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INTRODUCTION

Depuis les travaux de Durchon (1948) il est connu qu'il existe une
régulation endocrine des processus de gamétogenése. Cette activité endocrine
du cerveau est importante pendant la phase juvénile puis décrofit progressi-
vement jusqu’d s'annuler 4 1l'approche de la reproduction des animaux (Hauen-
schild, 1955 ; Durchon, 1978). Les cellules neurosécrétrices du cerveau éla-
borent wune hormone inhibitrice qui agit & la fois sur le germen et sur le
soma. D'apreés les travaux d'Hauenschild (1956) et Boilly-Marer {1962), cette
hormone n'est pas spécifique de 1’espéce.

Durant les dernidres années, un certain nombre de données relatives
au conditionnement hormonal ont été acquises dans divers domaines des réqu-
lations métaboliques.

Pour ne prendre que quelques exemples, la corticogenése apparait
clairement 1inhibée par une activité cérébrale importante : l'ablation du
cerveau {Dhainaut, 1984b) ou la réduction de son activité a 1'approche de la
maturité sexuelle (Dhainaut et Porchet, 1977b) se traduisent par une abon-
dante prolifération d’alvéoles corticaux. Dans le domaine des synthéses nu-
cléaires, l'absence d'hormone entraine une modification nucléolaire (Bertout
1973) et engendre une chute des synthéses de RNA (Caner, 1981). Dans le do-
maine de la vitellogengse, les études autoradiographiques aprés incorpora-
tion de leucine tritiée ont montré une chute de la radicactivité dans les
lobules wvitellins (Dhainaut et Porchet, 1977b). Toutefois, dans le cas des
processus de vitellogenése hétérosynthétique (Baert, 1986), les relations
apparaissent moins directes et des recherches sont effectuées actuellement
pour élucider les mécanismes contrdélant les synthéses de wvitellogénine au
niveau des coelomocytes.

Dans ce travail nous nous sommes plus particuliérement intéressé au
processus de régqulation des synthéses lipidiques survenant au cours de l'o-
vogendse. A 1la suite des travaux de Caner (1981), de Fontaine (1982) et de
Belhamra (1985), un certain nombre de données (voir paragraphe suivant)
concernant le métabolisme des lipides ont 4té acquises a la fois au niveau
des ovocytes, des coelomocytes et du liquide coelomique. Toutefois, ces
analyses ont été effectuédes uniquement au cours de l'ovogenése naturelle. Le
travail qui nous a été confié a consisté a aborder ce probléme sous 1'angle
expérimental, que ce soit par ablation de cerveau ou addition de sécrétions
cérébrales au milieu de culture. Dans le cadre de ce travail, un chapitre

préliminaire fera tout d’abord une mise au point sur nos connaissances




La premiére partie du travail expérimental a été consacrée a 1'étude
du métabolisme des lipides neutres, celui-ci étant étudié par incorporation
de glycérol tritié. Cette étude a été effectuée a la fois in vivo et in vi-
tro chez N. diversicolor et P. cultrifera.

La seconde partie a été consacrée aux phospholipides. Leur métabo-
lisme élevé avait intrigué au cours de travaux antérieurs (Belhamra, 1985).
Par incorporation de 32p-phosphate et de 3H-choline, nous avons pu préciser
la signification physiologique de ces synthéses et nous avons recherché si
ce métabolisme était réqulé par 1'hormone cérébrale.

Enfin, la troisiéme partie a été consacrée a l'analyse des acides
gras par chromatographie en phase gazeuse. Nous avons recherché si des dif-
férences significatives dans la teneur en acides gras se manifestaient entre
les cellules témoins de 1l'ovogenése naturelle et des gamétes ayant évolué en
absence d'hormone cérébrale.



Données sur les connaissances actuelles relatives

aux lipides des Néréidiens

Par opposition a d’autres Invertébrés et plus particuliérement aux
Insectes (Thomas et al., 1966 ; Mayer et Candy, 1967 ; Wlodawer et
Lagwinska, 1967 ; Thomas et Gilbert, 1968, 1969 ; Chino et al., 1969 ;
Imboden et al., 1987...) et aux Crustacés  (Shiek, 1969 ; Farkas, 1973 ;
Tret'yak et Limarenk, 1977 ; Chapelle et al., 1975, 1976, 1977, 1979 ;
Brichon et al., 1980), assez peu d'études ont été faites sur les lipides des
Néréidiens. Les investigations réalisées ont été effectuées au cours de
1’ovogenése naturelle. Les analyses ont porté sur chacun des compartiments
du milieu coelomique : coelomocytes, ovocytes.et liquide coelomique.

Les coelomocytes

Le premier, Fontaine (1982) s’intéresse aux lipides neutres et aux
acides gras des coelomocytes de P. cultrifera au cours de 1'ovogenése. Dans
ces cellules, le taux des stérols et des triglycérides augmente quand s’ef-
fectue la maturation des gamétes. Au contraire a ce moment les stérols esté-
rifiés diminuent. La teneur en acides gras libres, importante en début de
1'ovogenése, diminue & 1'approche de la maturité génitale. Monoglycérides et
diglycérides ne présentent que peu de variations.

Dans les stérols estérifiés des ceolomocytes, le taux d'acides gras
saturés s’accroit au cours de 1'évolution génitale. La longueur des chaines
carbonées d'acides gras augmente également dans les triglycérides des coelo-
mocytes.

Toujours chez P. cultrifera, Belhamra (1985) s'est intéressé au
métabolisme des 1lipides neutres et phospholipides. En utilisant différents
précurseurs (glycérol *H, acide butyrique *4C, acide oléique *H), il a mon-
tré qu’en culture, les coelomocytes isolés sont capables de réaliser leur
synthése de lipides neutres, représentée essentiellement par des TG.

Dans les coelomocytes, sept classes de phospholipides ont été trou-
vées a différents stades de 1'ovogenése (Belhamra, 1985). Ces phospholipides
sont les suivants : lysophosphatidylcholine, phosphatidylcholine, phosphati-
dylsérine, phosphatidylinositol, phosphatidyléthanolamine, phosphatidylgly-
cérol et un élément "X" inconnu. L'étude métabolique des phospholipides a




été effectuée en utilisant comme précurseurs du phosphate et de la choline
marqués (Belhamra, 1985). Aprés incorporation de phosphate, 1'essentiel de
la radioactivité est retrouvé au niveau des PC, PE et PI. Chez N. diversico-
lor une intense incorporation de choline 3H est observée au niveau des coe-
lomocytes. La baisse progressive de radioactivité observée a partir du 4éme
jour aprés l'injection peut laisser envisager la possibilité d’'une libéra-
tion de phospholipides dans le milieu intérieur.

Le liquide coelomique

Au cours de la maturation chez les femelles de P. cultrifera, le
liquide coelomique est caractérisé par une diminution des mono et diglycéri-
des, ainsi que les acides gras libres. Il s’'enrichit par contre en sérols et
en TG. Les stérols estérifiés constituent rapidement une fraction constante
et importante (30 ¢ des lipides neutres) du liquide coelomique (Fontaine,
1982).

Quatre acides gras sont particuliérement inportants quel que soit le
lipide neutre étudié : 1'acide palmitique (16:0), 1l'acide stéarique (18:0),
1'acide oléique (18:1), l'acide vaccénique (18:1 vacc). En fonction de 1l'é-
tat génital, les acides qras libres insaturés augmentent de pourcentage.
Dans le domaine métabolique, 1'étude cinétique réalisée par Belhamra (1985)
montre 1'existence d’'un pic de triglycérides radiocactifs 24 heures aprés
1'injection de glycérol *H ; ce pic pourrait résulter d'une libération d'é-
léments synthétisés par les coelomocytes.

Les ovocytes

Chez P. cultrifera, le dosage global des lipides ovocytaires (Caner,

1981) montre que par rapport au taux de protéines, le stockage des lipides

se ralentit 4 l’approche de la maturité sexuelle (Fig. 1). Fontaine (1982) a
ensuite entrepris une analyse spécifique de ces lipides. Il a montré qu'au
cours de 1'ovogendse il n'y a pas de changement qualitatif dans la composi-
tion lipidique des ovocytes. Sept classes de lipides neutres sont toujours
rencontrées : monoglycérides, diglycérides, triglycérides, acides gras
libres, acides gras estérifiés, stérol libres et stérols estérifiés.

En fin de stade 1 (vitellogenese), les triglycérides représentent
1'élément majeur de lipides neutres (77 ¢ en poids). Pendant 1la phase de
croissance rapide et & la maturité ovocytaire (stades 2 et 3), le taux des
différentes'classes lipidiques varie sensiblement (Fontaine et al., 1984a).
En résumé, il contate :



- une augmentation constante du taux des acides gras,
- une augmentation au stade 2, du rapport des stérols libres et des
mono et diglycérides suivie d’une diminution de ce rapport au moment

de la maturité ovocytaire, ,

- une diminution constante du taux des triglycérides et des stérols
estérifiés.

A noter que les résultats de cet auteur sont exprimés en pourcentage
de la fraction lipidique neutre, ce qui ne prend pas en compte l’'évolution
des autres constituants cellulaires (protéines, glucides, acides nucléi-
ques). Or, la proportion de ces derniers varie au cours de l'ovogenése
(Caner, 1981) ; il est donc difficile d'évaluer dans ces conditions la
croissance effective des différentes classes de lipides.

Le métabolisme de 1'acylglycérol dans les ovocytes a été suivi
(Fontaine, 1982) en étudiant in vivo 1'incorporation de deux précurseurs :
glycérol 24C et acétate *4C. Dans les deux cas, Fontaine observe une syntha-
se importante des TG dans les ovocytes. Cette accumulation des TG pourrait
résulter de deux processus :

1 - synthése directe & partir des éléments du liquide coelomique,
2 -~ Capture des triglycérides synthétisés par les coelomocytes et relachés
ensuite dans le milieu coelomique.

Récemment, la mise en évidence d’'une autosynthése des lipides neu-
tres par les ovocytes de P. cultrifera a été démontrée par Dhainaut et
Belhamra (1986). Dans cette étude biochimique et autoradiographique, des
ovocytes isolés sont incubés dans un milieu de culture contenant selon les
cas du glycérol >H, de 1'acide butyrique 3H ou de 1'acide oléique 2*<C. Les
TG représentent la principale classe de lipides synthétisés ; les autres
classes (stérols, acides gras, wax esters) deviennent aussi radioactives a
un moindre deqré. Le marquage des TG est beaucoup plus important avec le
glycérol et 1'acide oléique qu'avec l'acide butyrique. Enfin, par autoradio-
graphie, il a été démontré que les TG synthétisés sont localisés au niveau
des gouttelettes de lipides du cytoplasme, les lobules vitellins n'apparais-
sent pas marqués.
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MATERIEL ET METHODES

I - MATERIEL BIOLOGIQUE
Deux espéces de Nerels ont &té utilisées pour cette &tude : Nerels

diversicolon et Perineredls cultrifera. La premidre espéce est récoltée aussi
bien & Petit-Fort-Philippe (Nord) qu'd Luc-sur-Mer (Calvados), la deuxidme
uniquement 3 Luc-sur-Mer. Au laboratoire les N. diversicolor sont placées

dans la chambre froide 3 4°C dans l'eau de mer. Les P. cultrnifera sont conser-

-

vées 3 1l'aquarium 3 une température variant entre 12°C et 15°C.

II - METHODES

]I - Séparation des constituants coelomiques

A l'aide d'une pipette Pasteur effilée, le contenu coelomique
.des animaux est prélevé par ponction intracoelomique. Le contenu coelomique
est ainsi récupéré puls mis dans un tube & hémolyse et placé au froid dans
la glace. Une centrifugation & 5 000 g pendant 5 minutes permet d'obtenir um
surnageant : le liquide coelomique et un culot constitué de coelomocytes et
d'ovocytes. A 1l'aide d'une seringue, on préldve le liquide coelomique.

Pour la séparation des ovocytes des coelomocytes, trois méthodes

sont utilisées.

a - Technique de Porchet (1974) : le culot coelomique est mis
en suspension dans de l'eau de mer. Apré& centrifugation, le surnageant est
recueilli, Cette opération est répétée trois ou quatre fois. Les surnageants
issus des centrifugations successives contiennent les coelomocytes, Le culot
recueilli 3 la fin de la dernidre centrifugation est constitué d'ovocytes.,

Les différentes centrifugations se font 3 4°C.

b -~ Le culot coelomique est mis en suspension dans du tampon
phosphate 50 mM, pH 7,4 et du NaCl 3 33 °%,. Une filtration de l'ensemble 3
travers une toile de nylon dont le diam@tre des pores est de 30 3 40 um permet
de séparer les ovocytes des coelomocytes. Ces derniers, ne dépassant pas un

-

diamétre de 30 um passent seuls 3 travers les pores du tamis.



¢ = Du ficoll 3 5 7 mélangé 3 la solution tampon phosphate
précitde est mis dans un tube conique plaéé sur de la glace., Les cellules
coelomiques mises en suspension dans la solution tampon sont déposées soi-:
gneusement sur la surface de la solution de ficoll. Les ovocytes sédimentent

les premiers au fond du tube.

2 - Techniques expérimentales

2.1, Techniques chirurgicales

2.1.1, Anesthésie

Réalisée par immersion de 1'animal dans une solution

i 0,5 %o de Ms222 dans l'eau de mer.

2.1.2. D&cérébration
Les décérébrations ont &té pratiquées selon la
méthode mise au point par DURCHON (1952). Aprés anesthésie, le prostomium est
réséqué.
2.1.3. Transection
Les animaux sont sectionnés transversalement dans
la région médiane du corps. Chacun des deux fragments est isolé dans un réci-
pient d'élevage. Les ovocytes et éoelomocytes de la région postérieure ne sont

-

plus soumis & 1'action de l'hormone cé&rébrale tandis que la région antérieure

-

continue d subir 1'influence endocrine du cerveau et sert de témoin.

2.2, Techniques de culture

2.2.1, Milieu de culture

@ e e 0 0 s 0c e 000000

I1 s'agit du milieu TC 199 commercial (Eurobio) mo=

difié. Pour préparer approximativement 100 ml de milieu on a :°

TC 199 (pH 7,4) 10 ml
Solution saline 90 ml
Ovalbumine 2 ml
Penicilline 2 ml
Eau giucosée 2 ml

Préparation de la solution saline : pour un litre de solution :
NaCl : 18,33 g ; KC1 : 0,35 g ; CaClp 2H0 : 1,34 g ; MgCly 6H20 :
11,84 g : NaS04 : 4,42 g ; NaHCO3 : 0,22 g ; glucose : 11,11 g

Solution glucosée : | g de glucose pour 1000 ml d'eau de mer stérile.



Avant la mise en culture cellulaire, les animaux
sont isol&s au minimum 4 jours dans de 1'eau de mer stérile en présence d'anti-
biotiques (en solution mére par addition de 5 ml d'eau de mer stérile par flacon)
Pour 100 ml d'eau de mer : 0,5 ml de Pénicilline B (500 000 UI)
0,3 ml de Polymyxine
1 goutte de Streptomycine (500 000 UI)
Les incubations cellulaires (ovocytes + coelomocytes) sont généralement effec-

tuées dans 5 ml de milieu en boites de Pé&tri a 15°C.

2.2.3. Méthode de mise en culture des cerveaux et préldvement
des sécrétions hormonales
Le milieu de culture est le méme que celui utilisé

pour les ovocytes et coelomocytes.

Apr&s décérébration des vers, les cerveaux sont mis
sur un papier filtre posé sur une grille et placés dans une boite de culture
contenant du milieu TC 199 (Eurobio) modifié. Le temps de mise en culture des

cerveaux est de 3 ou 4 jours,

cerveaux

papier filtre

grille

milieu de culture

Apr&s l'incubation, le milieu de culture récupéré
est testé sur des cultures de spermatocytes pour tester l'activité de ses
sécrétions cérébrales.

Le milieu est ensuite stocké & -70°C jusqu'ld son

utilisation pour 8viter sa dégradationm.
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2.3. Techniques biochimiques

2.3.1. Dosage des protéines
La technique utilisée est celle de BRADFORD (1976).
La quantité de protéines est déterminée par le réactif Biorad. Le S.A.B.

(serum albumin bovin) sert de gamme étalon.

2.3.2. Extraction des lipides totaux

1 Systémes solvants

De nombreux systémes solvants polaires-non polaires
(isopropanol-chloroforme, &thanol-éther, méthanol-hexane, méthanol-benzéne,
éthanol~-toluéne) ont &té proposé@s dans la littérature. Les modéles les plus
usuels pour l'extraction des lipides tissulaires ont &t& mis au point par
FOLCH et af. (1957) et BLIGH et DYER (1959). Les deux méthodes sont semblables
sauf que la dernidre prend en compte la teneur en eau de 1l'E8chantillon.

La méthode de FOLCH et al. (1957) utilise le sol-
vant chloroforme-méthanol 2:1 (v/v) avec 20 ml de solvant par gramme de tissu
sec.

La méthode de BLIGH et DYER (1959) utilise un sol-
vant CHCl3-MeOH-H,0 (2:2:1) avec 25 34 50 ml de ce solvant/g de poids. Habi-
tuellement 3 un rapport 50 ml:lg, 1'&tape de réextraction n'est pas nécessaire.

A noter qu'il est difficile d'obtenir une extraction
compléte des lipides des tissus déji lyophylisés.

Les étapes de purification varient selon les m&tho-
des utilis@es. L'eau ou les solutions salines (CaCly, MgCly, NaCl, KCl ...)
sont utilis@es comme systémes de lavage. La quantité@ additionnée au milieu
d'extraction est importante. Les solutions aqueuses de lavage entrainment la
majorité des contaminants non lipidiques. Cependant, elles peuvent extraire
certains lipides, gongliosides et ceramides, certains phospholipides comme
1'acide phosphatidique, PS, PI et PE et il faudra tenir compte de ce paramétre
pour 1'analjse des phospholipides.

t Stockage des é&chantillons aprd@s purification

I1 est souvent nécessaire de stocker les &chan-

- tillons jusqu'au moment de leurs analyses. Des précautions doivent &tre obser-
vées pour &viter la détérioration et 1'oxydation si les échantillons sont
stockés,

1- L'extrait lipidique doit &tre stock& dans un solvant ou le syst&me solvant.

La conservation sous forme de résidu sec n'est pas recommandable.
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2- lorsque l'auto-oxydation constitue un probl&me majeur, par exemple pour
1'analyse des acides gras (ol les doubles liaisons sont sensibles & 1'oxy~
dation), un préservateur tel que 2,6 ditert-butyl-p-crésol (0,005 %) doit
étre additionné au solvant.

3- Les échantillons doivent &tre stocké&s 3 1l'obscurité& et 3 basse température.

4~ Enfin, pour diminuer 1'oxydation, l'échantillon sera conservé sous azote.

I Protocole expérimental
Les cellules sont broyées au Dounce. Pour l'extrac-
tion des lipides totaux, nous avons choisi une modification de la technique de

FOLCH, LEE et SLOANE-STANLEY (1957). L'homogénat cellulaire est mélangé dans

12 volumes de chloroforme-méthanol (2:1). Au bout de 30 minutes, la suspension

est centrifugée et le liquide surnageant est séparé. Le solvant est agité pen-

dant 3 minutes avec une solution aqueuse 3 9%, de chlorure de sodium (0,2 V/

1 V). Cette opération est nécessaire pour &liminer les sels minéraux et autres

impuretés entrainées par le solvant polaire. L'@mulsion est alors centrifugée ;

la phase aqueuse supérieure qui renferme les impureté&s non lipidiques est &li-

minée tandis que la phase chloroformique inférieure renfermant les lipides est

8vapOrée & sec sous azote.

2.3.3. Séparation des lipides neutres des phospholipides
Aprés séchage des lipides totaux sous azote, le

résidu sec est solubilisé& dans | ml de liquide de Folch. A cette solution
sont ajoutés 8 ml d'acétone, une centrifugation de 1'ensemble (4 000 t/mn)
pendant 10 mn donne un culot formé par les phospholipides insolubles dams
1'acétone. Les lipides neutres sont solubilisés dans le surnageant. Afin
d'éliminer toute trace de lipides neutres pouvant contaminer le culot phos-
pholipidique, deux lavages successifs 3 1'acétone suivis chacun d'une centri-
fugation sont réalisés. Lipides neutres et phospholipides sont séchés & sec
sous azote puis repris par une petite quantité de solvant "Folch". Les &chan-

tillons sont ensuite stockés 3 -20°C jusqu'3d leur analyse.

2.3.4. Séparation des différentes classes de lipides
Différentes méthodes ont &té proposéés pour séparer
les lipides par chromatographie sur couche mince (CCM) : RANDERATH (1984) a
utilisé des plaques de gel de silice. Ces plaques sont lavées avec du méthanol-
acide chlorhydrique concentré (9:1) avant leur utilisation. Pour isoler les
triglycérides, il avait utilisé le systéme solvant hexane-diéthyléther-acide
acétique (90:10:1). La fraction partielle (MG-DG-AGL et stérols) est séparée

des phospholipides en plagant la méme plaque dans le diéthyléther.



