remarqué
qu'il y a une part importante de la radioactivité "relarguée" par les coe-
lomocytes sous forme macromoléculaire. Des ovocytes pourraient-ils incorpo-
rer ces macromolé&cules lipoprotéiques ? c'est 3 cette question que nous
allons tenter de répondre ici.

Cette expérience est effectude sur N. diversicolon ¢

130 pm. Les coelomocytes de dix animaux ont &t& incubés dans 10 ml de
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milieu de culture pendant 48 h en pré&sence de 300 uCi de glycérol 34. Les
coelomocytes sont ensuite enlevés du milieu par centrifugation (6000 t/mn,
10 mn). Pour le débarrasser des petites molécules marquées. et de 1l'excds

de précurseur, le milieu de culture est dialysé contre 1l'eau de mer 2 1 ﬂco
de glucose pendant 48 h. Ensuite des ovocytes sont placés dans ce milieu A
et incubés en conditions stériles 3 15°C. Les ovocytes proviennent du méme
type d'animaux que les coelomocytes de départ. A t = 48 h d'incubation, les
ovocytes sont récupérés par centrifugation (6000 t/mn, 10 mn) puis lavés
trois fois avec du milieu de culture froid. Des fractions solubles (F.S.0.)
sont alors préparées 3 partir de ces ovocytes (voir expérience I, ci-dessus)

Ces F.S.0. sont alors test€es comme précédemment

—> Coex*

1) culture

C — .
oe glycerol 3H Dlalyse

2) centrifugation Milieu de V P %
- ~> Milieu

*
culture* > OV0
ObO

AN
Lipoprotéines™

2 = Résultats

a - Variation de la radioactivité du milieu_de_culture

Avant incubation : 230 200
Aprés incubation : 163 700

b - Radioactivité des fractions_solubles ovocytaires

aprés 48 h d'incubation

(résultats exprimés en cpm/ml de F.S.0.)
34 000

Radioactivité macromoléculaire : 13 000

Radioactivité totale

On remarque d'apr@s ces résultats que les ovocytes sont
capables d'absorber des macromolécules lipoprotéiques. En effet, apr&s 48 h
d'incubation dans un milieu contenant des macromolécules marquées au glycérol
31, 1'ovocyte incorpore prés de 70 7 de cette radiocactivité dont 38 Z reste

sous forme macromoléculaire dans la fraction soluble de l'ovocyte.
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3 - Discussion

Les lipoprotéines sont bien &tudiBes chez les Insectes.
Les travaux de WHEELER (1984) sur les lipoprotéines de 1'h&molymphe de
Locusta migratoria montrent que les lipides sont transportés du corps gras
jusqu'aux muscles du vol, via 1'hémolymphe, essentiellement sous forme de
DG-lipoprotéines. THOMAS (1984) a abouti au méme ré&sultat chez Schisto-
cerca gregaria. Cette forme de transport a été aussi signalée chez Philfo-
samia cynthia par CHINO et al. en 1969,

Chez les autres Invertébrés, la situation est peu connue.
BEIJNINK et VOOGT (1984) ont signalé 1'impossibilité de détecter des lipo-
protéines dans le liquide coelomique de 1'E&toile de mer Asterias rubens.
Chez les Annélides, le probléme des associations lipides-protéines n'est

pas clair. Dans le liquide coelomique (lieu de transfert entre les cellules

‘coelomiques) le taux de lipides parait assez important. Ces lipides totaux

du liquide coelomique représentent jusqu'a 4,7 Z par rapport 3 la masse
totale de matidre sé&che des 3 compartiments coelomiques. L'expérience faite
An vivo (paragraphe I ci-dessus) montre que les lipides associés 2 des pro-
téines par contre sont eux trd&s faibles dans le liquide coelomique. En
collaboration avec BAERT nous avons montré 1'impossibilité de la mise en
évidence de macromolécules lipoprotéiques par fluorographie dans le liquide
coelomique apr@s incorporation de glycérol 3H. Ce probléme se retrouve d'ail-
leurs dans le transfert de vitellogénine (BAERT, 1984). Cet auteur a montré
que la vitellogénine, est toujours en taux trd&s faible, difficilement détec-
table dans le coelome.

D'autre part, la fraction protéique intervenant é&ventuel-
lement dans le transfert de lipides est difficile 2 distinguer de la molé-
cule de vitellogénine qui contient &€galement une partie de lipides. Une
réponse 3 cette question pourrait &tre apportée par utilisation de techni-

ques d'immunopré&cipitation avec des anticorps spécifiques de la vitelline.
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INTRODUCTION A L'ETUDE DES PHOSPHOLIPIDES

Contrairement aux glucides qui constituent une famille de compo-
sés relativement homogéne, les lipides forment un groupe tr&s hétérogéne
de composés, dont les structures sont tr@s différentes. Nous avons divisé
ces lipides en deux familles : la premi&re est formée de lipides simples,
ce sont les Lipides Neutres que nous avons &tudié dans le chapitre précé-
dent. La deuxiZme famille englobe les lipides complexes qui sont repré-
sentés en majeure partie par les phospholipides. C'est cette derniére
catégorie de lipides polaires que nous allons envisager maintenant.