12

BISERTE (198C) a employé le solvant de migration
éther de pétrole-é&ther €thylique-acide acétique (90:10:1). On observe alors une
excellente séparation des lipides neutres, alors que les phospholipides demeu-
rent au point de départ. v

FREEMAN et WEST (1966) ont utilisé deux systémes
solvants utilis@s successivement pour la séparation des lipides neutres.
ler systéme : Diéthyléther—~benzé&ne~&thanol-acide acétique (40:50:2:0,2 V/V/V/V)
28me systéme : Diéthyléther-hexane (6:94 V/V)

a) Séparation des différentes classes de lipides

Lors de notre &tude, nous avons préféré utiliser
comme systéme solvant : Ether de pétrole-diéthyléther—-acide acétique (80:20:1
V/V). Des plaques chromatographiques de gel de silice G (Kieselgel 60, Art
11 845, Merck) sont utilis@es comme support de séparation des classes de
lipides.

Aprés saturation de la cuve chromatographique par
le solvant, on y place la plaque et on laisse le solvant migrer pendant une
nuit afin d'éliminer tout contaminant.

Le dépdt de l'&chantillon sur la plaque est =zitué
3 2 cm de sa base. A 1l'aide d'une micropipette 100 & 200 ul de solvant sont

déposés soigneusement sur la ligne de départ du gel de séparation.

Identification des taches
Grdce 3 des lipides témoins, nous avons pu iden-
tifier les différentes taches sépar&es aprés migration du solvant. Ces témoins
sont :
. a-Monopalmitin, Sigma
. Diplamitin (mixture of 1-2 and 1-3 isomers), Sigma
. ll-eicosenoic acid 997, Sigma
. Arachidonic acid (5, 8, 11, l4-eicosatetraenoic acid), Serva
. Nonadecanoic acid methyl ester, Sigma
. Linoleic acid (Cis 9 - Cis 12 - octad&cadienoic acid), Sigma
. Cholesteryl arachidonate, Sigma
. Triacylglycerols (Tristearin25 7, Triolein 25 Z, Trilinolein 25 7%;

Trilinolenin 25 %), Sigma

Révélation des taches

® e s ceo0 00 cc0sssr et eseasn

Dans notre travail, nous avons utilisé deux

méthodes de révélation :
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1= Saturation en vapeur d'iode. L'iode se fixe sur les doubles liaisons et

les lipides prennent une teinte brune.

2~ Pulvérisation des plaques 3 la rhodamine (1 V de rhodamine 6G 2 50 mg/litre
additionné d'l V d'une solution de NaOH 4N). L'examen des plaques se fait
sous lumidre UV (365 nm). Cette deuxilme technique présente l'avantage de

ne pas étre destructive des lipides révélés.

b) Séparation des différentes classes de

phospholipides

Les techniques sont les mémes que celles concer-
nant les lipides neutres. Le seul changement porte sur le systéme solvant
constitué comme suit : chloroforme-éthanol-eau-triéthylamine (30:34:8:35 V/V/
V/V). Ce systéme solvant a &té utilisé par KORTE et CASEY (1982).

Identification des taches de phospholipides
Les témoins commerciaux utilisés sont :
. L-a-phosphatidylinositol, Sigma
. L-a-lysophosphatidylcholine, Sigma
. L-o-phosphatidyl-L-serine, Sigma
. L-a-phosphatidyl-DL-glycerol, Sigma
. L-a-phosphatidylcholine/sphingomyeline, Sigma

2.3.5. Séparationm

a) Préparation des méthyl esters d'acides gras

Lorsque les lipides totaux ont &té extraits
(voir chapitre : Extraction des lipides totaux), le résidu sec de ces lipides
est traité de fagon 3 ce que les acides gras soient transformés en leur méthyl

esters préts 3 &tre injecté&s en chromatographie en phase gazeuse (GLC).

a) Saponification

La préparation des acides méthyl estérifiés
est faite directement 3 partir du ré&sidu sec de 1'extrait lipidique. 5 ml d'une
solution KOH/CH30H 2N sont ajout&s 3 ce résidu sec. L'ensemble est porté i une
température de 80°C pendant 3 heures.

Dans ces conditions nous obtenons des acides
gras sous forme de savons solubles dans l'eau et du glycérol & l'état libre.
Pour séparer les acides gras de 1'insaponifiable, nous procédons a un dépha~
sage par addition d'eau et d'&ther. Ce mélange se sépare en deux phases :

~ phase éthérée contenant l'insoponifiable,

- phase aqueuse renfermant les acides gras sous forme de savons.
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L'acidification de la phase aqueuse par de 1'HCl suivie d'un déphasage par
addition d'@ther permet d'avoir les acides gras dans la phase &thérd@e. Cette

derniére phase est séchée et méthanolysée par la suite.

B) Méthanolyse
. Les acides gras sous leur forme de savons
sont repris par une solution : CH30H/HyS04/CgHe (100:5:5 V/V/V). L'ensemble
est porté 3a 70°C pendant 3 heures. Un déphasage par addition d'heptane permet
d'obtenir les acides gras méthyl est&rifiés dans la phase heptanoique.

Cette technique servant 3 obtenir les acides
gras méthyl esté@rifiés a &té utilisée par LEE et PUPPIONE (1978) pour extraire
les acides gras des glycérides et des phospholipides. Souvent nous avons préfé-
ré passer directement par la méthanolyse sans avoir accés 3 la saponification.

Pour la purification des méthyl esters ainsi ob-
tenus, une chromatographie sur gel de silice permet de séparer ces méthyl
esters d'acides gras des autres contaminants.

Une plaque de gel de silice est tout d'abord
placée dans une cuve saturée en solvant de migration (benz&ne) afin de la
nettoyer. Aprés migration du solvant pendant une nuit, la plaque est activée
d 110°C pendant 10 minutes.

L'échantillon de méthyl esters d'acides gras est
placé sur la ligne de départ du gel de séparation.

Aprés migration dans le benz@ne, la plaque est
pulvérisée 3 la rhodamine et la tache correspondant aux acides gras méthyl
estérifiés est repérée grice 3 l'utilisation de témoins. Le gel de silice
renfermant cette tache est mis dans l'heptane. Apré&s centrifugation de 1l'en-
semble (3 000 g pendant 10 minutes), le surnageant est récupéré alors que le
gel de silice subit deux autres lavages suivis d'une centrifugation chacun.
Les surnageants issus des trois centrifugations sont additionnés entre eux.
Cette derniére solution renfermant les méthyl esters d'acides gras est alors
préte 3 &tre inject@e en G.L.C.). La quantité injectée est de l'odre de quel-
ques pg d'acide gras qui, dans notre cas est comprise entre 0,5 et 5 ul de la

solution heptanolque finale.

b) Chromatographie des méthyl esters d'acides gras

La chromatographie en phase gazeuse est la plus
utilisée pour la séparation des acides gras.
Sur le chromatogramme, ces acides gras sont iden-

tifiés par comparaison de leur distance de rétention (relative ou absolue) i



celle d'acides gras d'&chantillons biologiques connus ou de standards de com-
merce. Les analyses ont été faites dans le laboratoire du Pr Fournet (Bitiment
C 9 de Biochimie).

Etude quantitative des acides gras

La quantité de chacun des acides gras contenus
dans 1'échantillon est déterminée gréce 3 l'utilisation d'un témoin dont la
quantité est connue. La hauteur de chacun des pics sur le chromatogramme est
proportionnelle 3 la quantité respective de chaque acide gras. Si la quantité
"t" du témoin utilisé@ correspond 3 une hauteur h, de son pic, celle d'un acide

gras donné correspond a la hauteur h, telle que :

X‘tth
he

X = quantité de l'acide gras injectée.

Ceci est valable dans le cas ol on n'a pas de
saturation en acides gras.

Nous avons aussi travaillé avec des chromatogra-
phes auxquels est associé un intégrateur. Ce dernier nous donne 1'intégrale
de la surface de chacun des pics sortant sur le chromatogramme. I1 nous suffi-
ra donc de faire la somme des intégrales des différents pics et d'en dé&duire
1'importance relative de chaque acide gras. Par cette méthode, on peut facile-
ment calculer la quantité injectée d'un acide gras donné en faisant la compa-
raison avec le témoin utilisé,

La chromatographie liquide 3 haute performance
(HPLC) est l'une des méthodes servant 3 séparer les acides gras des lipides

neutres et des phospholipides.

Caractéristiques de 1 appareil utilisé

* o s 0 e s e se s 00

Chromatographe : Girdel série 300

Colonne : capillaire - CP sil 0,32 mm de diamétre intérieur
Xx 25 m

Gaz vecteur : Helium (Pression d'entrée : 0,5 Bar)

Température : 120°C 3 240°C, 2°C/mn

2.3.6. Spectrographie de masse
Cette technique nous a servi pour déterminer des
acides gras non identifiés apr&s passage sur G.L.C.
Le spectrographe de masse permet de convertir la
molécule du méthyl ester d'acide gras i déterminer en un.certain nombre de
fragments identifiables. Le spectre donne les masses de la molécule ionisée

et de ses fragments.
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C'est par couplage d'une colonne capillaire impré-
gnée de silicone OVIOI (0,3 mm x 25 m) au spectre de masse Riber-Mag 10-10
(énergie d'ionisation 70 ev) que les analyses sont effectuées.
Les conditions chromatographiques sont les suivantes :
- température du détecteur et de l'injecteur : 220°C.
- gradient de temp&rature : 120°C 3 240°C 3 3°C/mn
- gaz vecteur : Hélium 3 0,05 Bar
Des répertoires de références permettent de donner

~

la nature de la molécule & partir du spectre de masse.

2.3.7. Techniques de radioactivité

a) Isotopes utilisés
Ce sont : glycérol [3H]
choline [3H]

Phosphore [32p]

- [1¢3)-3H] glycérol (Radiochemical Center Amersham ; radioacti-
vité spécifique 2,5 Ci/mM. Dans une solution d'éthanol (5 ml)
= 5 mCi (185 MBq).

= Choline 3H (C.E.A.). Activité spécifique : 85 Ci/mM
[Methyl-3H] Choline chloride
CHj

|

HO — CHy — CHy — N — "CH3, CL~

l

+CH3

solution &thanol = 1 ml
- Phosphore 32p (radiochemical Center Amersham) | mCi/ml j; 37 MBq

Orthophosphate dans une solution acide d'HCl

b) Adpinistration des molécules marquées
Suivant que les manipulations se déroulent {n v{vo
ou {n vitho, les modalités d'administration des précurseurs radioactifs diffé-
rent.

Les doses de précurseurs utilis@s seront données
dans chaque chapitre., Les doses sont proportionnelles au poids du corps (en
poids frais) de l'animal. L'injection se fait dans la cavité coelomique de
1'animal 3 travers les téguments et & 1l'aide d'une seringue Hamilton de 100 ul

de volume.
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8) In_vitro
Les différentes doses du pré&curseur seront
données ulté@rieurement. Le précurseur radioactif est mélangé au milieu de

culture des cellules, réparti ensuite entre les différents lots.

c) Dosage de la radicactivité
1 Protocole expérimental
Apr8s séparation des différentes classes de
lipides sur gel de silice, les taches correspondantes sont grattées et mises
dans des tubes en plastique destinés au comptage. Dans chaque tube, on ajoute
5 ml de lipofluor (J.T. Baker Chemicals B-V, Deventer, Hollande). Ces tubes
placés ensuite dans des piluliers sont rangés dans des portoirs et passés au

compteur 3 scintillation (LKB Wallac 125 Rack Beta).

d) Détermination de la radiocactivité macromoléculaire
Un aliquote de 1'&chantillon (50 wl) (fractioms
solubles ovocytaires, milieux d'incubation des coelomocytes) est additionné
avec 100 pl d'une solution de sérum albumine bovine 3 500 ug/ml et de 500 ul
de TCA 3 20 7. L'ensemble ést placé 3 4°C pendant 2 heures puis filtré sur
filtre de fibres de verre (Whatman GF 83). L'acido-soluble est éliminé par
. lavage du filtre avec du TCA & 5 7 puis par un lavage 3 1'eau distillée. Le
filtre est ensuite séché et la radioactivité est déterminée au compteur i

scintillation.

e) Autoradiographie

iéé.égééé.éé'éé&ioactivité sont celles utilisées
pour les études biochimiques, Aprés incorporation, les pidces subissent une
fixation par le glutaraldéhyde et 1'Osmium. Apré&s un lavage soigné pour élimi-
ner le précurseur non incorporé, elles subissent une déshydratation rapide
pour limiter les pertes de lipides puis sont incluses dans un mélange epon-—
araldite.

Pour 1l'autoradiographie en microscopie photonique,
les coupes semi-fines sont recouvertes d'une émulsion photographique Ilford K 5
ou Kodak NTB 3.

Pour 1'autoradiographie & haute ré&solution, la
procédure utilisée est celle décrite antérieurement (DHAINAUT et PORCHET, 1977a)

Dans ce cas, l'@mulsion utilis@e est 1'Ilford L 4. La durée d'exposition varie
Xp

entre 3 et 6 semaines




PREMIERE PARTIE

LIPIDES NEUTRES

La premiére partie du travail porte sur le contréle endocrine du
métabelisme des lipides neutres dans 2 espéces de Néréidiens : N. diversico-
lor et P. cultrifera. Le, choix de ces 2 espéces résulte du fait que 1'évo-
lution de leur ovogenése en l'absence d'hormone présente des caractéristi-
ques différentes (Dhainaut, 1984b) : les ovocytes de P. cultrifera subissent
une croissance accélérée, ceux de N. diversicolor s’acheminent vers la dégé-
nérescence.

Grice aux travaux antérieurs de Fontaine (1982, 1984) et de Belhamra
(1985), diverses données relatives au métabolisme des LN étaient disponi-
bles, tant in vivo qu'in vitro chez P. cultrifera. Par contre, N. diversico-
lor n'avait jamais été étudiée sous cet angle. Pour cette raison, il était
indispensable avant d'aborder 1'étude expérimentale du contrdle endocrine,
de procéder a4 1'étude métabolique au cours de 1'ovogenése naturelle. Les

résultats obtenus (in vivo et in vitro) sont résumés dans le premier chapi-
tre.
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Figure 2 - Radioactivité dans la totalité des lipides neutres
des compartiments coelomiques de N. diversicolor
(diamétre ovocytaire = 130 um) en fonction du
temps d'incorporation de 3H-glycérol in vivo,
Les résultats sont représentés en cpm/ug de protéines
dans chaque compartiment coelomique.
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I.. CINETIQUE DE LA SYNTHESE DES LIPIDES NEUTRES (OVOGENESE NATURELLE) CHEZ
NEREIS DIVERSICOLOR

I,.. 1In vivo
Les animaux de diamétre ovocytaire = 130 um ont servi pour cette
expérience. Le précurseur radioactif (3H-glycérol) est injecté dans la cavi-
té coelomique des animaux (20 uCi par ver). Pour différents temps d’incorpo-
ration (3h, 24h, 43 et 8j), les taux de synthéses ont été enregistrés a la
fois pour la totalité et pour chaque classe de lipides neutres au niveau des
coelomocytes, ovocytes et liquide coelomique.

a - Coelomocytes

Trois heures aprés l'injection du précurseur, les coelomocytes
montrent un taux élevé de radioactivité pour la totalité des lipides neutres
(fig. 2). Cette radioactivité s'abaisse ensuite progressivement jusque 8
jours.

L'examen des différentes classes montre des évolutions paral-
léles pour les glycérides, stérols et WE (f£ig. 3). Une exception est enre-

gistrée au niveau des acides gras libres qui montrent un pic 4 4 jours (fig.
3b).

Tableau 1 - Evolution de la distribution de la radioactivité dans les classes de
lipides neutres des coelomocytes de N. diversicolor en fonction du
temps d'incorporation du 2?H-glycérol in vivo.

% de distribution de la radioactivité
Classes
3 heures 24 heures 4 jours 8 jours
' MG 1,9 12,6 7.7 10,4
DG 3,4 14,4 9,9 22,6
SL 4,9 10,8 17 9,4
AGL 2,9 15,8 48,4 13,2
TG 31,9 17,6 7.8 6,1
WE 31,2 19,4 5,1 24 ‘
SE 23,3 9,6 4 14,1

Le tableau 1 montrant 1'évolution des pourcentages souligne ce
stade critique de 4 jours. On constate aussi que les classes TG, SE et WE
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qui montrent des pourcentages importants a J heures d’'incorporation chutent
par la suite au profit des autres classes. L'évolution des pourcentages des
WE et SE s’oppose & celle des AGL et SL. Quant & celle des glycérides, les
MG et DG vont dans le méme sens en s'opposant globalement aux T6.

b - Ovocytes

Nous remarquons une stabilité globale dans la synthése des
lipides neutres entre 24 et 8 j d’incorporation (fig. 2).

Tableau 2 - Evolution de la radiocactivité dan3 les classes de lipides neutres
des ovocytes de N. diversicolor en fonction du temps d’'incorporation
de H-glycérol in vivo. »

3 de distribution de la radiocactivité
Classes
24 heures 4 jours 8 jours

MG 12,9 9,4 15,9
DG 18,4 28,9 12,4
SL 12,2 10,9 20
AGL 9,9 12,1 13
TG 21,4 19,1 19,4
WE 10,7 13,3 10,1
SE 14,4 6,2 9,2

Le tableau 2 de 1'évolution des pourcentages de distribution
de la radioactivité montre cependant des fluctuations entre ces classes. Au
niveau des glycérides, nous constatons une évolution paralléle des mono et
triglycérides qui s'oppose & celle des DG. Le méme phénoméne est constaté
entre les stérols et les WE. Quant aux AGL, ils augmentent légérement en
pourcentage en fonction du temps d'incorporation. '

c - Liquide coelomique

La fiqure 2 montre que le taux de radioactivité dans les
lipides du liquide coelomique est faible & 3 heures aprés 1l’injection de
3H-glycérol. Il augmente pour atteindre son maximum & 4 jours d'incorpora-
tion. A ce stade leé stérols et les WE sont prédominants. Le taux de radio-
activité baisse ensuite (fig. 2). A 8 jours, toutes les classes lipidiques
sont faiblement représentées (fig. 4).
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Tableau 3 - Evolution de la distribution de la radioactivité dans les classes

de lipides neutres dans le liquide coelomique de N. diversicolor en

fonction du temps d'incorporation de 3H-glycérol invivo.

% de distribution de la radiocactivité
- Classes :
3 heures 24 heures 4 jours 8 jours
MG 7,4 8,4 0,4 7,2
DG 23,5 7,7 0,4 12,9
SL 13,9 5,8 0,5 12,4
AGL 13,5 8,6 2,1 25,1
T6 15,6 6,1 1,5 18,7
WE 11,3 3.4 29,9 13,4
SE 14,8 60,6 65,1 9,9

d - Discussion

In vivo, les coelomocytes de N. diversicolor présentent des

synthéses de lipides neutres radioactifs dés les premiéres heures qui sui-
vent 1l’injection avec le 3H-glycérol. Ces lipides synthétisés sont consti-
tués surtout de triglycérides, de WE (wax esters) et de stérols estérifiés.
Aprés 24 heures la radioactivité des coelomocytes chute considérablement
tandis qu'elle apparaft dans le liquide coelomique. L'évolution des taux de
radioactivité laisse présager que les coelomocytes sont & 1'origine du ma-

tériel radioactif observé dans le liquide coelomique quoiqu’il ne soit pas

exclu que d'autres tissus ou organes (tube digestif, etc...) puissent inter-

venir dans la composition de ce milieu. Ces lipides seraient ensuite préle-

vés du liquide coelomique au profit d'autres compartiments. Toutefois, les

synthéses ovocytaires apparaissent relativement peu actives, beaucoup plus

faibles que celles des coelomocytes. Toutefois quand un autre mode d'expres-
sion des résultats est choisi (poids sec, Belhamra, 1985), il apparait que
les synthéses ovocytaires sont plus faibles par rapport a celles des coelo-
mocytes. Deux hypothéses peuvent étre formulées :

a.

Il existe une compétition entre les différents compartiments de 1'animal
(coelomocytes, muscles ... etc). Le précurseur injecté serait rapidement
utilisé au détriment des ovocytes. Les besoins métaboliques somatiques
doivent s’avérer particuliérement importants chez les animaux qui, comme
dans le cas de nos conditions expérimentales, sont soumis au jeQne.