Les phospholipides sont des constituants bien connus des membra-
nes et 3 ce titre, ils jouent un rdle biologique important. Malgré cela,
ils ont encore &té peu &tudiés chez les Invert&brés. Chez les Annélides,
les phospholipides représentent jusqu'a 30 % de l'extrait lipidique de
1'animal (SALISBURY et ANDERSON, 1939). Nous avons effectué une &tude
qualitative et quantitative de ces phospholipides chez les deux espéces de
Polychites : P. cultrifera et N. diversicolon, et ce travail a été complété
par une approche métabolique.

I - ETUDE QUALITATIVE

A cause de 1'insolubilit& des phospholipides dans 1l'acé&tone,
beaucoup d'auteurs préconisent de les séparer par précipitation (voir
Matériel et Méthodes) avant de les analyser en chromatographie. Cette
méthode est peu précise pour une &tude quantitative. En 1982, KORTE et
CASEY ont proposé une nouvelle technique d'analyse qualitative des phospho-

lipides qui ne passe pas par la précipitation 3 1'acétone.

Echantillon

Extraction CHC13/MeOH (2:1)

7

Lipides totaux

C.C.M. solvant spécifique

y -

Différentes classes
de phospholipides
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C'est cette derniére méthode que nous avons utilisée.

1 - Expérience

Deux espéces d'animaux sont utilisées : P. cultrifera
et N. diversicolor. Leurs diamétres ovocytaires sont de 120 pm, 140 um,
180 ym, 190 um et 210 um. Dix animaux de chaque diamdtre ovocytaire et
de chaque espéce sont ponctionnés et leurs contenus coelomiques séparés
en ovocytes, coelomocytes et L.C. Les restes des corps sont aussi gardés
pour analyse.

i Les différents &chantillons sont alors broyés dans 1'eau

distillée et lyophilisés. Les lipides sont ensuite extraits au chloroforme-
méthanol (2:1).

° Chrom§§?g¥§phie
6;é.£ois.1'é;£;action terminée, les lipides totaux
sont récupérés par filtration. Aprés les avoir concentrés par &vaporation
sous azote, des aliquots de chaque extrait (50 ul) sont déposés sur une
plaque de gel de silice afin de séparer les différentes classes de phos-—
pholipides. ‘
. Plaques . Nous avons utilisé les mémes plaques que

pour l'analyse des Lipides Neutres (voir Maté&riel et Méthodes).

. Solvant de séparation . Le solvant choisi pour dé-
velopper notre séparation est celui utilisé par KORTE et CASEY (1982) :
chloroforme~éthanol-eau-triéthylamine (30:34:8:35).

. Révélation des taches . On a utilisé les mémes révé-
lateurs que pour les LN, 3 savoir du HS04 5 %, vapeurs d'Iy et la Rhodamine

(Matériel et M8thodes).

2 - Résultats

Sept classes de phospholipides ont &té mises en évidence,
3 la fois au niveau des ovocytes, des coelomocytes ou du reste du corps
(muscles, téguments). Ces classes ont pu &tre identifies par utilisation
de témoins. Il s'agit de lysophosphatidylcholine,phosphatidylcholine,:
phosphatidylsérine, phosphatidylinositol, phosphatidyléthanolamine’et
phosphatidylglycérol. Une tache toutefois n'a pu &tre déterminée et nous
1'avons désignée sous le nom de tache X (voir figu;e 21). Quant aux liqui-
des coelomiques, leur profil chromatographique est différent de celui des
autres. En général, on y observe la présence de la tache X, de la phospha~-

tidylcholine et de la phosphatidylglycérol. Cependant des fluctuations
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assez importantes ont &t& notées selon la période de récolte, méme 3

1'intérieur d'une méme classe ovocytaire.

N O F.S.
LPC :
PC :
AG
PS :
PI :
x| O Qf =
PG :
PE (::) (:) AG ¢
LN
PI| O @) X
FS :
PS () O
<O O
LPC O O
X O
épdts 55
COE TEMOINS

lysophosphatidylcholine
phosphatidylcholine
phosphatidylsérine
phosphatidylinositol
phosphatidyléthanolamine
phosphatidylglycérol
Acide gras

Lipides neutres

tache inconnue

front du solvant

Figure 21 - Séparation et identification des différentes classes de

phospholipides sur C.C.M.

- Solvant de migration : CHCI3/EtOH/H20/N(Et)3 (30:34:8:35)

- Révélation : Rhodamine.

3 - Discussion

Que ce soit chez P. cultrifera ou N. diversicolon,

1'étude qualitative des phospholipides a donné des résultats analogues en

ce qui concerne les cellules coelomiques. Par contre, le liquide coelomi-

que se caractérise par un nombre de tache plus ré&duit.