Les synthéses ovocytaires sont lentes. Effectivement la durée de 1'ovo-
génése est trés longue (environ une année) par rapport A& la période
d'incorporation expérimentale de quelques jours.
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Les résultats de 1'étude in vivo attirent également l’attention
sur la capacité des Annélides Polychétes de synthétiser des stérols. Ce fait
avait déja été signalé par Voogt (1974) chez N. diversicolor, Nephtys
hombergii et Spirographis spallanzani a partir de 1'incorporation de 14¢-
acétate. Chez P. cultrifera, Fontaine (1982) a également constaté 1'impor-
tance des stérols estérifiés (30 a 40 t des lipides neutres) dans le liquide
coelomique.

Les Annélides différent en cela des Nématodes qui apparaissent
incapables de synthétiser les stérols de novo (Bolla et al., 1972 ; Cole et
Krusberg, 1968 ; Comley et Jaff, 1981 ; Dutky et al., 1967 ; Hieb et
Routhstein, 1968). Ces animaux en conséquence doivent recourir & la nutri-
tion pour élaborer leurs stérols. Toutefois Chitwood et al. (1985) ; Cole
et Krusberg (1967) ; Orcutt et al. (1978) mentionnent que les Nématodes
phytoparasites sont probablement capables de procéder a la déalkylation des
phytostérols. Les Mollusques semblent également limités dans leur capacité a
synthétiser des stérols (Goad, 1981) qui proviennent de l'alimentation. Chez
la moule Mytilus galloprovincialis, Lubet (1985) montre que les stérols li-
bres constituent environ 18 % des lipides neutres du manteau et presque 62 3
dans les branchies.

Chez les Insectes, divers auteurs (Lambremont, 1965 ; Nelson et
Sukkestad, 1968 ; Turunen, 1973 ; Williams et al., 1974 ; Downer, 1978) ont
montré que la synthése des stérols de novo n’'existe pas.

I,.2 In vitro (culture des ovocytes)

Dans les conditions d'expérimentation in vivo, il est difficile de
séparer les interactions existant entre les trois compartiments : coelomocy-
tes, liquide coelomique, ovocytes. Pour préciser 1'importance des synthéses
endogénes de lipides neutres par les ovocytes, nous avons réalisé une cultu-
re de ces cellules aprés les avoir séparées des coelomocytes et liquide coe-
lomique. Différents temps d’incubation dans le milieu de culture sont réali-
sés (2h, Sh, 8h, llh et 17h). Le précurseur utilisé est le 3H-glycérol &
raison de 30 uCi/ml de milieu. Le diamétre ovocytaire des vers utilisés est
de 130 pm. La quantité du milieu de culture par boite est 1,5 ml.

Résultats

La fiqure 6 montre 1'évolution des synthéses de la totalité des lipi-
des neutres ainsi que celle de leurs différentes classes en fonction du

temps d'incorporation de 3H-glycérol dans les ovocytes. Les données acquises
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Figure 6 - Cinétique de synthése des lipides neutres des ovocytes de
N. diversicolor (diamétre ovocytaire = 130um) en culture
par incorporation de 3H-glycérol.
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indiquent que ces lipides accroissent réquliérement leur synthése jusque 1l
heures d'incorporation. Les processus semblent ensuite s'accélérer entre ll
et 17 heures. Cette augmentation concerne les différentes classes de lipides
neutres, les syntheéses de TG étant prépondérantes.

I.. COMPARAISON DU METABOLISME DES LIPIDES NEUTRES EN PRESENCE ET EN

ABSENCE DE L’'HORMONE CEREBRALE

Les animaux subissent 1'ablation du cerveau et évoluent ensuite en
1'absence de 1’'hormone cérébrale pendant des durées variant suivant 1'expé-
rimentation. Les wvers sont alors ponctionnés et les cellules coelomiques
mises en culture en conditions anhormonales. Pour chaque temps d'incubation,
une comparaison est effectuée avec des cellules témoins provenant d'animaux
de méme état génital mais non décérébrés. Chez ces derniers, deux cerveaux
jeunes sont additionnés au milieu de culture afin de se rapprocher des con-
ditions hormonales naturelles.

a - Coelomocytes

dy. Chez Nereis diversicolor

dy.1. Temps de décérébration : 3 jours
Des animaux de 1'ordre de 130 pym de diamétre ovocytaire
sont utilisés. Chez les opérés le temps de décérébration est de 3 jours.

a - Incorporation : 3 heures

L'examen de 1la fiqure 7 présentant les taux de syn-
theéses des lipides dans les coelomocytes aprés 3 heures d'incorporation de
3H-glycérol, montre une baisse de ces synthéses aprés décérébration. Les
différences enregistrées pour la totalité des lipides neutres sont signifi-
catives. De méme en se référant aux différentes classes de. lipides, nous re-
marquons une chute de synthéses chez les opérés sauf peut-&tre les WE. Les
rapports des syntheéses des opérés sur les témoins (D/N) (tableau 4) montrent
bien le deqré de ces variations. Pour 1'ensemble des lipides, la chute chez
les décérébrés est de 1'ordre de 4/10e par rapport aux témoins. Le tableau 4
illustrant les pourcentages de distribution de la radioactivité entre les
classes de lipides, ne montre pas de modifications significatives entre les
synthéses de lipides des coelomocytes d'animaux décérébrés et celles des
témoins. Pour les deux séries expérimentales en comparaison, les TG forment
environ 60 % de la radioactivité dans les lipides.
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Figure 7 ~ Influence de la décérébration sur la synthése des classes de lipide neutres dans
les coelomocytes de N. diversicolor (130 pym). Les animaux expérimentés &voluent
depuis 3 jours en absence d'hormone cérébrale,

Les coelomocyes sont maintenus en culture pendant 3 h en présence de 3u—g1ycérol.
Résultats exprimés en cpm/100 pug de protéines coelomocytaires. Moyennes de 3

échantillons * SD




28

Tableau 4 -~ Distribution de la radioactivité entre les classes de lipides neu-
tres des coelomocytes in vitro (3 h d'incorporation). Les coelomo-
cytes sont issus d'animaux décérébrés pendant 3 jours et de témoins.
Le rapport D/N correspond & celui du taux de synthéses des coelomo-
cytes des décérébrés sur ceux des témoins. Moyennes de 3 valeurs *

SD.
? de distribution de la radioactiviteé
Classes |-====--m=--omooommcm e D/N
Décérébrés Témoins

MG 8 * 13 8§ ¢+ 2 0,6
DG 10 ¢ 2 11 ¢ 3 0,5
SL 10 ¢+ 2 10 ¢+ ¢4 0,6
AGL 3 ¢+ 0,5 5 ¢+ 1 0,3
TG 60 ¢ 12 62 + 10 0,5
VE 7 ¢ 1 2 ¢+ 0,6 2
SE 2 t 0,6 2 ¢ 1 0,4
Total 100 100 0,6

f - Incorporation : 9 heures

Les animaux expérimentés subissent une décérébration
de 3 jours. Le diameétre ovocytaire des animaux est de 116-130 um. Les coelo-
mocytes des vers décérébrés et ceux des témoins sont mis en culture en pré-
sence de 3H-glycérol (4 pCi/ml).

L'examen de la fiqure 8 illustrant le taux de synthe-
ses de ces lipides, laisse apparaitre des différences significatives aprés
ablation du cerveau. En fait une chute est enregistrée dans les synthéses
globales des lipides neutres chez les opérés. Il en est de méme pour les
différentes classes ou tout au moins les plus radioactives. Les rapports
D/N : taux de synthése chez les décérébrés sur celui des témoins (tableau §5)
montre bien la chute d'incorporation de la radiocactivité dans les lipides
aprés décérébration.
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Figure 8 - Influence de la décérébration sur la synthdse des lipides neutres dans les coelomocytes
(de N. diversicolor) par incorporation de 3H-glvcérol pendant 9 h in vitro,
Coelomocytes provenant d'animaux décérébrés depuis 3 jours et d'animaux témoins. Stade
ovocytaire initial des animaux (130 um).
Résultats en cpm/100 ug de proté&ines coelomocytaires. Moyennes + SD i partir de 3 &chantillons.



30

Tableau 5 - Distribution de la radioactivité entre les classes de lipides neu-
tres des coelomocytes en culture aprés incorporation de 3H-glycérol.
Les coelomocytes sont issus de N. diversicolor (diamétre ovocytaire
= 116-130 um) décérébrées pendant 3 jours et des témoins. Le temps
d'incorporation = 9 heures. D/N = rapport du taux de synthése des
décérébrés sur celui des témoins. Moyenne de 3 valeurs ¢ SD.

3 de distribution de la radioactivité
Classes |--=—-------mmomm e D/N
Décérébrés Témoins

DG + SL 13 2 15 ¢ 3 0,5
AGL 04 t 0,2 1 t 0,9 0,2
TG 86 t 22 83 9 0,6
WE 0,3 ¢+ 0,1 0,4 + 0,2 0,4
SE 1 t 0,4 0,2 ¢+ 0,1 1,6
Total 100 99 0,6

Le tableau 5 montre que 1’incorporation de 3H-
glycérol dans les lipides neutres des coelomocytes en culture est sans dif-
férences significatives entre les expérimentés et les témoins. Les coelomo-
cytes en comparaison présentent environ 98 % de leur radioactivité dans les
lipides neutres sous forme de glycérides et essentiellement les TG.

a,.2. Temps de décérébration : 8 jours
Des N. diversicolor de 130 pm de diamétre ovocytaire sont

utilisées. Les coelomocytes issus d'animaux décérébrés et ceux d'animaux té-
moins sont mis séparément en culture pendant 24 heures en présence de 3H-
glycérol (6 uCi/ml de milieu}.

Résultats

La figure 9 montre que le taux de synthése des lipides
neutres est globalement accentué dans les coelomocytes d'animaux décérébrés
par rapport aux témoins. Cette élévation de synthése chez les opérés inté-
resse surtout les TG.

En revanche, le tableau 6 des distributions de la radio-
activité dans les classes de lipides n'indique pas de changements apparents
entre coelomocytes témoins et ceux des animaux décérébrés. Pour les deux sé-
ries en comparaison les TG représentent 1’essentiel de la radioactivite.
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Figure 9 - Incorporation de 3H-glycérol dans les lipides neutres des coelomocytes de N. diversicolor

en culture pendant 24 heures.
Coelomocytes provenant d'animaux décérébrés
ovocytaire initial des animaux = 130 pm.

Résultats donnés en cpm/100 pg de protéines

depuis 8 jours et des témoins. Diamétre

coelomocytaires + SD 3 partir de 3 échantillons.
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Tableau 6 - Distribution de la radioactivité dans les lipides neutres des coe-
lomocytes en culture aprés incoporation de ®H-glycérol. Les coelo-
mocytes sont issus de N. diversicolor (diamétre ovocytaire = 130 um)
décérébrées depuis 8 jours et des témoins. Le temps d'incorporation
= 24 heures,

Moyennes de 3 valeurs ¢ SD.

t de distribution de la radioactivité
Classes |- -
Décérébrés Témoirns
MG 1,7 ¢ 1 3,7 ¢ 1
DG 10,6 = 3,2 15,9 ¢+ 3
SL 2,8 ¢ 1,5 4,4 t 1,6
AGL 1 t 0,4 0,7 ¢+ 0,4
TG 82 t 6 74 t 5,2
WE 1 t 0,3 0,6 ¢+ 0,3
SE 0,4 ¢ 0,2 0,4 ¢ 0,2
Total 99,5 99,7

Remarque : Ces résultats déduits & partir d'une culture de coelomocytes pen-
dant une durée relativement longue différent de ceux précédemment obtenus

puisque dans cette série expérimentale les synthéses de TG des coelomocytes
issus d'animaux décérébrés deviennent plus élevées que chez les témoins.
Toutefois cette série a fait appel a un temps d'incorporation de 24 heures.

Une nouvelle expérimentation serait nécessaire pour préciser l’'importance de
ces deux paramétres.

a2, Chez Perinereis cultrifera

Des animaux de 130 pm de diamétre ovocytaire ont été utilisés.
L'expérience porte sur trois lots d’animaux décérébrés depuis 12 jours et
trois lots d'animaux témoins. Les coelomocytes sont alors récupérés puis mis
en culture pendant 3 h en présence de *Hglycérol. h
Résultats

Il s'avére d’aprés 1’examen de la figqure - que le taux de
synthése des lipides neutres & partir de 3H~glycérol diminue dans les coelo-
mocytes des décérébrés par rapport aux témoins. Cette chute au niveau de la
totalité des 1lipides neutres est enregistrée dans chaque classe et plus
particuliérement les TG et les DG.
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Figure 10 - Influence de la décéré&bration sur la synthése des lipides neutres dans les coelomocytes de
P. cultrifera en culture. Temps d'incorporation de 3H-glycérol = 9 h.
Coelomocytes provenant d'animaux décérébrés depuis 12 jours et d'animaux témoins (diamé&tre
ovocytaire initial = [30 um).

Résultats donnés en cpm/100 ug de protéines coelomocytaires * SD i partir de 3 &chantillons.
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Tableau 7 - Distribution de la radiocactivité dans les classes de lipides neu-
tres des coelomocytes de P, cultrifera {130 um de diamétre ovocy-
taire) en culture aprés 9 heures d’'incorporation de 3H-qlycérol.
Les coelomocytes issus d'animaux décérébrés pendant 12 jours et
d'animaux témoins sont étudiés dans les mémes conditions. Dans
cette expérience, les MG n’ont pas été pris en compte.

Moyenne de 3 valeurs ¢ SD.

t de distribution de la radioactivité
Clagses |-~~=-=e-mmmecccc e e D/N
Décérébrés Témoins

DG 40 t 4 33 t 6 0,6
SL 6 t 0,2 7 LI | 0,8
AGL 2 t 0,5 4 t 0,4 1,4
16 52 ¢t 5 5 t 9 0,7
VE 0,2 ¢+ 0,1 0,1 ¢« 0,1 0,3
SE - -

Par rapport aux témoins, les coelomocytes issus d'animaux ayant
subi une décérébration de 12 jours ne présentent pas de modifications signi-
ficatives dans la répartition de la radioactivité dans les classes de lipi-
des (tableau 7). '

b - Ovocytes

b,. Chez Nereis diversicolor

by.1. Temps de décérébration : 3 jours
Des animaux de 130 upm de diamétre ovocytaire ont é&té
utilisés. L’expérience porte sur trois lots d'animaux décérébrés pendant 3
jours et trois lots d'animaux témoins; les ovocytes sont alors séparés des
coelomocytes et liquide coelomique puis mis en culture pendant trois heures
en présence de 3H-glycérol.

L'examen de la figure 11 comparant les taux de synthéses
des lipides dans les ovocytes expérimentés et témoins indique une baisse de
cette synthése chez les premiers (363 t 32 et 448 t 35 cpm/100 pug de protéi-
nes respectivement chez les opérés et témoins dans les lipides neutres). Des
différences significatives sont également remarquées dans les différentes
classes notamment les TG.
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- Incorporation de 3H-glycérol dans les classes de lipides neutres des ovocytes de N. diversicolor
en culture pendant 3 h,

Les ovocytes (130 ym de diamdtre initial) proviennent d'animaux déc&rébrés depuis 3 jours et
d'animaux témoins. .

Résultats exprimés en cpm/100 ug de protéines ovocytaires * SD 3 partir de 3 &chantillons.
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Tableau 8 - Distribution de la radioactivité dans les classes de lipides neutres
d'ovocytes de 130 um de diameétre isolés en culture en présence de
3H-glycérol {1 pCi/ml de milieu de culture). Les ovocytes sont issus
de N. diversicolor décérébrées pendant 3 jours et d’animaux témoins.
Temps d'incorporation = 3 heures. D/N = rapport des taux de synthé~
ses de lipides neutres dans les ovocytes des décérébrés par rapport
aux témoins.
Moyennes de 3 valeurs t SD.

t de distribution de la radioactivité
Classes |---~=mec~ee—cooa- e e e D/N
Décérébrés Témoins
MG 11 ¢t 3 6 t 2 1,5
DG 15 t 5 14 t 3 0,8
SL 12 0+ 3 | 17 ot 7 0,5
AGL 9 t 3 10 t 2 0,7
TG 42 t 8 45 ¢ 13 0,7 -
VE 5 t 1 5 t 2 0,7
SE 7 t 1 3 : 1 2
Total 101 100 0,8

Le tableau 8 ne montre pas de modifications significati-
ves dans 1la répartition de la radioactivité entre les classes de lipides
dans les ovocytes d’'animaux décérébrés et d'animaux témoins.

by.2. Temps de décérébration : 8 jours
Les animaux utilisés ont un diamétre ovocytaire = 130 um.
L'expérimentation porte sur des vers décérébrés pendant 8 jours et des
témoins. les ovocytes isolés sont ensuite mis en culture pendant 24 heures
en présence de 3H-glycérol (5 pCi/ml de milieuj. Pour chaque série expéri-
mentale, trois lots d’ovocytes ont été réalisés.

Résultats

En ce qui concerne le taux de synthése des lipides,
1’examen de 1la fiqure 12 montre une chute dans les synthéses globales des
lipides neutres chez les opérés. Cette diminution est provoquée par les
glycérides et essentiellement les TG.

La comparaison des pourcentages de distribution de la
radioactivité dans les classes de lipides des ovocytes des décérébrés et
ceux des témoins montre des différences significatives pour chaque classe
(tableau 9). En effet, nous remarquerons que chez les opérés l'importance
des TG diminue au profit des autres classes.
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Figure 12 - Influence de la dé&cérébration sur 1'incorporation de 3H-glycérol dans les lipides neutres
g

des ovocytes de N. diversicolor en culture pendant 24 h
Les ovocytes sont issus d'animaux décérébrés depuis 8 jours et d'animaux témoins.

Résultats exprimés en cpm/100ug de prot&ines ovocytaires. Valeurs moyennes * SD 3
partir de 3 é&chantillons.
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Tableau 9 - Distribution de la radioactivité entre les classes de lipides neu-
tres des ovocytes aprés 24 heures d’'incorporation de *H-glycérol
dans le milieu de culture (5 uCi/ml). Les ovocytes (130 um de dia-
métre) proviennent de N. diversicolor décérébrées depuis 8 jours et
d’animaux témoins.
Moyennes de 3 valeurs t SD.

, % de distribution de la radioactivité
Classes --
Décérébrés Témoins
DG 16 t 1 11 t 2
SL 11 t 1 2 t 0,3
AGL 10 t 1 2 -t 0,3
TG 47 ¢ 5 85 t 9
VE 8 LS | 0,5
SE 7 t 1 0,2
Total 99 101

ba. Chez Perinereis cultrifera

Les animaux utilisés ont un diamétre ovocytaire de 130 pm. Les
vers subissant la décérébration sont répartis en trois lots et évoluent
alors en absence de cerveau pendant 12 jours. Les ovocytes sont ensuite
récupérés et incubés dans un milieu de culture contenant du 3H-glycérol
(8 uCi/ml de milieu). Le temps d'incorporation est de 9 heures.

Résultats

La capacité de synthése des lipides neutres par les ovocytes
est accompagnée d’une légére chute enregistrée chez les opérés (fig. 13).
Cette différence n’apparait pas significative.

Le tableau 10 des pourcentages de distribution de la radioacti-
vité dans les classes de lipides ne montre pas de différences significatives
entre ovocytes issus d’animaux décérébrés et ceux des témoins. Pour les deux
séries en comparaison, 1'important de 1'incorporation de 3H-glycérol est au
niveau des TG.
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Figure 13 - Influence de la décérébration sur la synth@se des lipides neutres dans les ovocytes de
P. cultrifera par incorporation de 3H-glycérol pendant 9h in vitro. Ovocytes (Diamétre
initial = 130 y) provenant d'animaux décérébrés depuis 12 jours et d'animaux témoins.
Résultats exprimés en cpm/100 pg de protéines ovocytaires.Valeurs moyennes 3 partir de

3 échantillons * SD.
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Tableau 10- Distribution de la radioactivité dans les classes de lipides neutres
des ovocytes aprés 9 heures d'incorporation de 3g-glycérol in vitro.
Ovocytes (130 um de diamétre) de P. cultrifera décérébrées depuls 12
jours et témoins.
D/N : rapport des taux de synthéses de lipides des opérés sur ceux

des témoins.
Moyennes de 3 valeurs t SD.

t de distribution de la radioactivité
Classes - . D/N
Décérébrés Témoins
DG 10 t 3 15 t 1 0,5
SL 1 t 0,2 1 t 0,4 0,6
 AGL 0,1 0,2 ¢t 0,1 0,4
TG 89 83 t 0,5 0,9
VE 0,1 0,1 0,8
SE
Total 100 99 0,8

I5. ACTION STIMULATRICE DE L'HORMONE CEREBRALE SUR LE METABOLISME DES
LIPIDES NEUTRES DES COELOMOCYTES ET DES OVOCYTES DE NEREIS DIVERSICOLOR

L'étude précédente a montré que les ovocytes et les coelomocytes ayant
évolué dans un environnement dépourvu d’'hormone cérébrale subissent une
baisse de leur capacité de synthése de lipides neutres par rapport aux cel-
lules témoins. Dans cette seconde partie, nous avons recherché si, a partir
d'un méme lot de cellules, des différences métaboliques pouvaient &tre enre-
gistrées in vitro en fonction du conditionnement hormonal. Celui-ci a été
instauré selon deux procédures : (a) addition de prostomiums entiers dans
les flacons de culture ; (b) addition de sécrétions cérébrales obtenues in

vitro.
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a - Coelomocytes en culture

da1. Influence de 1la présence de prostomiums entiers sur les
synthéses de lipides neutres

. Méthodologie .
45 N. diversicolor dont les diamétres ovocytaires s'étagent de
103 a 130 pm ont fourni les coelomocytes. Ces derniers, apreés avoir été sé-

parés du liquide coelomique et des ovocytes sont remis.en suspension et ré-
partis en trois lots équivalents. Ils sont ensuite incubés dans le milieu de
culture en présence de 3H-glycérol (3 uCi/ml de milieu) pendant 9 heures.
Les séries expérimentales sont les suivantes :

a : coelomocytes seuls ;

b : coelomocytes + deux cerveaux ;

c : coelomOCYtes + cing cerveéux.

Les cerveaux sont prélevés sur des animaux d'un diamétre ovocytaire infé-
rieur & 80 pm, donc biologiquement trés actifs.
Remarques : Pour enregistrer les synthéses en période de "stabilité hormona-

le”, le 3H-glycérol n'est ajouté qu’aprés 5 heures de culture.

Pour éliminer dans les comptages le risque d'intégration du

précurseur non incorporé, les monoglycérides migrant dans une

zone proche du dépdét n’ont pas été pris en considération dans

cette série expérimentale. ' '
Résultats : 1Ils sont présentés sur la fiqure 14. Une augmentation des syn-
théses des lipides neutres est observée en fonction du nombre de cerveaux
ajoutés au milieu de culture. La différence est surtout sensible entre les
cultures sans cerveaux et celles en contenant deux ; 1'accroissement des
synthéses est ensuite peu important entre 2 et 5 cerveaux. L'examen des
différentes classes montre que ce sont les TG dont la synthése est particu-
liérement amplifiée par l'action des sécrétions cérébrales.

d2. Influence des sécrétions cérébrales sur la libération des
lipides neutres par les coelomocytes

Précédemment, nous avons mis en évidence une influence des
sécrétions cérébrales sur la synthése des lipides neutres par les cellules
coelomiques. Dans un second temps, nous nous sommes intéressés 4 l'action
éventuelle de 1'hormone sur les modalités de libération dans le milieu de
culture des lipides synthétisés.
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Figure 14 -~ Influence du nombre de cerveaux ajoutés au milieu de culture
sur les synthéses des lipides neutres par les coelomocytes de
N. diversicolor (diamétre ovocytaire : 103 i 130 uym) aprés
9h d'incorporation de 3H—glycérol.
Résultats exprimés en cpm/ug de protéines coelomocytaires.
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Méthodologie : Dans cette expérience, les sécrétions cérébrales
sont fournies par des cerveaux de Nereis virens. Les études réalisées dans
le laboratoire ont montré que ceux-ci sont quatre a cinq fois plus actifs
que ceux de N. diversicolor dans le test de 1'inhibition de la spermatogené-
se. La technique de mise en culture des cerveaux est relatée dans le chapi-
tre Matériel et méthodes.

Incubation des coelomocytes : Les cellules proviennent de N.
diversicolor d’un diametre ovocytaire de 130 um. A partir d'un "pool”, les
coelomocytes sont répartis en différents lots cultivés dans des conditions
identiques. Les paramétres sont les suivants :

- quantité de milieu de culture : 1,5 ml ;

- précurseur : *H-glycérol 4 raison de 25 uCi/ml ;

- temps d’'incubation : 48 heures.

Les cellules apfés culture sont lavées afin d'éliminer le précurseur non
incorporé. A la solution de lavage (eau de mer tamponnée) est éjouté du gly-
cérol froid (10 mM). Les coelomocytes sont ensuite placés dans un milieu de
culture froid dans lequel ils seront maintenus pendant 20 heures. Les diffé-

rents milieux sont soumis 4 des quantités de sécrétions cérébrales (SC) va-
riées.

1° lot : coelomocytes

2° lot : coelomocytes + 50 ul de SC

J* lot : coelomocytes + 100 ul de SC

4* lot : coelomocytes + 200 ul de SC

Les différents milieux sont ensuite récupérés pour procéder 4 l'extraction
des lipides libérés par les coelomocytes.

Résultats

La fiqure 15 montre qu'aprés 20 heures de culture, les coelomo-
cytes ont libéré des lipides radioactifs dans le milieu ; ceux-ci ne mon-
trent aucune différence aprés addition de 50 pl de SC par rapport aux té-
moins. L'augmentation du taux de lipides 1libérés devient significativement
importante aprés 1'addition d'une quantité de 100 a 200 pl de SC. A noter
que cet accroissement caractérise essentiellement les TG ; les variations
des DG et SL-AGL restant trés faibles.
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Figure 15 -

Influence de la quantité des sécrétions cérébrales sur la libé-
ration des lipides neutres par les coelomocytes de N. diversicolor
(diamétre ovocytaire=130 um) en culture. Aprés 2 jours de leur
incubation en culture en présence de 3H- glycérol, les coelomocytes
sont alors extraits et placés pendant 20h dans un milieu de culture
froid. Les lipides radioactifs synthétisés par les coelomocytes
puis relachés dans le milieu sont comptés.

Résultats exprimés en cpm/ug de protéines coelomocytaires.
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Valeurs moyennes 3 partir de 3 &chantillons % SD
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b - Ovocytes en culture

by. Influence de 1’'addition de prostomiums sur les synthéses
de lipides neutres

Les conditions expérimentales sont les mémes que pour les coe-
lomocytes en culture en présence de prostomiums entiers. Les ovocytes utili-
sés dans cette expérience ont un diamétre de 130 pm. le temps d'incubation
est de 9 heures a 14°C. ‘

Résultats

- L'examen de la figure 16 montre hn accroissement en fonctiohAdu
nombre de cerveaux en ce qui concerne les synthéses de lipides neutres par
les ovocytes. Comme pour les coelomocytes, la différence est surtout sensi-
ble entre les cultures anhormonales et celles contenant 2 cerveaux. Dans ces
conditions, il est A& noter une évolution dissemblable entre les TG et le
groupe DG, SL et AGL. Lors de 1l’'addition de 5 cerveaux, on assiste & une
baisse des synthéses de TG. Il est possible qu'un taux trop important d'hor-
mone cérébrale perturbe le métabolisme de cette classe de lipides neutres.

b2. Influence des sécrétions cérébrales sur les synthéses
de lipides neutres

Méthodologie : Les prostomiums mis en culture proviennent de
jeunes N. diversicolor (diameétre ovocytaire < 77 um). Le temps de leur incu-

bation est de 3 jours. Les sécrétions cérébrales obtenues sont ensuite ajou-
tées a des milieux d’incubation d’ovocytes & différentes quantités. Ces ovo-
cytes dont le diameétre est de 130 pm proviennent d'un méme "pool" résultant
du ponctionnement de 30 vers. Les différents lots d'ovocytes réalisés sont :

1* lot : ovocytes seuls

2° lot : ovocytes + 50 ul de SC

3° lot : ovocytes + 100 pl de SC

4° lot : ovocytes + 200 pl de SC

5° lot : ovocytes + 400 ul de SC
Dans chaque boite de culture contenant 1,5 ml de milieu sont ajoutés 50 uCi

de 3H-glycérol. Le temps d’incorporation est de 10 heures.
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Figure 17 =- Influence des quantités des sécrétions cérébrales sur la synthése
des triglycérides des ovocytes (130 um de diamétre) de Nereis
diversicolor en culture. Incorporation de 3H—glycérol pendant 10
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Résultats

' L'examen de la figure 17 montre que la radioactivité -dans les
TG augmente en fonction de la quantité de 5C ajoutée dans le milisu 4'incu-
bation. L'accroissement est progressif jusqu'd une dose de 200 ul. La courbe
s'infléchit ensuite en un plateau pour les doses supérieures. Les autres
classes lipidiques présentent des fluctuations plus difficilement interpré-
tables.

I.. DISCUSSION

A _ Coelomocytes

1. Synthése et libération des lipides neutres par les coelomocytes

L'étude in vitro confirme l’existence d’'une synthése de lipides
neutres par les coelomocytes de N. diversicolor et de P. <cultrifera. Toute-

fois quelques différences sont enregistrées par rapport aux données de
1'étude in vivo. C'est ainsi que chez N. diversicolor les synthéses des sté-

rols estérifiés apparaissent beaucoup plus faibles in vitro qu’'in vivo. Ceci
pourrait résulter du métabolisme in vitro. On peut éqgalement envisager 1'hy-
pothése que les stérols estérifiés proviendraient d'un compartiment diffé-
rent de celui des coelomocytes : téguments, tube digestif...

L'étude in vitro a également permis de montrer que les LN syn-
thétisés par les coelomocytes sont libérés dans le milieu de culture sous
forme de triglycérides. Ces résultats confirment les observations réalisées
par Fontaine (1982) chez P. cultrifera, selon une méthodologie différente.
Cet auteur procédde a une injection dans des animaux "froids”, de coelomocy-

tes 1issus d'animaux ayant regu une injection de *4(C-glycérol. Aprés 24 heu-
res, les lipides neutres radioactifs relachés dans le liquide coelomique des
vers receveurs sont représentés par les triglycérides.

Chez les insectes par contre, dés 1967 Mayer et Candy montrent
que ce sont les diglycérides qui représentent la principale forme de trans-
fert. Chez Locusta migratoria par exemple Wheeler (1984) constate que les

lipides sont transportés du corps gras jusqu'aux muscles du vol, via 1'hémo-
lymphe, essentiellement sous forme de DG-lipoprotéines. Cette association
avec les protéines étant rendue obligatoire par la faible solubilité des DG
qui, insolubles dans 1'eau, ont besoin d'un transporteur pour é&tre véhiculés
dans 1'hémolymphe (Wheeler et Goldsworthy, 1985). Des résultats similaires
ont été obtenus chez d’'autres espéces par Chino et al. (1969) et Thomas



48

(1984). Dans quelques cas la libération des lipides peut faire intervenir
les TG. In vitro, Wlodawer et Lagwinska (1967) ont montré que le corps gras
de la wax moth libére dans 1'hémolymphe des AGL, qui pour une partie sont
resynthétisés en TG et pour une autre sont transportés en liaison avec des
protéines. '

2. Régulation endocrine de la libération des lipides neutres

Nous avons montré que l'administration des sécrétions cérébrales
(SC) dans le milieu d'incubation des coelomocytes in vitro stimule la libé-
ration de lipides neutres et particuliérement les TG. Le seuil de stimula-
tion nécessite une dose assez élevée de sécrétions cérébrales (50 ul de N.

" virens en culture) alors que 25 pm de la méme solution suffisent & bloquer

la spermatogenése (Bulet, non publié). Le taux de lipides 1libérés s'éleve
ensuite en fonction de 1la dose de SC. Ceci nous conduit a penser que les
coelomocytes pourraient &tre réqulés par 1'hormone cérébrale en ce qui con-
cerne le métabolisme des lipides neutres. Ces résultats s’opposent dans une
certaine mesure & ceux obtenus par Baert {non publiés) en ce qui concerne la
libération de la vitellogénine par les coelomocytes. En effet, le metabolis¥
me ne varie pas d'une fagon sensible lors de 1l'addition de sécrétions céré-
brales ou au cours d’une culture prolongée en conditions anhormonales. Il
importe toutefois de rappeler que les recherches relatives 4 la vitellogéni-
ne ont été effectuées sur P. cultrifera celles sur les lipides neutres sur

N. diversicolor. On peut également penser que les 2 voies métaboliques pour-

raient étre différentes. La vitellogénine est incorporée uniquement et de
fagon spécifique par les ovocytes dans un processus de trés longue durée.
Par contre, on peut penser que seule une faible partie de lipides neutres
est capturée par les ovocytes. Comme chez les insectes, il est vraisemblable
que 1l'activité musculaire fait appel a ce type de réserve. A la nécessité
d’une mobilisation rapide pourrait correspondre la nécessité d'une réqula-
tion hormonale s'exergant 4 court terme. Chez les insectes, au moins deux
types de substances hormonales sont impliqués dans la mobilisation lipidique
et le transport des lipides. L'octopamine induit 4 court terme la "release”
des lipides du corps gras in vitro (Orchard et al., 1982 ; Van Heusden et
al., 1984). L’'octopamine semble d’'autre part agir comme neurotransmetteur
permettant la libération des hormones adipokinétiques. Le rdle de ces der-
nieres est maintenant bien connu. Goldsworthy (1983), Wheeler et Goldsworthy
(1985) ont notamment démontré chez la blatte que ces hormones agissent sur
le corps gras et provoquent ainsi une augmentation de la libération des DG.
Ces derniers sont ensuite transportés vers les muscles du vol ou 1ils sont
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utilisés pour produire de 1'énergie. A cOté de ces processus de réqulation a
court terme, un autre type d'hormone réqulatrice a aussi été mis en évidence
au cours de 1’'ovogenése, ce sont en effet les hormones des corps allates qui
sont impliquées dans la mobilisation des lipides du corps gras a la fois
chez Phormia regina (Orr, 1964) et chez Leucophaea maderae (Gilbert, 1967).
Chez les Néréidiens, la présence d’'octopamine a été pressentie
(Dhainaut-Courtois et Biserte, 1inédit) mais rien n’'est connu sur le rdle
physiologique de ce neurotransmetteur chez les Annélides. D’autre part les
sécrétions cérébrales constituent un mélange complexe de divers substances
(neuropeptides, neurotransmetteurs). Nos résultats pour 1'instant montrent
que les 1lipides des coelomocytes sont réqulés par des commandes d'origine
cérébrale mais la  détermination précise de la/des substances impliquées
‘reste A définir.

B - Ovocytes

a - Synthése des LN

Dans ce travaill, ce processus a été plus particuliérement
étudié chez les ovocytes de N. diversicolor. Il apparait que les TG consti-
tuent la classe de lipides neutres préférentiellement synthétisés apreés
incorporation de 3H-glycérol. Ces résultats sont comparables & ceux obtenus
chez P. cultrifera par Belhamra (1985), Dhainaut et Belhamra (1986). Dans
cette espéce, les ovocytes isolés en culture synthétisent un taux important
de TG aprés incorporation de glycérol et d'acide oléique. Par contre, avec
1'acide butyrique, les MG constituent la classe des lipides neutres la plus
activement sytnhétisée. L’'étude en autoradiographie a haute résolution a
montré qu'aprés incorporation de glycérol radioactif, le marquage est loca-
lisé surtout au niveau des lobules lipidiques disséminés dans 1'ooplasme.

b -~ Contrdle endocrine

Chez N. diversicolor les ovocytes provenant d'animaux ayant subi
une décérébration présentent un taux de synthése de LN plus faible que chez
ceux issus d'animaux témoins. Les différences sont significatives et sem-
blent &tre plus accentuées au niveau des TG. Chez P. cultrifera toutefois,
nous n'avons remarqué qu’'une légére baisse de synthése chez les opérés par
rapport aux témoins mais dont les différence apparaissent peu marquées. Chez
cette méme espéce, Fontaine (1982) mentionne que les conditions anhormonales
semblent n'avoir que peu d'effet sur le stockage des réserves ovocytaires.
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Ces différences entre ces 2 espéces pourraient s’'expliquer par 1'évolution
différente des ovocytes en conditions anhormonales (Dhainaut, 1984b). Aprés
décérébration, les ovocytes de N. diversicolor présentent tout d’abord des
modifications nucléaires, puis des anomalies apparaissent dans le cytoplasme

(formation de lamelles annelées), enfin ces ovocytes déqénérént. Par contre
les ovocytes de P. cultrifera ayant atteint un diamétre de 130 um subissent

une croissance accélérée et ne présentent que des anomalies mineures par
rapport & 1’ovogendse naturelle. Dans cette espéce, la croisance des ovocy-
tes apparaitrait moins sensible au contrdle hormonal. »

Chez les invertébrés, les renseignements concernant la réqulation
du métabolisme lipidique sont encore peu nombreux. Chez le Crabe Hemigrapsus
nudus Neiland et Scheer (1933) ont constaté une diminution du taux de lipi-
des chez les animaux épédonculés par rapport aux témoins, les deux lots
d’animaux étant gardés au jeQne. O'Connor et Gilbert (1969) chez Orconectes
viridis et chez Gecarcinus lateralis notent au contraire, une augmentation
de la synthése des lipides durant la premiére prémue induite par 1'épédon-

culation. Il est intéressant de rappeler que chez les Crustacés, les sécré-
tions des pédoncules oculaires, qui semblent avoir un réle stimulateur dans
les synthéses des lipides, exercent, comme chez les Néréidiens, un role in-
hibiteur de 1’ovogenése.

Chez les Insectes, il a été démontré qu'une réqulation endocrine
s’exerce au niveau du métabolisme des lipides ovocytaires. Chez la blatte
Eublaberus posticus, Sroka et Barth (1975) constatent que les diglycérides

constituent 30 % du total des lipides aprés la métamorphose. Il survient en-
suite une période de synthése rapide durant laquelle les triglycérides cons-
tituent 70 % des lipides totaux de l'ovaire. Ces variations suggérent que la
composition des lipides est contr8lée physiologiquement par un processus
hormonal faisant intervenir l'hormone juvénile. L’'ablation des corps allates
(Sroka et Barth, 1976) provoque en effet une réduction des synthéses lipidi-
ques des cellules du corps gras, notamment en ce qui concerne les diglycéri-
des. Par contre, au niveau des ovaires, les DG s'accumulent élors de fagon
anormale.




DEUXIEME PARTIE

METABOLISME DES PHOSPHOLIPIDES
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METABOLISME DES PHOSPHOLIPIDES

Le second chapitre porte sur le métabolisme des phospholipides (PL).
Ses objectifs découlent de questions posées a la suite d'observations effec-
tuées en autoradiographie et qui révélaient une importante radioactivité au
niveau des coelomocytes aprés incorporation de précurseurs de la synthése
des PL. '

Il convenait donc dans un premiér temps de comparer les capacités de
synthése respectives des coelomocytes et des ovocytes. L'étude in vitro per-

mettait notamment d'analyser ces synthéses lorsque chaque type cellulaire se

trouve isolé.

Les syntheéses cellulaires de PL peuvent étre soit liées 4 la proli-
fération des systémes membranaires, soit étre impliquées dans les processus
sécrétoires de composés associés 4 des PL.

Des expériences ont donc porté sur les possibilités de libération de
matériel par des coelomocytes isolés in vitro. La réponse ayant été positi-
ve, les investigations se sont alors orientées sur,i’énalyse et la signifi-
cation physiologique des complexes phospholipidiques synthétisés et libérés

“par les coelomocytes.

Le dernier objectif a été d'établir une comparaison avec les résul-
tats obtenus sur les lipides neutres, a savoir 1’existence éventuelle d’'un
contrbdle endocrine sur la synthése des PL.

II-A. OVOGENESE NATURELLE

II-A, COELOMOCYTES
a - Incorporation de la choline °H in vivo (fig. 18, Tableau 1l1)

Des Perinereis cultrifera (diamétre ovocytaire = environ

190 pm) sont utilisées. Deux temps d'incorporation sont réalisés (2 jours et
6 jours). Le précurseur : choline 3H (85 Ci/mM) est ajouté dans la cavité
coelomique de 1'animal & raison de 40 uCi par ver ; pour les incorporations
de 6 jours, les vers regoivent une deuxiéme injection de choline-3H (40 ucCi)

deux jours aprés la premiére. Les vers sont ensuite sacrifiés pour récupérer

les cellules coelomiques. Pour la méthodologie de 1'extraction et la sépara-
tion des PL voir la partie matériel et méthodes.
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Résultats

Tableau 11 - Evolution du pourcentage de distribution de la radiocactivité
dans les PL synthétisés par incorporation de la choline-3{
dans les coelomocytes de P. cultrifera in vivo {2 jours et 6
jours). LPC : lysophosphatidylcholine ; PC : phosphatidylcholi-
ne ; PE : phosphatidyléthanolamine ; PG : phosphatidylglycérol ;
PI : phosphatidylinositol ; PS : phosphatidylserine ; X : non connu.