D'autres auteurs ont trouvé des résultats semblables aux

ndtres chez divers Invertébrés. POCOCK et al. (1969), sur le corps entier de

N. diversicolorn ont signalé la présence dominante de phosphatidylcholine et
de phosphatidyléthanolamine. McLAUGLIN (1971) qui travaillait sur 1'0Oli-

gochéte Eisenia foetida a trouvé que ce ver contenait trois classes prin-

cipales de phospholipides : phosphatidylglycérol, phosphatidyléthanolamine
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et phosphatidylsérine. Les mémes phospholipides sont trouvés chez Lumbr(-
cus terrestrnls par KREPS ef al. (1963) puis par ROOTS et JOHNSON (1966).

SUBRAHMANYAM (1967) a trouvé les six classes principales de phospholipi-

des chez les Mollusques : PG, PI, PS, PC, PE et la LPC. Les mémes résul-

tats sont trouvés par ESER AYANOGLU (1982) chez les ﬁponges.

Ches les Vertébrés les mémes classes de phospholipides
ont &té trouvées, ainsi DOUGLAS et af. (1984) par utilisation de 1'hexane-
diéthyléther—-Acide acétique (80:20:2) ont pu mettre en &vidence les PG,
PS, PI, PE, PC et la Sphingomy&line chez diverses esp&ces de poissoms.

En utilisant le méme solvant de développement chromatographique que le
ndtre, KORTE et af. (1982) ont signalé aussi la présence de sphingomyé&-
line et 1l'absence de lysophosphatidylcholine dans plusieurs tissus humains.

On remarque donc que la composition en phospholipides
varie peu suivant les espéces ; certaines classes comme la PC, la PE, la

PS et la PI semblent €tre communes 3 tous les étres vivants.

11 - ETUDE QUANTITATIVE

Contrairement aux protéines, il n'existe que peu de techni-
ques permettant de quantifier les phospholipides dans les tissus animaux,
La principale technique est celle préconisée par MACHEBOEUF et DELSAL
(1943), et qui consiste en un dosage du phosphore. Cette technique a ste
reprise par KREMBEL en 1966 puis par BLANCHIER (1981).

Nous avons donc appliqué cette technique en 1l'adaptant 2

notre matériel biologique et 3@ notre procédure de séparation chromatogra-

phique des phospholipides.

Ce dosage est basé sur la transformation des ions phos-
phates en phosphomolybdate et sur la coloration bleue qui se développe en
présence d'un réducteur. La courbe d'étalonnage a &té &tablie 2 partir

d'une solution de phosphate monopotassique.

—— ey s e o e o
"

Les dosages de phospholipides ont &té effectués sur P.
culirnifera. Cinq diamétres ovocytaires différents ont &té analysés (116 um,
140 ym, 180 um, 190 ym et 210 um). Apré&s ponction }es contenus coelomiques
sont séparés en ovocytes, coelomocytes et liquides coelomiques. Par ultra-
centrifugation (110 000 g/16 h) les ovocytes sont séparés en fraction so-

luble (FSO) et en membranes.
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L.C.

A
Animaux 41::::::: Coelomocytes

>
Ovocytes ;——""””———
\>

F.S.O.

L'extraction des lipides et la séparation des différentes
classes de phospholipides sont réalisées comme dans le chapitre précédent.

Les taches de phospholipides sont ensuite prélevées sur
le gel et leur contenu est &lué pendant 24 h par le mélange CHCl3/MeOH
(2:1). Les éluats sont alors séchés sous azote et les résidus secs traités

pour le dosage du phosphore. Nous rappelons ici les &tapes principales :

o s Minéralisation . . .
Résidus secs > Destruction de la matiére organique
+ Réactifs de dosage
v
Lecture de D.O. | < Coloration bleue

Une gamme &talon nous permet alors de passer des densités

optiques aux quantités de phosphore en microgrammes (y).

3 - Résultats
Pour les liquides.coelomiques, les coelomocytes et les
fractions solubles ovocytaires, les résultats sont exprimés en y de phos-
phore par y de prot&ines de chaque &chantillom.
Pour les membranes ovocytaires, les résultats sont don-

nés par rapport au contenu protéique des ovocytes correspondants.
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Tableau 9 - Dosage du phosphore dans les différentes classes de phospholi-
pides dans différents compartiments coelomiques (P. cultrifera)

de diamétre ovocytaire :

116 ym, 140 um, 180 pm, 190 ym et 210 um).