Pourcentage de distribution de la radioactivité

Classes 2 jours 6 jours i
X 17,4 13,4~
LPC 21,3 14,4
PC 60 71,2
PS 0,6 0,5
-l PI 0,3 - 0,2
PE : 0.1 : ;0.1“' N ST
PG 0,1 0,1
Total - 99,9 99,9

Aprés 1incorporation de la choline 3Y, les coelomocytes
orientent leur métabolisme lipidique vers la synthése de la PC, la LPC et
la classe X. Cette radioactivité dans les PL augmente en fonction du temps
d'incorporation (fig. 18). On note cependant une certaine stabilité dans les
principales classes de PL & 1'exception de la PC dont le pourcentage augmen-

te de facon sensible (Tableau l1).

b - Incorporation in vitro

Cette expérience a eu pour but d'analyser les synthéses de
coelomocytes isolés. Deux manipulations ont été effectuées. Dans la premie-
re, les coelomocytes sont isolés de fagon a éviter les interrelations avec
les autres composants coelomiques et notamment les ovocytes. Dans la deuxie-
me, des ovocytes ont été ajoutés 4 la culture de coelomocytes.
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b,. Synthése des phospholipides par les coelomocytes en
culture (Tableau 12)
Des P. cultrifera d'un diameétre ovocytaire d'environ

180 um ont servi pour cette expérience. De la choline-3H est ajoutée dans le

milieu de culture (12 uCi/ml). Le temps d'incubation est de 48 h. Trois lots
de coelomocytes ont Até réalisés.

Tableau 12 - Comparaison des synthéses de PL réalisées par les coelomocytes
de P, cultrifera isolés (A) ou en présence d'ovocytes (B) apres
culture pendant 48 h en présence de choline-3j.

Résultats : a = cpm/100 pg de protéines
b = % de distribution de la radioactivité.

A | B
Classes
a b a b
X 8377+ 1915 6,9+1,6| 3538 ¢ 1364| 8 ¢+ 3
LPC 16 996 + 3394 | 14,1 ¢+ 2,8 | 5952t 259 | 13 t 6
PC 90 950 ¢ 11 050 | 75,5 + 9,2 | 34 118 ¢ 5.815 | 77 ¢ 13
PS | 2206+ 839 | 1.8¢0.7 312t 265 | 0,7t 0,6
PI | 1078t 608 09¢:05] 117: 77| 03¢ 0.2
PE 366 ¢+ 249 | 0,3 ¢ 0,2 92+ 70| 0,2¢ 0,1
PG 151 ¢ 4] 0,1 40 ¢ 14 | 0,1
AG 84 ¢ 7| 0,07 30 2| 0,07
LN 174 ¢ 22 0,1 85 ¢ 8 0,2
Total | 120 382 + 18 088 | 99,7 44 284 + 8§ 844 | 99,5

Dans ces conditions, la classe "PC" est la plus active-
ment synthétisée par les coelomocytes (75 % de la radiocactivité). Le reste
des lipides synthétisés apparait surtout sous forme de LPC et d'une classe
restée non identifiée (X).

Les coelomocytes maintenus en culture sont donc capables
de réaliser une autosynthése des PL.

b2. Association coelomocytes et ovocytes en culture
(Tableau 12)
Dans cette expérience, paralléle & 1la précédente, nous

avons voulu analyser une modification éventuelle provoquée par la présence
d'ovocytes sur les synthéses des PL par les coelomocytes.

»
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Les résultats sont présentés dans le tableau 12. Le
pourcentage de distribution de la radioactivité ne réveéle pas de modifica-
tions sensibles par rapport & l'expérience précédente. Le point notable est
la trés nette diminution du taux de PL radioactifs dans les coelomocytes
(120382 et 40284 cpm/100 ug de protéines caractérisent respectivemént la
radioactivité des lipides synthétisés par les coelomocytes seuls ou en pré-
sence d'ovocytes). De cette différence, deux hypothéses peuvent é&tre formu-
lées :

a - Baisse des synthéses des coelomocytes par une compétition avec les ovo-
cytes dans 1’absorption du précurseur. ’ ’

b - Les phospholipides synthétisés par les coelomocytes sont transférés en
direction des ovocytes.

Pour confirmer cette deuxiéme hypothése, des manipulations sur Ia libération

des PL par les coelomocytes ont été effectuées.

bs. Libération des PL par les coelomocytes

bs.1. Choline-2H-

' L'importance et la nature des PL relachés par les
coelomocytes dans le milieu de culture ont été recherchées par analyse de
celui-ci aprés élimination des cellules. ,

Les coelomocytes en culture proviennent des P.
cultrifera au stade 180 um de diamétre ovocytaire environ. '

Tableau 13 - Nature des PL libérés par les coelomocytes dans le milieu de
culture aprés 48 heures d'incorporation avec "2?H-choline”.
Résultats exprimés en cpm/100 ug de protéines coelomocytaires,
et en pourcentage de la radioactivité.
Moyennes * SD a partir de 3 expériences.

Classes cpm/100 ug $ de distribution
de proteines de la radioactivité

X 2 394 ¢ 434 14,2 ¢ 2,6

LPC 2 921 ¢ 781 17,3 ¢+ 4,6

PC 10 991 ¢ 986 65,1 t 5,8

PS 68 ¢ 23 0,4 = 0,1

PI 42 ¢ 22 0.2 ¢+ 0,1

PE 13 ¢ 7 0,1 ¢ 0,04

PG 130 ¢ 83 0,8 ¢ 0,5
Total 16 558 ¢ 2 333 98,1
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La plus grande partie de la radioactivité dans les
PL du milieu a partir de la choline-3H est répartie entre les trois classes
rangées dans l’ordre croissant d’incorporation (X, LPC et PC). On note que
la quantité de radicactivité liée aux PL libérés dans le milieu représente
par ug de protéines environ le 1/7 de celle restant associée aux coelomocy-
tes (ce rapport dérive de la quantité de lipides synthétisés et restant dans
les coelomocytes {120 382 cpm/100 mg de protéines) sur celle libérée dans le
milieu de culture (16 558 cpm/100 pg de protéines)).

bs.2. 32-Phosphore
Une manipulation paralleéle a la précédente a é&té
réalisée en utilisant du 22-p comme précurseur. Les coelomocytes de P.
"culfrifefa.de'207 um de diametre ovocytaire environ, sont incubés pendant 24
heures en présence de ?2-Phosphore in vitro.
L'analyse des lipides radioactifs du milieu de
culture est faite aprés élimination des cellules.

Résultats

Tableau 14 - Radioactivité des PL dans le milieu de culture des coelomocytes
de P. cultrifera aprés 24 heures d'incorporation du 32phosphore

Radoioactivité de { de répartition
Classes 1'échantillon analysé de la radioactivité
(cpm)

X 1 647 ' 70
LPC 136 6
PC 345 15
PS 181 8
PI 22 1
PE 9 -
PG - -

Au niveau du milieu de culture, nous remarquons la
présence de PL radioactifs. Ceux-ci sont principalement sous forme de classe
"X" suivie de PC.
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En conclusion, 4 partir des deux précurseurs uti-
lisés, les coelomocytes apparaissent capables de synthétiser des PL. Une
partie de ceux-ci est libérée dans le milieu d'incubation. La nature des li-
pides marqués ainsi libérés dépend du précurseur utilisé. Ainsi la PC et la
classe "X” sont importantes dans le milieu de culture en utilisant respecti-

vement la 3H-choline et le 32-pPhosphore.

be. Association des PL libérés & des protéines.
Les PL synthétisés peuvent é&tre libres ou associés a des

protéines. Pour préciser ce point, le milieu de culture des coelomocytes est
récupéré. Les protéines subissent alors une précipitation au T.C.A. (voir
Matériel et Méthodes). Le précipité qui en résulte est utilisé pour 1'ex-
traction des lipides. Lors de 1'extraction de ces derniers, le précipité
protéique est additionné d'un entraineur (homogénat de coelomocytes frdids)
pour éviter les pertes de lipides marqués au éoﬁrs de leur extraction.

Tableau 15 - PL associés dans le milieu de culture des coelomocytes ayant
incorporé la 2H-choline (48 heures).
Résultats : en cpm/100 ug de protéines coelomocytaires et en
pourcentage de distribution de la radioactivité dans les clas-

ses de PL.
Classes cpm/100 ug ¢ de distribution
de protéines de la radioactiviteé
X 1 672 16

LPC 1319 12,6

PC 7 216 69,2

PS 78 0,7

PI 53 0,5

PE 47 0,4

PG 47 0,4

Total 10 432 99,8

Les résultats du tableau 15 montrent qu'au moins une
partie des PL libérés par les coelomocytes sont associés a des protéines.
PC, LPC et 1la classe "X" sont proportionnellement'les classes les plus
importantes.
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Par rapport aux PL totaux libérés par les coelomocytes
(tableau 13 du paragraphe bs), il peut &tre estimé qu’environ 60 % des PL
sont associés 4 des protéines. Il est important de remarquer que la répar-
tition des classes de lipides n'est pas accompagnée de différences signifi-
catives entre la forme liée et la totalité des PL dans le milieu de culture
des coelomocytes.

bs. Identification des protéines associées aux PL.
Cette manipulation a été faite en collaboration avec

J.-L. Baert.

bs... Incorporation de 3H-choline

Des coelomocytes de P. cultrifera (diamétre ovocy-
taire =~ 160 um) ont été mis en culture pendant 3 jours. Les coelomocytes
sont répartis en deux lots. L'un d’'eux est incubé en présence de 3H-leucine
(50 wuCi/ml), 1’autre de *H-choline {40 pCi/ml). Les deux milieux de culture
sont ensuite analysés par électrophorése en gel polyacrylamide en milieu non
dénaturant. La radioactivité est détectée par fluorographie aprés 11 jours
d'exposition.

La figure 193 montre qu'aprés incorporation de
leucine, deux bandes protéiques de poids moléculaires d’'environ 530 et 320
kDa sont marquées. Ces deux protéines correspondent aux deux formes de vi-
tellogénine VG, (530 kDa) et VGz (320 kDa) (Baert, 1986). Dans la série
d'incorporation de la choline, on observe é&galement la présence de deux
bandes radicactives comigrantes avec celles marquées & la leucine.

bs.2. 32-Phosphore
Des coelomocytes de P. cultrifera au stade 190-200
um de diamétre ovocytaire sont incubés pendant 2 jours en présence de 32-p

in vitro. Le milieu de culture des coelomocytes est alors séparé des cellu-
les puis analysé par électrophordse en gel polyacrylamide en milieu non
dénaturant. La radioactivité est détectée par fluorographie. L’'analyse des
résultats (fig. 19c) montre le méme profil fluorographique que lors de 1l'in-
corporation de la choline-3H (fig. 19b). Les deux bandes protéiques radioac-
tives migrent au niveau VG, et VG..

Conclusion : il résulte de ces résultats que, pour une partie au moins, les
PL, libérés par les coelomocytes dans le milieu de culture sont associés aux
molécules de vitellogénine.




Figure 19 - Fluorogrammes des &lectrophoréses en gel polyacrylamide en

milieu non dénaturant des protéines d'un milieu de culture

de coelomocytes de P. cultrifera incubés pendant 3 jours en

présence de :

a) 3H-leucine.

b) 3H~choline.
Les coelomocytes proviennent d'animaux submatures (160 um).

c) 32p. Les coelomocytes sont issus d'animaux au stade 190-200 um
de diamétre ovocytaire.

20 pl du milieu sont analysés par é&lectrophorése dans un gradient

5-25 7 d'acrylamide. Exposition de 1l jours pour la fluorographie.
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II-A,. OVOCYTES

Différents précurseurs ont été utilisés pour 1'étude de 1la syn-
thése des PL par les ovocytes.

a - 32-phosphore

Des ovocytes d’'environ 130 et 207 ym de diamétre, provenant
de deux lots de P. cultrifera sont incubés pendant 24 heures en présence de

22D,

Tableau 16 - Comparaison des pourcentages des différentes classes de PL
radiocactives en fonction du stade ovocytaire aprés 24 heures
d'incorporation avec du 32p. '

% de distribution de la radiocactivité

_ Classes 130 pm | 207 um
i X 41 10
LPC 6 10
PC ’ 10 ' : 33
PS 4 5
PI 33 37
PE 3 4
PG 3 1
Total 100 100

Cette expérience révéle une différence marquée des classes
de PL les plus activement synthétisés en fonction de 1’age de 1'animal.
" La classe "X" est la plus élaborée chez les vers jeunes
tandis que ce sont la PC et la PI qui deviennent prédominantes chez les vers
dgés.

b - 3H-choline

L'étude avec ce précurseur a porté & la fois sur l'incuba-

tion des ovocytes in vivo et in vitro.
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by. In vivo (ovocytes isolés aprés incubation)
Pour la méthodologie et les conditions expérimentales,

se référer a l'incorporation des coelomocytes in vivo en présence de la

choline-3H (paragraphe II-A,. a). Le diamétre des ovocytes est d'environ
190 um.

Tableau 17 - Evolution de la radiocactivité dans les PL & partir de 1'incor-

poration de la choline-2H dans les ovocytes de P. cultrifera in
vivo. Temps d’'incorporation : 2 jours et 6 jours.
Résultats exprimés en cpm/100 ug de protéines ovocytaires (a)
et en pourcentage de répartition de la radiocactivité dans les
classes de PL.

] 27jodrs - : '6 joufs 7
Classes '

a b a b

X 53 26 28 13

LPC - 38 19 89 42

pc - | 108 54 91 43

PS+PI+PE+PG
Total - 199 99 208 7 98

Dans les ovocytes, environ 99 % de la radioactivité is-
sue de 1l'incorporation de choline-3H ge trouve répartie entre les classes
"X", LPC et PC. Ces lipides synthétisés augmentent avec le temps d’incorpo-
ration allant jusqu’a 6 jours. La radioactivité dans les 1lipides, qui a 2
jours d'incorporation est présentée principalement par les PC suivies de la
classe "X", se trouve ensuite orientée vers les LPC et les PC. Le taux des
PL est trés faible par rapport aux coelomocytes (comme le montre la fig.
20).

bz. In vitro

bz.1. Ovocytes isolés en culture
, Des ovocytes d’'environ 180 pum de diamétre sont in-
cubés pendant 48 heures avec la choline-3H (12 uCi/ml). Il s'agit d'une sé-
rie expérimentale paralléle a celle des coelomocytes, précédemment exposée.
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Tableau 18 - Incorporation de choline-3H dans les phospholipides des ovocytes
(environ 180 um de diametre) de P. cultrifera, en culture pen-
dant 48 heures.
Résultats donnés en cpm/100 pg de protéines et en pourcentage de
distribution de la radiocactivité,

Classes cpm/100 ug % de distribution
de protéines de la radioactivité
X 206 | 6
LPC 737 21
PC 2353 67
PS 26 !
PI 9
PE 92 3
PG 4
AG 14
LN 71 ' 2
Total 3512 : ' 100

D'aprés ces résultats, les ovocytes sont capables
de. synthétiser des PL & partir de choline-3H in vitro. Cette synthdse con-
siste surtout en PC puis en LPC. Ces deux classes ensemble forment 88 % de
la radioactivité des lipides. A remarquer que la aussi, le taux de PL syn-
thétisés est faible par rapport & celui des coelomocytes isolés en culture
(tableau 18) : 3512 cpm/100 pg de protéines pour les ovocytes contre 120382
cpn/100 pg de protéines pour les coelomocytes.

b2.2. Absorption des lipides du milieu de culture (des
coelomocytes) par les ovocytes.

Dans le but d'illustrer la contribution des coelo-
mocytes dans 1'ovogenése lipidique, nous avons incubé des ovocytes dans un
milieu de culture dans lequel des coelomocytes ont préalablement relaché
leurs produits de syntheése.

b2.2.a. Variation du milieu de culture en présence

d’ovocytes
Des coelomocytes de P. cultrifera {diame-

tre ovocytaire d'environ 160 um) sont mis en culture pendant 3 jours en pré-
sence de choline-3H (40 uCi/ml). Les cellules sont ensuite séparées du mi-
lieu qui servira pour l’incubation.des ovocytes (116 a 130 upym de diamétre)
pendant 2 jours. La teneur et la distribution des PL ont été analysées avant
et aprés incubation des ovocytes.
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Résultats : tableau 19 et fiqure 21.

Tableau 19 - Evolution de la distribution de radioactivité dans les lipides
du milieu de culture des coelomocytes avant et aprés incubation
des ovocytes.

Classes Avant incubation Aprés incubation
des ovocytes des ovocytes

X 13,3 5,2
LPC 4,2 4,8
PC 77 27,8
ps. | _ 0,6 o o 1,9
PI ' 1 2,1
PE 0,6 1,7
PG 1,3 10,4
AG | ,7 - 36,7
N | 0,4 | 9,3
Total ‘ - 100,1 99,9

Dans le milieu de culture avant incubation
des ovocytes, les classes PC et "X" constituent respectivement 77 % et 13 %.
environ de la radioactivité des lipides synthétisés (tableau 19). Aprés
incubation des ovocytes dans le milieu, la radicactivité globale chute de
presque 4 fois (fig. 21). La répartition des lipides marqués du milieu chan-
ge aussi aprés incubation des ovocytes (tableau 19). On constate une forte
diminution du pourcentage de PC et une augmentation sensible du taux d4'aci-
des gras, de PG et de LN.

bz.2.5. Analyse biochimique des PL incorporés par
les ovocytes '
Les ovocytes ayant été incubés dans le
"milieu de culture coelomocytes” ont été analysés (tableau 20). Leur radio-
activité se répartit pour 95 % entre PC, LPC et "X". La classe de PC regrou-
pe a elle seule 74 %. Cette derniére classe semble donc constituer la forme
de 1'accumulation principale des PL dans 1l'ovocyte & partir de choline-3H.
Ceci expliquerait l'importante diminution de cette classe dans le milieu de
culture en présence d'ovocytes.
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Figure 21 - Radioactivité dans les phospholipides synthétisés et relachés
par les coelomocytes de P. cultrifera in vitro. Les cellules
coelomiques sont alors extraites aprds 3 jours d'incorporation
de choline (3H) et le milieu de culture contenant les produits
de sécrétion des coelomocytes a servi pour l'incubation des

. ovocytes pendant 2 jours. L'analyse des phospholipides dans le
milieu est faite avant et aprés l'incubation des ovocytes.
(Le nombre de cpm correspond 3 la valeur totale de la radioac—
tivité du milieu de culture).
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Tableau 20 Distribution de la radioactivité dans les différentes classes de
PL des ovocytes incubés dans le "milieu de culture coelomocytes”
{voir texte).

Classes Radioactivité ‘ $ de distribution
(cpm) de la radioactivité
X 2 000 9
LPC 2 480 11
PC 16 400 74
PS 260 1
PI 100
PE 180 l
PG 240 1
AG 280 1
LN 140
Total 22 080 98

b2.2.c. Analyse fluorographique

En collaboration avec J.-L. Baert, une
analyse électrophorétique, réalisée en milieu non dénaturant, a porté sur
les produits de sécrétions dans le "milieu de culture coelomocytes” aprés 3
jours d'incorporation de choline-3H. D’autre part, la fraction soluble des
ovocytes incubés dans ce milieu pendant 2 jours a également été analysée.

L'électrophorese, gradient 5-25 &% d'acry-
lamide, a porté sur des aliquotes de 20 ul. Les protéines marquées sont
détectées par fluorographie.

Les résultats sont présentés par la figure
22. Pour le milieu de culture, un marquage imporiant est porté sur les deux
formes de vitellogénine (VGy et VGz) dont les poids moléculaires respectifs
sont 530 et 320 kDa. La fraction soluble ovocytaire montre un marquage plus
faible au niveau de deux bandes protéiques dont les poids moléculaires sont
Situés entre VG, et VGz. Il s’agit vraisemblablement de la vitelline V; at
la vitelline V, qui sont deux formes de conversion de V, (ou VG,) en Vs, la
forme mature de la vitelline dans les ovocytes.




Figure 22 - Fluorogrammes et enregistrements densitométriques.,

a et b : fluorogrammes des électrophoréses des protéines des
milieux d'incubation des coelomocytes de P. cultrifera
(diamétre ovocytaire = 160 um) aprés 3 jours de culture zn
vitro, respectivement en présence de 3H-leucine (a) et de
3H-choline (b).

¢. Enregistrement densitométrique du fluorogramme (b).

d. Enregistrement densitométrique du fluorogramme de 1l'Electro-
phorése des protéines des ovocytes (= 130 pm) placés en
culture pendant 2 jours dans le milieu d'incubation des coe-
lomocytes ayant incorporé de la 3H-choline.

(Les coelomocytes ont été retirés du milieu lors de l'incu-

bation des ovocytes).
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¢ - Incorporation de 3H-glycérol

L'expérimentation s’'est déroulée sur la N. diversicolor
(diamétre ovocytaire = 116-130 um). Les ovocytes en présence de 2H-glycérol
(30 uCi/ml de milieu) sont incubés pendant 24 heures dans le milieu de
culture.
Résultats

Tableau 21 - Radioactivité incorporée dans les phosphoglycérides et les lipides
neutres aprés incubation des ovocytes avec du glycérol-3H pendant
24 h. Résultats donnés en cpm/100 ng de protéines ovocytaires et en
pourcentage de distribution de la radioactivité dans les classes de

lipides.
Classes cpm/100 ug % de distribution
de protéines de la radioactivité
X+LPC+PC 1107 ¢ 4 2,3 ¢+ 1
PS 1720 ¢ 70 3,6 £ 0,4
PI 826 ¢ 209 1,7 ¢ 0,6
PE 372 ¢ 156 0,8 ¢ 0,4
PG 521 ¢ 93 1,1 ¢ 0,4
AG 621 ¢ 160 1,3 ¢ 0,3
LN 42 144 * 3 059 89 t 2,4
Total 47 311 + 4 571 99,8
PL totaux 4 546 ¢ 1 320 9,5 ¢ 3,5

Les ovocytes incorporent du glycérol-3H dans leur phospho-
glycérides {PG) (9,5 % des lipides synthétisés) dont 38 % sous forme de PS.
Les classes (X, LPC et PC) additionnées enregistrent 24 % de la radioactivi-
té des PG. Toutefois, le métabolisme du glycérol-3H dans les ovocytes appa-
rait essentiellement dirigé vers la synthése des lipides neutres (89 %).

II1-A, ETUDE AUTORADIOGRAPHIQUE

Parallélement aux études biochimiques relatives a l'incorpora-

tion de la choline-3y, upe étude autoradiographique a été menée en utilisant
le méme précurseur. Les quantités de précurseur marqué sont les mémes que
pour les séries destinées 4 1l'analyse biochimique.

»



PLANCHE I

Incorporation de 3H-choline par des ovocytes et des coelomocytes de

P. cultrifera.

Figure | - Incorporation de 3H-choline in vivo pendant 6 jours.

Figure 2 -

Figure 3 -

Figure 4 -

Figure 5 =

Les éléocytes (EL) se caractérisent par un marquage beaucoup
plus intense que celui des ovocytes (OV). La ségrégation des
constituants lipidiques (L) et vitellins (V) de l'ovocyte a
été provoquée par centrifugation au cours de la préparation

des cellules. N : noyau. X 800.

Distribution de la radioactivité dans un éléocyte ayant incor-

poré de la choline (3H) Zn vitro pendant 17 heures. X 6000.

Dans les éléocytes, le marquage est particuliérement intense
dans la zone corticale de la cellule au niveau des vésicules
qui pourraient intervenir dans les processus de libération des
phospholipides. X 12000.

Ovocytes ayant €té& placés pendant 2 jours dans un milieu de
culture enrichi par les sécrétions phospholipidiques de coelo-
mocytes ayant préalablement incorporé de la choline (3H). Le
marquage est obtenu 3 la fois au niveau des structures lipidi-
ques (L) et vitellines (V). Le noyau (N) est pratiquement dé-

pourvu de marquage. X 1500,

Incorporation ¢n vitro pendant 17 heures de choline (%H) par

des ovocytes isolés (OV). La radiocactivité est localisée unique-
ment au niveau des systémes membranaires et notamment de l'appa-
reil de Golgi (G). Les lipides (L) et le vitellus (V) ne présen-

tent pas de marquage. EO : enveloppe ovocytaire, X 8000.
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a - Etude in vivo
Aprés 6 jours d'incorporation, les coelomocytes sont carac-
térisés par la présence d'un marquage trés intense (Pl. I, fig. l). Dans les
ovocytes, le marquage est beaucoup plus faible et parait disséminé a la fois
au niveau des lobules lipidiques et vitellins.

b - Etude in vitro

b,. Coelomocytes isolés

Dés 12 heures d’incorporation, les coelomocytes et plus
particuliérement les éléocytes présentent un marquage important (Pl. I, fig.
2), seuls les lobules lipidiques de ces cellules et le noyau restent faible-
ment marqués. La radioactivité apparait particuliérement intense a certains
endroits de la zone corticale des éléocytes. Ces zones sont caractérisées
par la présence de nombreuses vésicules de petite taille et a contenu de
faible densité (Pl. I, fig. 3). Ces éléments pourraient étre impliqués dans
les processus de libération vers l'extérieur du matériel sécrétoire élaboré
par les éléocytes.

b2 Ovocytes placés en incubation dans un milieu de culture

enrichi par les sécrétions des coelomocytes

Un marquage assez important esct observé au niveau de ces
ovocytes. Il se répartit entre les zones riches en lobules vitellins et
celles contenant les lobules lipidiques (Pl1. I, fig. 4). L'analyse autora-
diographique ayant été réalisée seulement en microscopie photonique, il res-
te difficile de préciser si les grains d'argent sont localisés sur ces
structures ou dans la mince couche cytoplasmique les entourant.

Ce marquage toutefois différe par sa distribution d'une
série parallele dans laquelle l'incorporation de la choline-3H par les coe-
lomocytes est remplacée par de la leucine-3H. Dans ce cas le marquage est
particuliérement important dans la zone cytoplasmique corticale, zone ou
s'effectue la séquestration de la vitellogénine et son assemblage en lobules
vitellins (Fischer et Dhainaut, 1985). Par contre, pratiquement aucune ra-
diocactivité n'est observée dans la zone des lipides.

bs Ovocytes isolés ayant incorporé de la choline-3j

Aprés 17 heures d’incorporation, ni les lobules vitel-
lins ni les lobules lipidiques n'apparaissent marqués. La radioactivité est
localisée sur les synthéses membranaires et notamment au niveau de l'appa-
reil de Golgi (Pl. I, fig. 5), ce qui implique que les biosynthéses membra-
naires de cet‘organite sont particuliérement importantes a ce stade ovocy-
taire.




Figure 23

Répartition.de la radioactivité&, en pourcéntage, dans les
différentes classes de phospholipides des ovocytes chez
P. cultrifera a, b, c) et N. diversicolor (d, e).

Aprés 2 jours d'incovporation de S3H-choline in vivo (diamétre
ovocytaire = environ 190 um).

Aprds 6 jours d'incorporation de JH-choline 7n vivo (diamdtre
ovocytaire = environ 190 um).

Aprés 48 heures d'incorporation de 3H-choline in vitro (dia-
métre ovocytaire = environ 130 um).

Aprés 24 heures d'incorporation de 32P in pitro (diamdtre
ovocytaire : environ 130 u).

Aprés 24 heures d'incorporation de 3H-glycérol in vitro
(diamétre ovocytaire : 116~130 um).
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II-B. RECHERCHE D’'UN CONTROLE ENDOCRINE DU METABOLISME DES PHOSPHOLIPIDES

1 - ACTION STIMULATRICE DE L°HORMONE CEREBRALE SUR LA LIBERATION DES
PHOSPHOLIPIDES PAR LES COELOMOCYTES

Dans le but de rechercher 1’'influence de 1’hormone cérébrale sur
la 1libération des PL par les coelomocytes, nous avons réalisé des cultures
de ces cellules coelomiques en présence de différentes doses de sécrétions
cérébrales. Une suspension de coelomocytes, issus des ponctions de 6 P.
cultrifera (diamétre ovocytaire d'environ 160 um) est répartie en trois lots
semblables. Les différentes incubations sont :

1) Coelomocytes témoins. .

2) Coelomocytes + 100 pl de sécrétions cérébrales.

3) Coelomocytes + 300 ul de sécrétions cérébrales.

Le temps d'incorporation de la choline-’ﬂ ajoutée dans les milieux de cultu-
re (30 uCi/ml) est 48 heures. Les sécrétions cérébrales (SC) proviennent de
la culture (3 jours) de cerveaux jeunes de N. diversicolor. Ces SC sont
ajoutées aux milieux d'incubations au temps (t = 0) de la cultdre'des COeio—
mocytes. ' '

Tableau 22 - Evolution de la distribution de radioactivité (en pourcentage)
dans les PL synthétisés puis relachés par les coelomocytes dans
le milieu de culture en fonction de la quantité des sécrétions
cérébrales ajoutée dans le milieu.

Quantité de SC ajoutée dans le milieu de culture
(en ul)

Classes
0 100 300
X+LPC 52 40 50
PC 35 50 40
PS+P1 8 7 5
PE 1,5 1 2
PG 4 . 2 3
Total 100,5 100 | 100
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L'examen des résultats (fig. 24) montre une légére augmentation
des synthéses totales de PL en fonction des sécrétions cérébrales ajoutées.

Cependant 1’'évolution est variable selon les différentes classes de PL et il
est difficile d'émettre une conclusion.

2 - INFLUENCE CEREBRALE SUR LES OVOCYTES

3H-glycérol et H-choline ont é&té utilisés dans cette étude.

2.1. Effet de la décérébration sur les syntheéses de PL des
ovocytes de N. diversicolor

Des N. diversicolor (diamétre ovocytaire = 116 & 130 pm) sont
décérébrées. Aprés 8 jours d'évolution, les ovocytes sont isolés et mis en
culture pendant 24 heures en présence de 3H-glycérol (20 uCi/ml). Des ovocy-

tes issus d'animaux normaux, d'un méme état génitai, ont servi de témoins.

Tableau 23 - Incorporation de la radioactivité dans les lipides des ovocytes
de 116-130 um chez N. diversicolor apreés 24 h d’incorporation de
3H-glycérol (20 uCi/ml). Les ovocytes sont issus d'animaux décé-
rébrés pendant 8 jours et des normaux (témoins).

Résultats exprimés en : a) cpm/100 ug de protéines ; b) % d’'in-
corporation par rapport aux lipides totaux.
Moyennes * SD apartir de 3 échantillons.

Décérébrés Témoins
Classes a b a b
X+LPC+RC 706 + 223 3,3:1,5]| 1107+ 402 2,3¢1,3
PS 907 + 216 | 4,3 t1,4| 1720t 70| 3,6 0,5
PI 556 + 43 | 2,6 £ 0,3 826 + 209 | 1,7 t 0,7
PE 195+ 35| 0,9 t0,2 372+ 158 | 0,8 t 0,5
PG 395 ¢+ 212 | 1,9 1,4 520+ 93 | 1,1t 0,3
AG 682 ¢ 9| 3,2¢0,1 621 + 160 | 1,3 t 0,4
LN 17 707 + 576 | 83,7 t 3,8 | 42 144 * 3 059 | 89 t 3
Total 21 148 + 2 400 | 99,9 47 311 + 4 571 | 99,8




Sans
100 ul de SC
300ul de SC

cpm/ug de proiélnes

Figure 24 - Evolution de la radioactivité dans les PL synthétisé&s dans
les coelomocytes puis relidchés dans le milieu de culture en
fonction des doses de sécrétions cérébrales (SC) ajoutées
dans le milieu.

L'analyse des PL radioactifs dans le milieu est réalisée
apréds 48 h d'incorporation de 3H-choline.

Les résultats sont exprimés en cpm/ug de protéines ovocy-
taires.

Moyennes * SD 3 partir de 3 échantillonms.
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Les ovocytes issus d'animaux décérébrés depuis 8 jours ou
d’'animaux témoins incorporent du glycérol-3H dans leurs lipides neutres et
PL pendant 24 heures. La majeure partie de la radioactivité dans ces lipides
est localisée au niveau des lipides neutres : 87 % chez les expérimentés et
90,5 % chez les témoins. La synthése de ces lipides neutres diminue dans les
ovocytes des vers décérébrés. Quant aux PL, les différences des synthéses
n’apparaissent pas significatives. Mais il est toutefois intéressant de si-
gnaler une légére chute chez les expérimentés dans la synthése des PS : 1720
et 907 cpm/100 ng de protéines environ, taux des synthéses respectives chez
les témoins et expérimentés.

2.2. Action stimulatrice de 1'hormone cérébrale sur la synthése
des PL des ovocytes de P. cultrifera

- Des animaux (P. cultrifera) de 168 um environ de diamétre
ovocytaire sont utilisés pour cette expérience. D'un méme "pool” d4'ovocytes,

nous avons réalisé deux séries expérimentales, 1'une est additionnée de
sécrétions cérébrales, 1'autre en est dépourvue. Les sécrétions cérébrales
proviennent de la culture des cerveaux de N. diversicolor (diamétre ovocy-
taire < 80 um). Le temps d'incubation des ovocytes est de 48 heures avec la

choline-3H utilisée comme précurseur {30 uCi/ml).

Résultats : tableau 24 et fiqure 25.

Tableau 24 - Effet des sécrétions cérébrales sur la synthése des PL des
ovocytes de P. cultrifera en culture pendant 48 heures en pré-

sence de 3H-choline. Résultats exprimés en pourcentage de ra-
dioactivité par rapport aux PL totaux.
Moyennes t SD & partir de 3 expériences.

2 de distribution de la radioactivité
Classes
+ Sécrétions cérébrales Témoins
X 1,1 ¢ 0,7 2 t 0,3
LPC 18 ¢ 8 25,7 t 2,6
PC 39,8 ¢ 3,5 34,2 ¢ 4
PS+PI 35,9 ¢+ 3,3 28,8 t 4,3
PE 1,9 ¢ 0,3 4,2 ¢ 1,3
PG 3,2 ¢ 0,7 , 501 ¢ 1,3
Total 99,9 100
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8000 4

6000 + ;a' 4 avec SC
' Témoins

4000 A

cpm/100 ¢ g de protéines

. 2000 o

RT X LPC PC  PS+P! PE PG

Figure 25 - Influence des sécrétions cérébrales sur la synthése des
PL dans les ovocytes de P. cultrifera aprés 48 h d'incor-
poration de 3H-choline in vitro.

Les résultats sont exprimés en cpm/100 ug de protéines
ovocytaires.

Moyennes * SD 3 partir de 3 échantillons.

SC : sécrétions cérébrales. ’
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Les ovocytes semblent montrer une légére augmentation du taux
de synthése des PL en présence des sécrétions cérébrales dans le milieu de
culture. Les synthéses globales de PL sont de 1'ordre de 6817 et 6063 cpm/ug
de protéines, respectivement avec ou sans sécrétions cérébrales dans le
milieu de culture des ovocytes (fig. 25). Toutefois, étant donné les faibles
différences des valeurs enregistrées, ces résultats doivent &tre interprétés
avec prudence et demandent une confirmation.

DISCUSSION
A - Voie métabolique des précurseurs utilisés

Des précurseurs marqués par des isotopes sont fréquemment utilisés
pour étudier les voies de biosynthése conduisant a la formation des phospho-
lipides chez les animaux.

Ces précurseurs peuvent &tre divisés en deux groupes. Certains
sont communs a tous les phosphatides (phosphore, certains acides gras ou
glycérol), d’'autres définissent un type de phosphatide particulier comme la
choline, l’éthanolamine, la sérine, 1'inositol etc...

La premiére catégorie donne une vue générale des voies biosynthé-
tiques directes des phosphatides, tandis que les radioisotopes spécifiques
donnent des détails au niveau des voies de formation des phospholipides.

1 - 32_phosphore (32P)
Des ovocytes de P. cultrifera (diamétre ovocytaire d'environ

130 um) incubés _in vitro sont capables d’incorporer du 32p-orthophosphate
dans les PL. Bien que le taux de radioactivité incorporée dans les classes
de PL soit faible, la majeure partie de ces synthéses est présentée par les
classes "X" et PI.

En ce qui concerne la classe "X", en plus de sa capacité d'incor-
porer le 22p et la choline-2H, elle répond positivement a la réaction avec
1'orcinol. Ce dernier permet de révéler les glucides qui montrent alors une
teinte“violetf De ce fait, nous émettons l'hypothése qu'il pourrait s'agir
d’'une base-choline telle que UDP-choline ou CDP-choline. Cette derniére est
en effet 'un précurseur des PL dans la voie directe (Van der Bosh, 1974 ;
Holub et Kuksis, 1978).
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Pour des temps plus longs d’incorporation de 32p (Belhamra, 1985},
on constate une diminution de l'importance de ces deux classes au profit des
PC et PE. Les résultats suggérent une transformation entre ces deux groupes
de PL comme cela a été démontré chez les Crustacés (Chapelle et al., 1975,
1976, 1977, 1979 ; Brichon et al., 1980).

Chez les Invertébrés marins, l'incorporation du 32p 3 &té parti-
culiérement étudiée chez les Crustacés (Shiek, 1969 ; Farkas et al., 1973 ;
Tret’'yak et Limarenk, 1977). Des travaux plus précis ont été faits par
Chapelle et al. (1975, 1976, 1977, 1979) et Brichon et al. (1980) chez les
Crabes Eriocheir et Carcinus. A

Dans différents organes et dans l'hémolymphe, il apparalit que les
syntheéses de la PI et d'acide phosphatidique sont importantes durant les
-premiéres heures d'incorporation du 32P alors que le taux des PE at des PC
reste faible. Pour des temps_d’'incorporation plus longs ces 2 classes de-
viennent 3 leur tour les plus activement synthétisées.

2 - 3g-glycérol ,
A L'incorporation de 2*H-glycérol dans les ovocytes de N. diversico-
lor s’'effectue dans les lipides neutres et les PL (9,5 ¥ de la radioactivi-

té des 1lipides totaux synthétisés par 1l'ovocyte en culture). La forte syn-
these des lipides neutres est probablement en relation avec l’accumulation
des TG dans 1'ovocyte (Fontaine, 1982 ; Belhamra, 1985). Les PL les plus
synthétisés sont les PS et les PI. Chez les Crustacés, O'Connor et Gilbert
(1969) avaient montré que 1'hépatopancréas de G. lateralis synthétise des PL
a partir du glycérol (70 % des lipides totaux). Chez le Homard, Shiek (1969)
avait trouvé une incorporation semblable de glycérol au niveau des PC et des

PE. Les ovaires apparaissent également capables de synthétiser les PC et les
PE a partir de 3H-glycérol (Lui et al., 1974).

3 - 3H-choline

In vivo et in wvitro, l'incorporation s'effectue principalement
dans les PL ("X", LPC et PC). Cette étude avec la choline ne permet pas de
nous informer sur les voies de synthése des PL ; elle confirme cependant
1'existence de la voie directe de synthése des PC dans les ovocytes et coe-
lomocytes aprés incorporation de 3H-choline. Il est donc vraisemblable que
la voie directe impliquant les diglycérides et du CDP-choline, existe chez
les Nereidae comme chez les Vertébrés (Van den Bosh, 1974 ; Holub et Kuksis,
1978).
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B - Signification physiologique

1 - Coelomocytes

L'analyse biochimique montre que les coelomocytes synthétisent

activement in vivo et in vitro différentes classes de PL. L'importance de

ces

synthéses est également prouvée par les résultats d'autoradiographie

aprés incorporation de ?H-choline.

a)

b)

D'aprés ces données, deux hypothéses peuvent é&tre formulées.
Synthése importante des phospholipides par les systémes membranaires a
savoir le réticulum endoplasmique, 1'appareil de Golgi. Chez les Insec-
tes, Della Ciopa et Engelman (1985) ont montré un taux important de cho-
line dans les phosphatidylcholines microsomales. La prolifération des
membranes est stimulée par 1'hormone juvénile.
Les PL sont associés aux produits de sécrétion des coelomocytes : cette
deuxiéme hypothése est démontrée par analyse in vitro des produits libé-
rés par les coelomocytes dans le milieu de culture; En effet aprés 48
heures d'incorporation, environ 12 % des PL synthétisés par les coelomo-
cytes se trouvent dans le milieu de culture. Ces PL sont susceptibles
d'étre absorbés par les ovocytes. Apreés adjonction d’'ovocytes dans le
milieu de culture des coelomocytes, une chute significative du taux de PL
dans celui-ci est enregistrée.

Les analyses électrophorétiques et fluorographiques des composantes
protéiques libérées dans le milieu de culture par les coelomocytes mon-
trent que les PL sont associés a la molécule de vitellogénine (VG, et
VGz). A noter aussi que dans aucun cas, nous n'avons pu déceler de bande
radioactive autre que la vitellogénine dans le milieu d’incubation des
coelomocytes. De ce fait, nous pouvons formuler 1l’'hypothése que chez P.
cultrifera la molécule de vitellogénine est constituée en partie de PL,
alors que le reste est sous forme non associée dans le milieu.

Chez les Insectes, Thomas et al (1966) avaient montré que l'incuba-
tion in vitro du corps gras de Hyalophora cecropia, de Leucophaea maderae

et de Periplaneta americana, s'accompagne d’une incorporation des précur-

seurs marqués dans les PL. Lorsque le corps gras marqué est placé dans un
milieu non radioactif contenant de 1'hémolymphe, les PL radioactifs sont
libérés dans le milieu. La majeure partie de ceux-ci consiste en PC, PE
et PS. L’'analyse électrophorétique de 1'hémolymphe dans le milieu d'incu-
bation montre que les PL libérés & partir du corps gras sont conjugués a
des protéines spécifiques.-de 1'hémolymphe. Une de ces lipoprotéines est
analogue a la H.D.L. (lipoprotéine A haute densité) du sang des Mammife-
res.
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A partir de 1'hémolymphe de Cynthia, Chino et al. (1967, 1969) ont
purifié deux lipoprotéines dont l’une, DGLP-II a été considérée comme
vitellogénine (Chino et al., 1976). Chez les papillons : H. cecropia et
H. gloveri, Thomas et Gilbert (1968, 1969) avaient isolé trois fractions
désignées comme : LDL, HDL et VHDL. Cette derniére parait correspondre
principalement a une vitellogénine. Chez Nauphoeta cinerea, les analyses

comparatives entre la vitellogénine et la vitelline révelent de petites
différences au niveau de leur composition en PL (Imboden et al., 1987).
Ces auteurs citent aussi que chez Nauphoeta, la vitelline contient signi-
ficativement moins de phosphatidylcholine et lysophosphatidylcholine que
la vitellogénine. Les lipides totaux forment 7,4 % pour la vitellogénine
et 4,8 % pour la vitelline.