T PPUUR A O U R N

+ : tache révélée en CCM mais non dosable ; - : tache inexistante 1
Taches )
) X LPC PC Ps PI PE PG
Echantillons
LC 9 116 + - -. - - - 0,034
LC ¢ 140 + - - - - - 0,0004
LC ¢ 180 {0,114 - + - - - -
LC ¢ 190 + - + - - - -
LC ¢ 214 | 0,087 - 0,012 - - - -
COE ¢ 116 + + + + + + +
COE ¢ 140 + + + + + 0,002.1073
COE ¢ 180 + + + + + + +
COE ¢ 190 }0,011 + 0,009 + + + +
COE ¢ 210 0,179 + 0,033 + 0,464 0,003 +
FSO @ 116 + + + + + + +
FSO @ 140 + + 0,0034 + + +
FSso ¢ 180 |o0,011 |O0,0281}0,078 | 0,013 0,072 0,119 0,008
FSO ¢ 190 |0,004 {0,002 0,088 {0,003 0,006 0,115 0,002
FSo ¢ 210 |0,018 |0,045|0,175 | 0,051 0,068 0,034 0,014
Mb @ 116 + + 0,000!1 + 0,008.10-3] 0,04 .103 +
Mb § 140 + + + + + 0,006.1073 | +
M ¢ 180 |0,010 + 0,034 |0,004 0,032 0,006 0,002
Mb ¢ 190 | 0,0006 ? 0,008 + + 0,027 +
M ¢ 210 {0,003 |0,019}0,044 |0,008 0,030 0,103 +
Tableau 10 - Dosage du phosphore total dans les différents compartiments coe-
lomiques d'animaux (P. cultrifera) de diamétre 116, 140, 180,
190 et 210 um. [REsultats exprimés en y phosphore/y protéines
et en log 10000 X (y phosphore/y protéines)].
Echantillons | X = y phosphore total/y de protéines Log 10000 X
LC 116 0,034 2,53
LC 140 0,0004 0,6
LC 180 0,114 3,05
LC 190 + +
LC 210 0,099 2,99
COE 116 + +
COE 140 0,002.1073 - 3,7
COE 180 + +
COE 190 0,021 2,32
COE 210 0,679 3,8
FSO 116 + +
FSO 140 0,0034 1,53
FSo 180 0,329 3,51
FSO 190 0,220 3,34
FSO 210 0,405 3,61
Mb 116 10-" -4
Mb 140 0,06 .107" - 1,22
Mb 180 0,088 2,94
Mb 190 ? ?
Mb 210 0,207 3,31
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Figure 22 - Dosage du phosphore total dans les différents compartirents
coelomiques d'animaux (P. cultrifera) de diamétres ovocytai-
res 116, 140, 180, 190 et 210 um. [Résultats exprimés en
log (10%.x) x &tant la quantité en y de phosphore/ y de

protéine).



e

- 64 -

D'aprés les résultats exprimés dans les tableaux et les
courbes ci-dessus, on peut faire plusieurs remarques :

La technique de dosage utilis@e ici n'est sensible qu'a
partir d'une certaine quantité de phosphore. Ceci explique bien 1'impossi-
bilité de doser le phosphore de plusieurs de nos taches (+).

Le liquide coelomique est le compartiment le plus pauvre
en phospholipides quelque soit le stade ovocytaire considéré.

Par contre, les membranes ovocytaires, les fractions solu-
bles ovocytaires et les restes des corps contiennent relativement beaucoup

de phospholipides, surtout chez les animaux dgés (9 180, 190 et 210 um).

4 - Discussion

La relative richesse en phospholipides des membranes et
des fractions solubles ovocytaires, surtout dans les gros diamdtres ovocy-
taires, peut s'interpréter dans le sens des travaux de PORCHET (1974) et
de DHAINAUT (1984).En effet, ces auteurs ont montré que durant 1'ovogenése,
1'ovocyte de P. cultrifera connait beaucoup de transformationms. Il augmente
considérablement de volume et plusieurs syst&mes membranaires s'y dévelop-
pent en relation notamment avec 1'élaboration des alvéoles corticaux. Le
méme phénoméne s'observe chez N. divernsicolon (DHAINAUT, 1969a, 1970b).

Il a été également démontré chez d'autres espdces anima-
les que le taux des phospholipides est directement 1i& 3 la croissance
pondérale de 1l'organe ou du tissu considéré. Par exemple, BLANCHIER (1981j
a montré que dans les gonades (mdles ou femelles) de la seiche, la quantité
de phospholipides augmente avec la maturation. Cet auteur a noté Egalement
des variations saisonniéres qui peuvent &tre en relation directe avec l'ali-
mentation. .

Cette variation du taux de phospholipides apparait aussi
chez les Insectes. DELLA-CIOPPA et af. (1984 a, b) ont montré que chez Leuco-
phaea maderae les phospholipides du corps gras sont sous contrdle hormonal et
varient considérablement au cours de l'ovogenése.

En conclusion, on peut dire que la technique que nous
avons utilisde pour doser les phospholipides chez P. cultrifera a permis
de noter une différence entre animaux jeunes et animaux dgés. Chez ces der-
niers, comme dans plusieurs espéces animales, la synth&se des phospholipides

est lide au déroulement de 1l'ovogenése.
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III - ETUDE METABOLIQUE

L'expérimentation a porté sur les deux espéces &tudiées :
P. cultrifera et N. diversicolor. Deux précurseurs ont &té utilisés : le
32p yu ses larges potentialités métaboliques, la 3H choline lide par
contre 3 une classe bien spécifique.