Réqulation hormonale

Chez les Annélides, 1'addition de sécrétions cérébrales dans le
milieu de culture des coelomocytes semble sans effet mardué sur la libéra-
tion des PL. Cette influence endocrine a été éqalement testée sur la synthe-
se de vitellogénine par les coelomocytes de P. cultrifera (Baert, 1986). Cet

auteur a montré qu'il ne semble pas exister de relations marquées entre le
taux de ces synthéses et 1la teneur en néréidine. L'addition de cerveaux
actifs ou de sécrétions cérébrales dans le milieu de culture des coelomocy-
tes n'a pas d'incidence significative sur les processus de synthése. De méme
la décérébration ne semble pas exercer non plus d'effet sur ce processus.

2 - Ovocxtes

Dans nos expériences, le taux de phospholipides radioactifs appa-
rait toujours beaucoup plus faible dans les ovocytes que dans les coelomocy-
tes, que ce soit in vitro ou in vivo. Cettte différence est sans doute

renforcée d'une certaine maniére par 1l'expression des résultats en cpm par
ug de protéines. Cette méthode a été choisie pour sa précision trés supé-
rieure & celle d'un dosage de poids humide ou de poids sec. Cependant, les
ovocytes sont beaucoup plus riches que les coelomocytes en protéines ce qui
peut fausser le rapport. Toutefois, les données autoradiographiques confir-
ment que le marquage des coelomocytes est nettement supérieur a celui des
ovocytes (Pl. I, fig. 1). Cette différence est d'ailleurs compréhensible si
on considere que les ovocytes constituent, au moins pour une partie, le gite
de stockage d'un matériel exporté depuis le compartiment de synthése. Nous
avons montré en effet que la radioactivité des phospholipides élaborés par
les coelomocytes se retrouve dans les précurseurs de la protéine majeure Vg,
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Dans le cas des ovocytes isolés, l'incorporation de la choline
peut étre envisagée selon plusieurs voies métaboliques, et aboutir en théo-
rie soit a la formation de réserves lipidiques, soit a la synthése de bio-
membranes. L'étude autoradiographique a révélé que le marquage de lobules
lipidiques dans le cas de l’incorpbration de la choline est trés faible par
comparaison 4 1'incorporation du glycérol-3H (Dhainaut et Belhamra, 1986).
Par contre dans le cas des ovocytes isolés, la quasi totalité du marquage se
retrouve au niveau des systémes membranaires et notamment de 1'appareil de
Golgi (Pl. I, fig. 5). Deux hypothéses peuvent &tre émises & ce sujet : (a)
Les ovocytes examinés sont au stade d'élaboration des alvéoles corticaux, or
la membrane de ces derniers est différenciée 4 partir de 1'appareil de Golgi
(Dhainaut, 1984b). (b) La quantité importante de la radioactivité dans les
PI aprés incorporation du 32p dans l'ovocyte, est peut-@tre associée aux
processus des échanges ioniques et la phosphorylation enzymatique (Michell,
1975 ; Nishizuka, 1984). Ces processus conditionnent sans doute de fagon im-
portante la vitellogenése.



TROISIEME PARTIE

ACIDES GRAS
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Les acides gras des animaux marins ont fait l1’objet de plusieurs
études, surtout depuis l'introduction de la chromatographie en phase gazeuse
sur colonne capillaire. Toutefois, chez les Annélides peu de travaux ont été
réalisés sur le sujet. Les Néréidiens dans ce domaine méritent une place
spéciale puisque Fontaine (1982) a analysé chez P. cultrifera la composition
en acides gras des lipides neutres du liquide coelomique, des coelomocytes

et des ovocytes. Nous avons repris et poursuivi ce travail dans le but de
rechercher une modification éventuelle de la composition en acides gras en
fonction du conditionnement hormonal. Les résultats obtenus dans 1'étude du
métabolisme des lipides neutres ont révélé en effet des variations globales
du taux d'acides gras entre des ovocytes et des coelomocytes soumis ou non
a 1'influence de l’hormone cérébrale. Nos recherches effectuées 4 la fois
chez N. diversicolor et P. cultrifera ont visé a une exploration méthodique

des différentes catégories d'acides gras. Ce travail a été effectué en gran-
de partie dans le laboratoire du Pr Fournet que nous tenons particuliément a
remercier ici.

A - ETUDE QUALITATIVE

Pour la méthodologie d'extraction et de séparation des acides gras,
on se reportera au chapitre "Matériel et Méthodes". Les différents acides
gras rencontrés dans les ovocytes et (ou les coelomocytes sont indiqués dans
le tableau 25. La premiére colonne du tableau indique le symbole de 1'acide
gras et la deuxiéme colonne indique son nom usuel. Les acides gras sont ran-
gés par ordre d'apparition sur le chromatogramme (fig. 26) et en fonction de
leur deqgré de saturation (Tableau 25).




Tableau 25

Acides gras

saturés

14 0 acide myristique
15 0 acide pentadécanoique
16 0 acide palmitique
17 0 acide margarique
© 18 0 acide stéarique
20 0 acide arachidique .
22 0 acide béhénique
Acides gras monoinsaturés
16 1 acide palmitoléique
17 1 acide heptadécénoique
18 1 acide oléique
18 1 vacc acide vaccénique
20 1 acide gadoléique
22 1 acide érucique
Acides gras polyinsaturés
18 2 acide linoléique
20 i acide eicosadiénoique
18 3 acide linolénique
20 3 acide eicosatriénoique
20 4 acide arachidonique
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Figure 26 - Exemple de chromatogramme obtenu en phase gazeuse 3 partir d'unm

extrait d'acides gras d'ovocytes de N. diversicolor (130 um de

diamétre ovocytaire).
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B - ETUDE QUANTITATIVE

Bi. Conditions naturelles

a - Coelomocytes

dy. N. diversicolor

Les animaux utilisés ont un diamétre ovocytaire de 130 um.
Nos résultats sont exprimés dans le tableau 26 en mg d'acides gras pour 104
mg de protéines (a) et en fonction du pourcentage des classes d’acides gras.

Le tableau 26 montre que les acides gras saturés sont impor-
tants. Ceux-ci sont surtout représentés par 1’'acide palmitique (16:0) et
1'acide béhénique (22:0). Nous remarquons aussi wune teneur importante en
" acides gras monoinsaturés.

L'indice d'insaturation dérive de la formule suivante :
(% des monoinsaturés x 1) + (% des diinsaturés x 2) + ... / 100. Dans le cas
présent, il est égal a 0,41. Les acidesygras polyinsaturés présentent 4 %'
des acides gras des coelomocytes 4 ce stade de maturation (130 um de diame-
tre ovocytaire).

dz. P, cultrifera

Deux lots d'animaux ont été étudiés dans cette expérimenta-
tion :
- Vers de 130 pm de diametre ovocytaire récoltés le mois de décembre.
- Vers d'un diamétre ovocytaire de 220 um récoltés a la fin du mois de
de mars.

Résultats : Tableau 26.

Les coelomocytes provenant respectivement d'animaux de 130 um et
220 um de diamétre ovocytaire présentent un taux important d'acides gras sa-
turés et monoinsaturés. Les principaux acides gras classés par ordre d'im-
portance décroissant sont : l'ac. palmitique (16:0), l'ac. vaccénique (18:1
Vacc) et l'acu oléique {18:1).

Chez P. cultrifera, en comparant les deux séries de coelomocy-

tes, nous remarquons qu’'une faible diminution du taux d'acides gras par rap-
port au taux de protéines est enreqgistrée chez les plus 4gés. Concernant le
pourcentage des différents acides gras, nous ne remarquons pratiquement pas
de différence entre les deux séries de coelomocytes. Il ést da noter que cer-
tains acides gras présents en faible quantité dans les coelomocytes jeunes,




Tableau 26 - Acides gras des coelomocytes de N. diversicolor (diameétre ovocytaire &1
130 um) et de P. cultrifera (diamétre ovocytaire 130 et 220 um).
Résultats exprimés en :
a - mg d’'acide gras par 104 mg de protéines coelomocytaires.
b - pourcentages de répartition par rapport & la totalité des acides
gras dans les coelomocytes.

N. diversicolor P. cultrifera
130 pm 130 pm 220 pm
a b a b a b
AG saturés
14 0 70 2 traces 41 1
15 0 k3] 1
16 0 973 28 2100 38 1788 37,5
17 0 65 2 79 1 82 2
18 0 245 7 300 5 357 7
20 0 63 2 9 0,2
22 0 802 23
Total partiel 2249 7 65 2488 44,2 2268 47,6
. AG monoinsaturés |
16 1 227 7 400 7 258 5
17 1 53 1
18 1 203 6 700 13 561 12
18 1 vacc 290 8 1100 20 968 20
20 1 179 5 300 5 319 7
22 1 161 5
Total partiel 1060 31 2553 46 2106 44
AG polyinsaturés
18 2 42 1 22 0,4
20 2 71 2
18 3 200 4 251 5
20 3
200 4 140 3
20 4 31 1
Total partiel 144 422 8,4 8
Indice d'insaturation 0,41 0,76 0,71
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disparaissent dans les cellules des vers dqgés, c’est le cas de 1’acide ara-
chidique (20:0), de 1l'ac. heptadécénoique (17:1), et de 1'ac. linoléique
(18:2).

b - 0vocxtes

by. N. diversicolor
Les ovocytes ayant servi a cette expérience proviennent des

mémes animaux qui ont fourni les coelomocytes (paragraphe B, - a;,. Les ré-
sultats sont exprimés en pourcentages d’'importance des acides gras (tableau
27). Il indique dans les ovocytes une forte teneur des acides gras saturés.
L’ac. béhénique (22:0) et 1’ac. palmitique (16:0) sont les plus importants.-
Les acides gras monoinsaturés sont surtout présentés par l'ac. palmitoléique
(16:1), 1'ac. oléique (18:1) et 1'ac. vaccénique (18:1 vacc). Quant aux aci-
‘des grés‘pdlyinsaturés. il ne forment que 6,8 % des acides gras totaux. Dans
les ovocytes, 1’'indice d'insaturation est de 0,44.

ba. P. cultrifera

La composition et la teneur en acides gras des ovocytes ont
été étudiées sur trois stades dont les diamétres ovocytaires sont : 130, 220
et 280 ym. Le premier groupe de vers a é&té récolté au mois de décembre 1986
le 2éme et le 3&me provient d’'une récolte effectuée a la fin du mois de mars
1987.

Résultats : tableau 27, fiqure 27.

Les lipides totaux des ovocytes présentent une grande pro-
portion d'acides gras saturés, viennent ensuite les acide gras monoinsatu-
rés. Par ordre 4'importance décroissant les acides gras sont rangés de la
fagon suivante : ac. palmitique (16:0), ac. oléique (18:1), ac. vaccénique
(18:1 vacc), ac. gadoléique (20:1) et ac. linolénique (18:3). La comparaison
des acides gras en fonction de 1'age des ovocytes ne montre pas de différen-
ce apparente en ce qui concerne leur pourcentage (tableau 27). L’analyse de
la fig 27 1illustrant le taux d'acides gras par quantité de protéines en
fonction de 1'dge des ovocytes révéle une faible baisse entre 130 et 220 um
de diameétre ovocytaire, puis une baisse plus marquée entre 220 et 280 um.
L'évolution du taux d’'acides gras en fonction de 1'dge semble étre paralléle.
sauf pour l’ac. linolénique (18:3) qui est mieux représenté au stade 220 pm.
Cette apparente diminution résulte en fait d’une teneur accrue en protéines
ovocytaires a 1l’approche de la maturation.




de N. diversicolor et de P. cultrifera.

Tableau 27 - Distribution des acides gras, en pourcentage, dans les ovocytes

N. diversicolor P. cultrifera
130 pm 130 um 220 um 280 unm
AG saturés
14 0 1,3 traces 0,8 traces
15 0 0,7
16 0 23,7 38 33,7 40
17 0 1,6 2,5 2,6 2,7
18 : 0 5,5 10 9,2 10,2
20 0 4,3
22 0 27,7
Total partiel 64,8 50,5 52,9
AG monoinsaturés
16 1 6,2 2,5 3,4 2,6
17 1 0,8
18 1 6,7 14 15,9 13,7
18 1 vacc 6,7 14 15,4 14,6
20 1 3,7 7,6 6,3 7,3
22 1 3,5
Total partiel 28,1 38,9 41 38,2
AG polyinsaturés
18 2 2,5 0,8 traces traces
20 - 2 3,3
18 3 0,1 6 9,6 6,2
20 3 0,1
3,8 3 2,7
20 4 0,8
Total partiel 6.8 10,6 11,6 8,9
Indice d'insaturation 0,44 0,74 0,82 0,68
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acides gras des ovocytes de diamétre moyen égal & 130, 220 et
280 um ont été analysés. '

Les résultats sont exprimés en mg d'acides gras par 104 mg

de protéines ovocytaires.
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B2. Recherche d’un contrdle endocrine sur la composition en acides gras
dans les ovocytes et les coelomocytes

a - Coelomocytes

dy. Chez N. diversicolor

Des animaux de 130 um de diamétre ovocytaire sont utilisés.
Un premier lot d'animaux a subi l'ablation du cerveau puis a ensuite évolué
pendant 16 jours en absence de 1'hormone cérébrale. Un deuxiéme lot d'ani-
maux de méme diamétre ovocytaire que le premier a servi de témoin. Le ta-
bléau 28 montre 1la composition en acides gras des lipides totaux dans les
coelomocytes issus d’animaux décérébrés et ceux des témoins. Les résultats
sont exprimés en pourcentage par rapport aux acides gras totaux (tableau
28). La fig. 28 illustre des résultats exprimés en mg d’acides gras par 104
ng de prbtéines coelomocytaires chez les opérés et les témoins.

Résultats : tableau 28, fig. 28.

Par rapport aux témoins, les coelomocytes d'animaux décéré-
brés montrent une augmentation du pourcentage d’acides gras saturés par
rapport aux acides gras monoinsaturés. Cette augmentation est surtout mar-
quée par l’acide béhénique (22:0) qui passe de 23 a 39 ¢ ; la chute du taux
d'acides gras monoinsaturés chez les décérébrés entraine une baisse de l'in-
dice 4'insaturation.

d2., Chez P. cultrifera

Des vers de 130 pm de diamétre ovocytaire sont répartis en
deux lots : le premier sert de témoin alors que le deuxieéme est formé d'ani-
maux ayant subi une décérébration puis évoluant ensuite pendant 20 jours.

Les animaux ont été récoltés au mois de décembre 1986.

Résultats : tableau 28, fiqure 29.

Le tableau 28 montre une légére augmentation du pourcentage
des acides gras saturés dans les coelomocytes d’animaux décérébrés par rap-
port a ceux des témoins, et une diminution des acides gras monoinsaturés.
Quant & la quantité d’acides gras par quantité de protéines (Fig. 29), nous
constatons une légére diminution dans les coelomocytes des décérébrés.



86

Tableau 28 - Influence de la décérébration sur le pourcentage des acides gras
des coelomucytes de N, diversicolor et de P. cultrifera.

N. diversicolor P, cultrifera
Témoins | Décérébrés | Témoins Décérébrés'
AG satureés
14 : 0 2 _ traces traces
1s : 0 1 1
16 : 0 28 26 - 38 45,4
17 0 2 1 i 14
18 : 0 7 9 5 6,8
20 : 0 2 1 0,2
22 ¢ 0 23 39
Total partiel 65 77 44,2 | 53,6
AG monoinsaturés -
16 @ 1 6.5 4 7 4,5
17 1 1 0,5
18 : 1 6 4 13 11,3
18 : 1 vacc 3 5 20 18,1
20 : 1 5 3 5 6.8
22 1 5 2
Total partiel 30,5 18 46 41,2
AG polyinsaturés
18+ 2 1 Traces 0.4
20 : 2 2 5 | P
18 ¢ 3 4 2,2 e
20+ 3 M
q 2,2
20 : 4 1 0,2
Total partiel 4 5,2 N -8 4,8
Indice d'insatyration 0,4 0,29 0,76 0,96
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Figure 28 - Influence de la décérébration sur la teneur en acide gras des coelomocytes de F§. diversicolor

Les animaux opérés (stade initial 130 ym) ont évolué pendant 16 jours avant 1'analyse de leurs
A.G.
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Figure 29 - Influence de la décérébration sur la teneur en acides gras des coelomocytes de P. cultrifera
(diamétre ovocytaire initial = 130 pym). Temps de décérébration = 20 jours.

Les résultats sont exprimés en mg .d'AG par 10* mg de protéines coelomocytaires.
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b - Ovocytes

bi. Chez N. diversicolor

Deux lots d’animaux de 130 pm de diamétre ovocytaire sont
utilisés : les vers du premier lot subissent 1'ablation du cerveau et évo-
luent en absence de 1'hormone cérébrale pendant 16 jours. Le deuxiéme lot
sert de témoin. Les ovocytes isolés chez les animaux décérébrés et ceux des
témoins subissent 1'extraction des lipides totaux qui sont saponifiés puis
méthanolysés pour donner des acides gras sous leur forme méthyl-estérifiée.

Le tableau 29 montre les pourcentages de répartition des di-
vers acides gras dans les ovocytes des animaux décérébrés et ceux des té-
moins.

| La fidure 30 illustre des résultats exprimés en mg d’'acide
gras par 10* mg de protéines ovocytaires.

Nous remarquons que 1'ac. palmitique (16:0) et 1'ac. béhé-
niqué (22:0) sont les plus importahts a la fois dans les 0vocyteé expérimen-
tés et témoins.

Par rapport au taux de protéines, les ovocytes d'animaux dé-
cérébrés présentent plus d'acides gras que ceux des témoins : 3825 contre
2210 mg d'acides gras par 10 mg de protéines. Cette tenaur élevée observée
chez les opérés concerne les différentes catéqgories d'acides gras. Par con-
tre, les pourcentages de répartition (tableau 29) ne montrent pas de diffé-
rence entre»les décérébrés et les témoins. Dans les deux séries d'ovocytes,
les acides gras saturés sont prédominants (environ 65 %) suivis des acides
gras monoinsaturéé (environ 27 %) puis des acides gras polyinsaturés (envi-
ron 8 %).

ba. Chez P. cultrifera

Des animaux de 130 pm de diamétre ovocytaire récoltés au
mois de décembre ont été répartis en 2 lots. Les animaux du premier lot sont
décérébrés puis évoluent ensuite pendant 20 jours en absence d'hormone céré-
brale. Ceux du deuxiéme lot servent de témoins (130 pm). Un troisiéme groupe
d'animaux (160 um de diamétre ovocytaire) récoltés & la fin du mois de mars
a également été étudié. Les vers de ce groupe sont décérébrés puis évoluent
ensuite pendant 15 jours en absence 4d’'hormone cérébrale.

Les ovocytes sont alors récupérés et subissent l’'extraction
des acides gras a partir des lipides totaux. Le tableau 29 montre que la ma-
jeure proportion des acides gras est formée par les acides gras saturés
suivis des monoinsaturés. L'ac. palmitique (16:0) compte, selon les séries
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Tableau 29 - Influence de la décérébration sur le pourcentage des acides gras
des ovocytes chez N. diversicolor et P. cultrifera.
T 130 = animaux témoins au stade 130 um de diametre ovocytaire.
D 130 : animaux décérébrés au stade 130 pm de diamétre ovocytaire.
D 160 : animaux décérébrés au stade 160 um de diamétre ovocytaire.