1 - 32p

a - In vdvo
E?:.&&étmigana, diamétre ovocytaire 140 um).
* Expérience *

At = 0 le précurseur radioactif [32P : concentra-
tion = | mCi, 37 MBq (1 mCi/ml)], est injecté dans le coelome de huit ani-
maux 3 raison de 30 3 50 pCi/animal selon le poids des animaux.

_ Aprés 48 h d'incorporation, les animaux sont ponc-
tionnés, et les contenus coelomiques séparés en liquide coelomique, ovocytes
et coelomocytes. Les cellules coelomiques sont alors broyées dans 1l'eau dis-
tillée. Un dosage de protéines est réalisé pour les 3 compartiments qui sont
alors lyophilisés et dont le contenu lipidique est extrait. Ces extraits,
aprés filtration, sont séché&s sous N7 puis repris par le mélange CHCl3/MeOH
(2:1). La séparation, le développement et la révélation des différentes
classes phospholipidiques sont faits suivant le proc&dé indiqué dans le
chapitre "Etude quantitative". Les gels contenant les différents phospho-
lipides sont alors grattés et leurs contenus &lués dans le FOLCH. Aprés

24 h d'élution, la radioactivité de chaque tache est testée.

* Résultats *

Tableau 11 - Radioactivité des différentes classes de phospholipides aprés

48 heures d'incorporation de 32P dans les ovocytes, les coelo-

mocytes et le liquide coelomique de P. cuztniéena (@ 140 um).
[Résultats exprimés en (Cpm/y de proté&ine)x10°].

Taches Ovocytes Coelomocytes Liquide coelomique

X 30 182 10
LPC 20 130 0 .

PC 90 520 40
PS 20 120 30
PI 16 60 26
PE 70 380 v 24
PG 30 70 14
Total 276 1462 144
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Aprds 48 h d'incorporation du 32P on remarque que
c'est au niveau des ;oelomocytes qu'il y a le plus de marquage. La PC et
la PE sont les taches les plus radioactives. Le liquide coelomique est
peu marqué. Globalement le 32p s'incorpore selon un rapport assez faible
dans les phospholipides. Ceci pourrait résulter d'une compétition s'exer-
¢ant entre les diverses voies métaboliques : acides nucléiques, protéines,

phospholipides, etc...

b - In vitho
L'expérience s'est faite sur P. cultrifera de diamé-
tre ovocytaire 130 pm. Pour les références du produit radiocactif, voir

1l'expérience {n v4vo.

* Expérience *

12 animaux sont ponctionnés et leurs contenus coe-
lomiques séparés en ovocytes et coelomocytes. Les cellules isolées sont -
mises en culture en présence du 32p 3 raison de 60 uCi/ml de milieu de
culture, .

Remarque : Vu que le précurseur est dans une solution acide dilué 2 pH 2-3,
on a d ajuster le pH de nos milieux de culture jusqu'd pH 7 avec une solu-
tion de NaOH N/100.

Nous disposons alors de 3 lots :

(a) ovocytes seuls,

(b) coelomoéytes seuls,

(c) coelomocytes + ovocytes.

Aprés 48 heures d'incorporation, les cellules sont
récupérées et séparées de leurs milieux de culture par centrifugation
(3000 t/mn pendant 5 mn). Puis, elles sont relavées deux fois par un milieu
de culture froid afin d'éliminer le précurseur non incorporé. Les ovocytes
et les coelomocytes cultivés ensemble (c), sont s&parés sur ficoll. Toutes
les cellules sont ensuite broyées dans 1l'eau distillée. Un dosage de protéi-
ne est alors effectué sur les différents homogénats cellulaires, lesquels
sont ensuite lyophilisés et traités pour 1l'extraction et la séparation par
CCM des différentes classes de phospholipides. La radioactivité de chaque

tache est testée de la méme fagon que dans l'étude 4n v.ivo.
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Figure 23 - Répartition de la radioactivité, en pourcentage, dans les diffé-
rentes classes de phospholipides chez P. cultrifera (@ 130-140 um)
48 h aprés incorporation du 32P in vivo (a, b, c) et in vitro (d, e).
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* Résultats *

Tableau 12 - Radioactivité des différentes classes de phospholipides, aprés
48 h de culture des ovocytes et coelomocytes de P. cultrifera
(# 130 u) en présence de32P. [Résultats exprimés en (Cpm/y de
protéine)x103].

Taches | OVOCytes Ovoczszz ;:itlves Coelomocytes | Coelomocytes cultivés
seuls coelomocytes seuls avec les ovocytes
X 40 40 60 100
LPC 40 40 60 30
PC 280 210 1280 530
PS 30 40 80 20
PI 50 40 20 30
PE 180 170 470 110
PG 30 60 90 50
Total 650 600 2060 870

Comme dans 1'étude .{n vivo, on retrouve un métabo-
lisme plus important dans les coelomocytes que dans les ovocytes. L3 aussi,
dans ces deux types de cellules, les classes les plus marquées sont la PC
et la PE. On note aussi qu'il n'y a pas de différences notables entre les

ovocytes isolés et ceux associds avec des coelomocytes.

a - In vivo

La cinétique d'incorporation a &té réalisée chez des

N. diversicolon de diamétre ovocytaire 130 um.

* Expérience *

Le précurseur radioactif est la choline 3H (radio-
activité spécifique 78 Ci/mM). La quantit& injectée est de 20 uCi 3 30 uCi/
animal selon le poids des animaux. Pour chaque temps d'expérience : 2 j, 4 j
et 7 j, un lot de 5 animaux est utilisé.

Aprés injection du précurseur, les animaux sont pla-
cés dans 1'eau de mer 3 4°C. A chaque temps d'expérience, les lipides sont
extraits et la radiocactivité des extraits lipidiques totaux est testée sans
séparation en CCM, &tant donné que la choline constitue un précurseur spé-

cifique des phospholipides dominants : PC et PE.
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* Résultats *

Tableau 13 = Evolution de la radioactivité& lipidique dans les ovocytes,
les coelomocytes et le liquide coelomique, apr@s injection
de 1a choline 3H chez des N. divernsicofor de ¢ 130 um.
[Résultats exprimés en cpm/Y].

Echantillons 2 jours 4 jours 7 jours
Ovocytes 6,1 11,5 27,6
Coelomocytes 41,3 90 51,7
L.C. 7,2 14,4 16,6
cpm/y
100+

ovo-

:)-t

Figure 24 - Evolution de la radioactivité lipidique dans les ovocytes, les
coelomocytes et le L.C., apr@s injection de la choline 3H chez
des N. diversicofor de @ 130 um.
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Comme dans 1'étude avec le 32P, le taux de radio-
activité le plus fort se localise toujours au niveau des coelomocytes.
Contrairement aux fractions lipidiques des ovocytes et du liquide coelo-
mique, oll la choline s'incorpore régulidrement jusqu'a 7 jours d'expé-
rience, dans les coelomocytes on note un accroissement de la radioactivité
entre 2 et 4 jours puis une chute 2 7 jours. Cette chute pourrait s'expli-
quer par une possibilité de libératiom, par les coelomocytes, du matériel
synthétisé,

b - In vitho

* Expérience *

20 animaux (N. diversicofor ¢ 130 um) sont ponction-
nés et leurs contenus coelomiques séparés en ovocytes et coelomocytes. Les
cellules coelomiques isolEes sont ensuite mises en culture en présence de
la choline 3H 2 raison de 30 uCi/ml de milieu de culture. A t = 24 h, les
cellules sont récupérées et séparées de leurs milieux de culture par cen-
trifugation (3000 t/mn pendant 10 mn). Ensuite, elles sont lavées avec du
milieu froid. Les ovocytes et les coelomocytes sont alors broyés séparément
dans 1'eau distillée. La radioactivité et le contenu protéique sont alors
analysés comme précédemment., L'extraction des lipides totaux est faite

aprés lyophilisation des différents broyats cellulaires.
* Résultats *

Tableau 14 - Radioactivité lipidique et cellulaire apr&@s 24 heures de cultu-
re des ovocytes et des coelomocytes de N. diversicolor ¢ 130 um
en présence de la choline 3H. [Résultats exprimés en cpm/y].

. Radioactivité Radioactivité R* lipidique x 100
Echantillons cellulaire lipidique R* cellulaire o
Ovocytes 4345 374,33 8,6

24 h ’ ’
Coelomocytes 8419 2302, 40 27,3
24 h .
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Figure 25 - Radioactivités lipidique et cellulaire aprés 24 h de culture
des deux types de cellules coelomiques isolés, en présence

de la choline 3H.
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Des travaux récents ont &té effectués par ALONSO et al.

(1984) sur des ovocytes d'Amphibiens. En cultivant ces ovocytes, en présence
du 2-34 glycérol-3 phosphate, ces auteurs ont montré que les ovocytes mfirs
incorporent beaucoup moins de radioactivité& dans les fractions phospholi-
pidiques que les ovocytes jeunes. Ce résultat est inverse de celui obtenu
chez les Néréidiens. En effet chez ces derniers, 1'abondance des phospho-
lipides pourrait s'expliquer par la prolifération intense des systdmes
membranaires que connait 1l'ovocyte 3 des stades avancés de l'ovogenése.

y | En conclusion, on peﬁt dire que chez les Polychétes, les
cellules éoelomiques isolées sont capables de synthétiser leurs propres
phospholipides, comme c'est le cas des lipides neutres. Comme chez plusieurs
espéces voisines, plusieurs facteurs pourraient jouer sur ce métabolisme li-
pidique (température environnante, alimentation, hormone....) mais ce der-

nier point reste encore 3 préciser.

¢ - Etude autoradiographique {n vitro

L'incorporation a été effectuée {n vitho, 3 la fois

sur des ovocytes de P. cultrifera et de N. diversicolox.

o 3 heures d'incorporation
Le marquage est trés faible 3 tous les niveaux de

1'ovocyte. Il montre que pour cette durée d'incorporation les synthéses

sont encore trés limitées.

o 24 heures d'incorporation

Qvocytes : le marquage est localisé essentiellement
dans la zone corticale (Pl. I, fig. f), zone particuliérement riche en mem—
branes : réticulum, appareil de Golgi. Quelques grains d'argent sont obser-
vés au niveau des lobules lipidiques mais ce marquage est négligeable comparé
3 celui obtenu par incorporation du glyc&rol. Les lobules vitellins ne pré-

sentent aucun marquage.

Coelomocytes : par rapport aux ovocytes, ils se ca-
trerrer T REYYY
ractérisent par un marquage intense (Pl. I, fig. e). Ces données confirment

les données biochimiques relatives & l'importante activité métabolique de

ces cellules.
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3 - Discussion

Comme pour les lipides neutres, 1'étude métabolique des
phospholipides a nécessité l'utilisation de pré&curseurs radioactifs (23p,
choline 3H).

Pour le 32P, dans les deux expériences (in vivo et in
vitno), le taux le plus fort d'incorporation est situé au niveau des deux
classes de phospholipides : PC et PE. Le taux de radioactivité incorporée
est assez faible. Ceci pourrait s'expliquer par un phénoméne de compéti-
tion entre plusieurs voies métaboliques notamment celles des acides nucléi-
ques et des protéines.

Pour la choline 3H, les résultats biochimiques et autora-
diographiques révélent une activité de synth&se 3 la fois dans les ovocytes
et dans les coelomocytes. Dans les ovocytes, une partie du marquage est ob-
servée au niveau des sites de synth&se de membrane tel 1'appareil de Golgi,
ceci confirme l'interprétation donnée 3 ce niveau par le marquage du glycé-
rol 3H.

Les coelomocytes se caractérisent par des synth@ses-beau-
coup plus intenses que celles des ovocytes. Ces données posent le probléme
de savoir si les phospholipides &laborés sont uniquement engagés dans la
voie du renouvellement membranaire ou si d'autres catégories de phospholi-
pides sont &galement synthé&tis@es. Dans cette optique, on peut envisager
que les protéines exportables des coelomocytes (et notamment la vitellogé-
nine) pourraient se trouver ainsi visualisées.

Chez les Invertébrés, les travaux relatifs au métabolisme
des phospholipides sont assez rares et surtout inféodés aux Arthropodes.
THOMAS (1984) a montré chez Schisfocerca gregaria une incorporation rapide 4n
vitho du glycérol 14c dans la fraction phospholipidique (40 %), le reste dans
les lipides neutres. De méme DELLA CIOPPA et af. (1984 a, b) chez Leucophaea
maderae, ont montré que la PC représente 58 7 du total des lipides phospho-
rylés de cet Insecte. Ces auteurs ont montré que chez des femelles adultes
1'hormone juvénile induit une augmentation rapide de la synth&se des phos-
pholipides, 2 partir d'une incorporation de choline 14c, Cette synthése
s'accompagne d'une stimulation de la sécrétion de vitellogénine pér le
corps gras.

Chez le crabe Carcinus maenas (CHAPELLE et al., 1982),
1'éthanolamine SH est incorporée dans deux classes de phospholipides : PC

et PE. Ce métabolisme est influencé par la température.
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CONCLUSION

Les lipides constituent une classe importante des réserves éner-
gétiques destinées 3 1'embryon. Au cours de 1'ovogendse, 1'ovocyte en accu-
mule une quantité considérable qui finit par représenter 40 Z du résidu sec.

Les dosages effectués par FONTAINE (1984 a), ont montré que chez
P. cultrifera, il existe un balancement entre la teneur en lipides des ovo-
cytes qui s'accroit 3 l'approche de la maturité sexuelle et celle des coe-~
lomocytes. En ce qui concerne les cat@gories de lipides, les acides gras
augmentent considérablement dans les ovocytes contrairement aux glycérides
(MG, DG et TG) qui diminuent 2 partir de 180 um.

Une étude comparative de 1l'&volution lipidique au cours de la ga-
métogendse chez les Invertébrés est délicate car les travaux sur les lipides
sont relativement peu nombreux et surtout beaucoup d'entre eux ont porté sur
la composition globale du corps sans distinguer d'une fagon plus précise les
différents compartiments. Outre les travaux de FONTAINE (1982, 1984 a, b),
WILBER et BAYORS (1947) ont trouvé des taux &levés en AG chez plusieurs
espéces de Polych&tes. McLAUGLIN (1971), CERBULIS et TAYOR (1969) ont si-
gnalé &galement 1'importance des lipides neutres chez les Oligoch&tes. Enfin
chez les Insectes, GILBERT et CHINO (1965) puis GILBERT (1967) ont noté que

dans le corps gras,'98 % des lipides neutres sont des TG.

L'étude métabolique que nous avons réalisée sur des animaux 3
différents stades de l'ovogenése a montré que les animaux jeunes ont une
capacité de synthése des lipides supérieure 2 celle des animaux &gés. En
effet, chez les premiers (¢ < 180 um), les synthé&ses, & partir de précur-
seurs tels le glycérol et 1'acétate, s'orientent vers la forme de TG. Par
contre chez les ovocytes igés, les synthé&ses sont trés faibles et 3 ces
stades avancés de 1'ovogendse (# > 200 pm), les produits synthétisés sont
surtout localisé&s au niveau du liquide coelomique. ’

La complexit& du milieu intérieur et 1'interrelation entre les
différents compartiments coelomiques ne permettent que faiblement d'analy-
ser la part jouée dans ce métabolisme par chaque type de cellule. Par une
étude 4{n vitno en présence de différents précurseurs (glycérol 34, acide

butyrique 1“C, acide oléique 3H), nous avons pu &tudier le métabolisme des
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ovocytes et des coelomocytes isol&s. Chacun de ces deux types cellulaires

est capable de réaliser ses propres synthéses de 1ipides neutres. L'incor-
poration du glycérol 3H montre que les synth&ses s'effectuent essentielle-
ment sous forme de TG aussi bien dans les ovocytes que dans les coelomocytes.
Avec 1'acide butyrique !%C, la forme finale de synthése des lipides neutres
(TG) est obtenue plus rapidement chez les coelomocytes. Par contre en partant
de 1'acide ol&ique 3H et pour le méme temps d'expérience, c'est au niveau des
ovocytes qu'on rencontre le plus de TG marqués.

L'orientation des voies métaboliques vers la forme de TG, déji
signalée chez l'ovocyte en expérimentation {n vivo, se vérifie donc aussi
in vitro.

Ces résultats biochimiques ont &té confirmés par les expériences
autoradiographiques. En effet 1'incorporation du glycérol %H se traduit par
une accumulation de radioactivité@ au niveau des lobules lipidiques (85 %),
par contre les lobules vitellins ne deviennent pas radioactifs.

On sait que chez beaucoup'd'espéces animales il existe un trans-
fert de lipides. Ce transfert entre les sites de synth&ses et les sites
d'utilisation s'effectue en général par l'intermédiaire de macromolécules
lipoprotéiques. Nous avons cherché 3 savoir si un tel syst2me existe chez
nos animaux. Deux résultats sont apparemment en contradiction : (a) des
ovocytes, placés sur un milieu de coelomocytes, sont capables d'absorber
des macromolécules ; (b) le taux de lipoprotéines dans le liquide coelomique
est trés faible (2 2 3 %). A vrai dire ce dernier point n'est pas signifi-
catif, la vitellogénine élaborée par les coelomocytes (BAERT, 1985) est
également relachée 3 un taux extrémement bas dans le liquide coelomique.
Elle constitue pourtant la voie unique d'approvisionnement hétérosynthéti-
que. Cependant ces deux voies métaboliques (protéines, lipides) sont diffé-
rentes. En effet, les ovocytes sont ;apables d'autosynthétiser des lipides
alors que la vitellogénine représente la seule source de vitelline. D'autre
part, le taux de lipides libres étant &levé dans le liquide coelomique,
1'absorption de macromolécules pourrait dans ce cas ne représenter qu'une
voie métabolique annexe. '

Nous avons abordé, dans la derniére partie de notre traQail,
1'analyse d'une autre famille de lipides, les phospholipides. Les résultats
obtenus par les dosages ont montré que les cellules coelomiques d'animaux

4gés sont beaucoup plus riches en phospholipides que celles des animaux

jeunes.
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Nous avons suivi 1'&laboration de ces phospholipides {n vivo et
An vitno par 1l'utilisation de la choline 3H et du 32P, Les phospholipides
synthétisés appartiennent 3 deux classes prédominantes : phosphatidylcho-
line et phosphatidyléthanolamine. Dans ce cas précis, les coelomocytes in-
corporent plus de radioactivité@ que les ovocytes. Ce résultat a été confirmé
par autoradiographie. Les phospholipides synthétisés sont liés en partie 2
des processus de renouvellement membranaire. C'est ainsi que dans les ovo-
cytes l'autoradiographie visualise de la radiocactivité au niveau de la
zone de prolifération notamment 1l'appareil de Golgi. Toutefois pour les coe-
lomocytes ce processus, vu son intensit@, ne représente vraisemblablement
pas l'ensemble des synthé&ses. Il est plausible que le marquage traduise, au
moins en partie, la synth@se de vitellogénine &laborée par cette catégorie
cellulaire et dont on sait que la molécule renferme des phospholipides
(BAERT, 1985).

En fait, ce travail méme s'il contient des points qu'il sera né-
cessaire d'approfondir, constitue une base pour analyser 1'influence de
1'hormone cérébrale sur les synth&ses lipidiques et préciser son mode d'ac-
tion au niveau des coelomocytes.

La connaissance du processus de transport des lipides a beaucoup
progressé chez les Insectes ces dernilres ann€es. Il serait intéressant de
poursuivre cette &tude afin d'élucider ce problime chez les Annélides. La
nature et le réle des molécules stéroliques constitueraient aussi une voie

intéressante de recherche.
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