N. diversicolor P. cultrifera
T 130 D 130 T 130 D 130 D 160

AG saturés
14 : 0 1,3 1,4
15 : 0 0,8 0,8
16 : 0 23,7 23 38 42 38
17 : 0 1,6 1,6 2,5 2 3
18 0 5.5 5,4 10 11,6 12
20 : 0 4,3 4,7 ' 0,2
22 0 27,7 28
Total partiel 64,9 64,9 50,5 55,8 53

AG monoinsaturés

16 : 1 6,2 7 2,5 2 3
17 1 0,8 0,6
18 : 1 6,7 5.7 14 13,5 14
18 : 1 vacc 8 7,5 14 11,6 13
20 : 1 3,7 3,4 7,6 9,6 8
22 : 1 3,5 3,5

Total partiel 28,1 27,1 38,9 37,3 38

AG polyinsaturés

18 @ 2 2,5 2 0,8 0,7
20 @ 2 3,2 3,4 N
NN
18 : 3 0,1 0,2 6 3,8 6
20 : 3 0,1 0,2
3,8 2 3
20 : 4 0,8 1,3
Total partiel 6,7 7,1 10,6 6,5 9

Indice d'insaturation 0,43 0,44 0,74 0,59 0,68
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Figure 30 - Influence de la décérébration sur la teneur en acide gras des ovocytes de N. diversicolor (diamétre

ovocytaire initial = 130 pm). Temps de décérébration = 16 jours.’
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Résultats exprimés en mg d'A.G. par 10 mg de protéines ovocytaires.
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Figure 31 - Influence de la décérébration sur la teneur en acides gras des ovocytes de P. cultrifera

T 130 : ovocytes témoins au stade 130 ym.
D 130 : ovocytes d'animaux décérébrés au stade 130 pm.
D 160 : ovocytes d'animaux décérébrés au stade 160 pm.

Résultats exprimés en mg m.>0\_c> mg de protéines ovocytaires
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entre 38 % et 42 % de la composition des acides gras totaux. Par ordre d'im-
portance décroissant nous retrouvons ensuite l'ac. stéarique (18:0), l'ac.
oléique (18:1) et l’ac. vaccénique (18:1 vacc).

La comparaison des pourcentages par rapport aux acides gras
totaux ne montre pas de différence apparente entre les ovocytes d’'animaux
décérébrés et ceux des témoins. En revanche, nous remarquons une baisse du
taux d'acides gras aprés décérébration (fig. 31). Cette chute est plus im-
portante lorsque la décérébration a porté sur des animaux parvenus au stade
160 um de diameétre ovocytaire. La fiqure 31 montre également une évolution
parallele du taux d'acides gras pour les trois séries d’ovocytes en compa-
raison.

C - DISCUSSION

Cette étude des acides gras a porté sur les coelomocytes et les ovocytes
de deux espeéces de Néréidiens : N. diversicolor et P. cultrifera.

Nous avons recherché plus particuliérement une différence éventuelle a
la suite d’une modification des.conditions hormonales.

Une remarque-s'impose au préalable sur 1'expression de nos résultats, a
savoir que la valeur en acides gras est ramenée qux taux de protéines. Ce
rapport a été choisi car 1’expression en fonction du poids (sec ou humide)
est 3souvent moins précise d'ou source d'erreur, mais i1 faut é&tre sensible
au fait que le taux de protéines évolue en fonction de 1’activité physiolo-
gique des cellules étudiées. Une diminution du taux d'acides gras par rap-
port aux taux de protéines ne signifie donc pas que la quantité d’acides
gras diminue en valeur absolue mais que la synthése et le stockage des aci-
des gras s'effectuent d'une facgon moins active que celle des protéines.

Comparaison entre ovocytes et coelomocytes

Chez N. diversicolor, les ovocytes et les coelomocytes possédent les mé-

mes acides gras saturés et monoinsaturés. Quant aux acides gras polyinsatu-
rés : l'acide linolénique (18:3) et 1'acide eicosatriénoique (20:3), pré-
sents en trés faible quantité'dans les ovocytes (0,1 % de la totalité des
acides gras), ils n'ont pas été retrouvés dans le coelomocytes.

Les distributions des acides gras ne montrent pas de différence apparen-
te entre les deux types de cellules. Toutefois, lorsque la teneur en acides
gras est ramenée aux taux de protéines, la quantité d'acides gras ovocytai-
res saturés et monoinsaturés, est plus faible que celle des ceolomocytes.

Chez P. cultrifera, les ovocytes contiennent par contre beaucoup plus
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d'acides gras que les coelomocytes (résultats exprimés par rapport aux taux
de protéines).

Dans les cellules germinales des Invertébrés, le rdle physiologique des
acides gras polyinsaturés est considérable. Chez les Echinodermes par exem-
ple, Meijer et al. (1984) montrent que l'acide arachidonique (20:4) et 1'a-
cide eicosapentaénoique (20:5) induisent la maturation des ovocytes de 1'é-
toile de mer.

’ Dans notre matériel, nous n'avons pas rencontré 1'acide eicosapentéénoi-
que (20:5) mais par contre 1’acide arachidonique (20:4) est présent dans les
ovocytes et les coelomocytes.

Comparaison entre les deux espéces étudiées

Les coelomocytes et les ovocytes de P. cultrifera apparaissent quantita-

tivement beaucoup plus riches en acides gras (par rapport aux taux de pro-
téines) que ceux de N. diversicolor. Cette différence est due 4 une teneur
importante en acides gras mono et polyinsaturés ; les acides gras saturés ne

présentent pas de différence apparente entre les deux espéces.

L’'étude qualitative montre que certains acides gras rencontrés dans les
ovocytes de N. diversicolor semblent absents chez P. cultrifera. C’est le
cas de l’acide myristique (14:0), de 1l'acide pentadécanoique (15:0), de 1l'a-
cide arachidique (20:0), de 1l'acide béhénique (22:0) et de l'acide gadoléi-
que (20:1). Par contre, l’acide heptadécénoique (17:1) est présent unique-

ment chez P. cultrifera. Ces différences dans la composition en acides gras

pourraient résulter d'une alimentation différente. Ces deux espéces vivant
dans deux faciés différents. En effet, il a été constaté chez les Inverté-
brés que la nature dé 1'alimentation est liée & la composition en acides
gras de 1’animal. Chez les Mollusques par exemple, Benninger et Stephan
(1985) ont montré chez Tapes decussatus et T. philipinarum que les acides

gras des triglycérides révelent des modifications saisonniéres liédes au cy-
cle annuel de la température, processus conditionnant vraisemblablement la
nourriture. Chez Mesodesma macroides, De Moreno et al. (1976) ont constaté

que l'augmentation des acides gras polyinsaturés pendant l'été est en rap-
port avec la reproduction du plancton.

Les ;cides gras polyinsaturés sont quantitativement importants dans
différents organes des Crustacés (importance des 20:5 et 20:6 de la série
Ws). Ici encore, les changements dans la teneur de ces acides gras semblent
étre liés a la nourriture et aux besoins en acides gras essentiels des dif-
férents orqganes. Les oeufs ont le plus fort taux en acides gras essentiels
(Clarke, 1979) ; les phospholipides y sont caractérisés. par une grande te-
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neur en acides gras insaturés (essentiellement C,o et Cz2) de la série de
1’acide linolénique (Ws). Il a été émis 1'hypothése que chez les Crustacés,
l'utilisation des acides gras de la série W, représente 1'un des mécanismes
d’adaptation de ces animaux aux changements de salinité et de température
du milieu environnant (Chapelle, 1986).

Les pics correspondant a la série Wi n'ont pas été déterminés avec pré-
cision dans notre matériel. L’étude des acides gras A nombre d’atomes de
carbone important (supérieur a 20) reste & approfondir.

Contréle endocrine

Au niveau des coelomocytes, la décérébration provoque chez les 2 espéces
étudiées, une diminution du pourcentage des AG monoinsaturés au profit des
AG saturés. Rapportés aux protéines, seuls l'acide béhénique augmente par
rapport aux témoins chez N. diversicolor ; chez P. cultrifera, la baisse est
générale.

Au niveau des ovocytes, une des hypothéses formulées au départ de notre
étude était que 1'évolution physiologique rapide des ovocytes provoquée par
la suppression du contrdle endocrine pouvait s'accompagner d’'une modifica-
tion dans la répartition des différentes classes d'acides gras. En fait, un
des résultats de notre étude a été d 'enregistrer une assez grande stabilité
dans cette répartition. Si peu de modifications qualitatives ont été déce-~
lées, par contre des fluctuations quantitatives ont été décelées. Chez N.
diversicolor, 1la suppression de 1’'activité endocrine cérébrale s'accompagne
d'une augmentation du stockage des AG par rapport a la quantité de protéines
élaborées. Cette augmentation est enregistrée essentiellement au niveau des
acides les plus fréquents, tels 1'acide palmitique et 1’acide béhénique.
Chez P. cultrifera a l’'inverse une baisse est constatée.

Cette diminution chez P. cultrifera peut &tre interprétée en fonction
des dosages obtenus par Caner (1981). Celui-ci a constaté que la concentra-
tion en lipides est paralléle A& la courbe de 1l’'évolution hormonale ; un ni-
veau élevé d'activité hormonale étant corrélatif d'une synthése lipidique
importante. Au cours de 1l'ovogenése, les synthéses des protéines et des
glucides augmentent plus rapidement que les lipides (fig. 1). Leur prépondé-
rance devient marquante au moment de la maturité lorsque 1'hormone a cessé
d'étre sécrétée. Dans la méme espéce, 1'étude menée par Baert (1986) montre
que les protéines vitellines participent pour une part importante a la com-
position du matériel protéique de 1l'ovocyte mature. La cinétique d'accumula-
tion de 1la vitelline dans l’ovocyte s'amplifie considérablement sur la pé-
riode de la submaturité. Il est possible d'estimer qu'un ovocyte jeune (120-
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130 um) ne contient que 16 3 environ des réserves en vitelline présentes

dans un ovocyte mature (260 pm). Plus de 80 % du contenu en vitelline d'un
ovocyte est donc fourni & cette cellule pendant la période du grand accrois-

sement. Si les conditions de régulation endocrine de la synthése et 1'accu-
mulation de la vitellogénine restent pour l’'instant difficiles a préciser,
il semble apparaitre, par contre, que la synthése des 1lipides nécessité un
taux élevé d'hormone, ce processus s'oppose par 1a 4 la corticogendse qui
ne se déclenche qu'd 1'approche de la maturité génitale (Dhainaut et
Porchet, 1977b), lors de la chute des sécrétions hormonales.
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DISCUSSION ET CONCLUSION GENERALES

Les données relatives a 1'accumulation des lipides au cours de
1’ovogenése des Néréidiens se sont progressivement accumulées au cours des
derniéres années.

Par des méthodes de dosages, Caner (1981) établit tout d'abord le
profil d'accumulation des lipides par rapport aux autres composants ovocy-
taires : glucides et protéines. Toujours chez P. cultrifera, Fontaine (1982)

procéde ensuite a l’analyse des différentes classes de lipides neutres et
‘suit 1'évolution de celles-ci au cours des différentes phases de 1'ovogené-
se. Le travail de Belhamra (1985) est orienté davantage sur le métabolisme
des divers composants coelomiques. En utilisant des précurseurs radioactifs,
il étudie les syntheéses de lipides neutres & la fois in vivo et in vitro. Il
aborde d'autre part le probléme des phospholipides.

Ces résultats autorisaient a passer a une seconde étape d'investiga-
tion : rechercher 1'influence d’'un contrdle endocrine éventuel sur le méta-
bolisme des lipides. Cette analyse a fait appel en grande partie a des in-
corporations de précurseurs radioactifs (3H-qlycérol, 3H-choline) in vitro.
Cette méthodologie permet de standardiser les conditions d'expérimentation
et d'effectuer des comparaisons, soit entre des <cellules issues d'animaux
ayant subi 1’ablation du cerveau et des témoins, soit entre des cellules
auxquelles sont ajoutées des doses variées de sécrétions hormonales. Etant
donné les relations unissant les coelomocytes et les ovocytes, les études
métaboliques ont porté sur chacun de ces compartiments.

La premiére partie de notre travail a porté sur les synthéses de li-
pides neutres (LN), & la fois chez N. diversicolor et P. cultrifera. Aprés

incorporation de 3H-glycérol les coelomocytes présentent d'importantes syn-
. théses de lipides neutres. Ceux-ci sont constitués en majeure partie par des
triglycérides (TG) puis viennent par ordre d'importance les DG, SL, MG et
AGL.

Comme cela avait été montré par Belhamra (1985) chez P. cultrifera,
les ovocytes isolés de N. diversicolor présentent également la capacité

d’effectuer des synthéses de lipides, ici encore représentés en majeure par-
tie par des TG. Il est toutefols 4 souligner que le taux de synthéses ovocy-
taires est beaucoup plus faible que celui des coelomocytes. Plusieurs rai-
sons peuvent &tre évoquées a ce sujet. Les ovocytes dans les conditions nor-
males bénéficient vraisemblablement d’'une partie de lipides élaborés par les
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coelomocytes. D'autre part, il est logique d'admettre que les coelomocytes,
réqulant la composition du milieu intérieur, présentent un "turn over” lipi-
dique rapide. Par opposition, les synthéses ovocytaires destinées en grande
partie au stockage des réserves sont lentes. En effet, la durée de 1l'ovoge-
nése est trés longue (environ une année) comparée a une incorporation expé-
rimentale s'échelonnant sur quelques heures ou quelques jours. Il est inté-
ressant de noter au passage la capacité que possédent les Polychétes de syn-
thétiser les stérols. En effet beaucoup d'Invertébrés, tels les Nématodes
(Bolla et al., 1972 ; Cole et Rrusberg, 1968..) et les Insectes (Lambremont,
1965 ; Downer, 1978..) sont incapables de synthétiser ces éléments qui sont
fournis uniquement par l'alimentation.

La suppression du facteur endocrine provoque chez N. diversicolor
une chute marquée des synthéses de LN et plus particuliérement des TG. Cette
chute intéresse a la fois les coelomocytes et les ovocytes. Chez P. cultri-

fera, si une baisse sensible est encore observée au niveau des coelomocytes,
peu de wvariations sont enregistrées chez les ovocytes. Ces données rejoi-
gnent les observations de Fontaine‘(l982) qui mentionne que les conditions
anhormonales semblent n’'exercer que peu d'effets sur le stockage des réser-
ves ovocytaires. Cette différence de réactions au niveau des ovocytes pour-
rait s'expliquer par suite de la différence d'évolution de ces ovocytes en
condition anhormonale (Dhainaut, 1984b). Aprés décérébration, les ovocytes
de N. diversicolor évoluent dans le sens de la dégénérescence, donc d'un ar-

rét du stockage des réserves. Par contre, les ovocytes de P. cultrifera su-

bissent une croissance accélérée et ne présentent que des anomalies mineures
par rapport a l'ovogenése naturelle.

A l'issue de leurs synthéses, les coelomocytes libérent dans 1le mi-
lieu de culture des LN représentés essentiellement par les TG (Fontaine,
1982 et cette étude). Ce processus différe en cela des Insectes (Meyer et
Candy, 1967 ; Wheeler, 1984) chez lesquels les LN sont libérés essentielle-
ment sous forme de DG.

Cette libération de TG apparait conditionnée par le taux d'hormone
cérébrale. Des courbes de type dose-réponse sont obtenues 4 partir des coe-
lomocytes de N. diversicolor lors de 1’'addition au milieu de culture de

prostomiums ou de sécrétions cérébrales. Ce mécanisme rappelle celui observé
sur le corps gras des Insectes aprés action de l’octopamine (Orchard et al.,
1983 ; Wheeler et Goldsworthy, 1985).

' I1 est a noter que les résultats obtenus sur les LN s'opposent dans
une certaine mesure & ceux obtenus par Baert (non publiés) en ce qui concer-
ne la libération de la vitellogénine par les coelomocytes. En effet ce méta-
bolisme ne varie pas de fagon sensible lors de 1’addition des sécrétions cé-
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rébrales ou au cours d'une culture prolongée en conditions anhormonales. On
peut envisager a ce sujet l'hypothése que 2 processus métaboliques diffé-
rents existeraient chez les coelomocytes. La vitelline (lipoglycoprotéine
complexe) est incorporée uniquement et de fagon spécifique par les ovocytes
durant une période treés longue. Par contre les lipides neutres (molécules
relativement simples) sont vraisemblablement utilisés par plusieurs compar-
timents différents. Comme chez les Insectes, il est vraisemblable que 1’ac-
tivité musculaire fait appel a ce type de réserves. A la nécessité d’'une
mobilisation rapide pourrait correspondre la nécessité d'une réqulation hor-
monale a court terme.

La deuxiéme partie de notre étude a porté sur le métabolisme des
phospholipides (PL). Pour des raisons techniques, ce travail a été effectué
essentiellement chez P. cultrifera. Il a été entrepris 4 la suite d’'observa-

tions préalables réaliéées en autoradiographie et qui avaient révélé un taux
de radioactivité important au niveau des coelomocytes aprés incorporation de
précurseurs de la synthése des PL.

L'analyse biochimique montre que les coelomocytes synthétisent acti-
vement in vivo et in vitro différentes classes de PL apres incorporation‘de

22p-phosphate. Les classes de PL les plus marquées sont les phosphatidylcho-

lines et une classe X non identifiée.

L'incorporation de *H-choline est suivie d'une synthése de phospha-

tidylcholine, de lysophosphatidylcholine et de X.

Deux hypothéses pouvaient &tre formulées au sujet de ces synthéses
de PL :

(a) édification de systémes membranaires liés a la prolifération de réticu-
lum endoplasmique comme cela a été démontré dans le corps gras des In-
tes par Della Ciopa et Engelman (1985) ;

(b) association & des produits de sécrétions libérés dans le liquide coelo-
mique ou le milieu de culture.

La mise en évidence d’'une libération de PL & partir des coelomocytes
a permis de conclure a la deuxiéme hypothése. En outre, il a été démontré
par précipitation au TCA que ces phospholipides sont associés 4 des protéi-
nes. Une identification plus compléte de ces phospholipides a été réalisée
en comparant les produits de 2 lots d'incubation, l'un réalisé en présence
de H-choline, l'autre de 3H-leucine. La radioactivité est détactée par
fluorographie aprés électrophorése sur gel de polyacrylamide. Dans ces cas,
deux bandes protéiques de poids moléculaires d'environ 530 et 320 KkDa sont
marquées. Ces deux bandes correspondent aux deux formes de vitellogénine
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décrites par Baert (1986a). Il résulte de ces résultats que pour une partie

au moins, les PL libérés par les coelomocytes sont associés aux molécules de
vitellogénines.

De plus, nous avons pu démontrer que ces phospholipides associés,
libérés dans le milieu de culture sont absorbés par 1'ovocyte. L’addition
d’'ovocytes au milieu de culture se traduit par une diminution de la radio-
activité de ce milieu. L’analyse de ces ovocytes en CCM y réveéle la présence
de phospholipides radioactifs. Enfin, la fluorographie réalisée sur les
électrophoréses des protéines ovocytaires montre la présence de bandes ra-
dioactives proches de celle de la vitelline.

Les ovocytes isolés de P. cultrifera apparaissent également capables

de réaliser leur propre synthése de PL. L'incorporation in vitro de 3H-cho-
line consiste surtout en synthése de phosphatidylcholines et lysophosphati-
dylcholines. Ce taux de synthése ovocytaire est beaucoup plus faible que ce-
lui constaté au niveau des coelomocytes. La localisation de ces PL synthéti-
sés a été recherchée par aqtoradioqraphie a4 haute résolution. Il s’'avére que
la radioactivité apparait localisée essentiellement au niveau des synthéses
membranaires et notamment de 1l'appareil de Golgi. Ceci confirme 1'hypotheése
émise par Dhainaut et Belhamra (1986) dans leur étude sur les ovocytes iso-
lés de N. diversicolor, & savoir que deux types de synthéses endogénes sont

effectuées par les ovocytes isolés : une synthése de LN, lesquels sont
stockés dans les lobules lipidiques et une synthése de PL liés aux systémes
membranaires en cours de différenciation.

L'existence d'un contrdle endocrine au niveau des synthéses de PL a
été recherchée, soit par décérébration, soit par addition de différentes do-
ses d'hormone cérébrale selon la méthode utilisée pour 1'étude de LN. Seules
des fluctuations assez peu marquées ont été enregistrées. On peut pour
1'instant, émettre, mais avec prudence,l’'hypothése que les synthéses de PL
ne seraient pas contrdlées directement par l’activité hormonale. Cette pro-
position rejoint les observations de Baert qui n'observe pas, dans les cul-
tures de coelomocytes, de variations importantes de la production de la vi-
tellogénine en fonction du taux d'hormone cérébrale.

La troisiéme partie du travail a porté sur 1’évolution des acides
gras (AG) au cours de 1'ovogenese naturelle et expérimentale. les résultats
obtenus dans notre premiére partie montraient en effet des variations globa-
les du taux d'AG dans des ovocytes et des coelomocytes soumis ou non & 1l'in-
fluence de 1’hormone cérébrale. 4

Les résultats obtenus montrent qu'entre les coelomocytes et les ovo-
cytes d'une méme espéce, il existe peu de différences dans la distribution
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des différentes classes d'AG. Chez N. diversicolor par exemple, 1l apparatt
que dans les deux types de cellules, les AG saturés sont les plus importants
et qu'ils sont représentés essentiellement par 1'acide palmitique et l'acide
béhénique. Par contre, quantitativement (le taux d'AG est ramené a celui des
protéines), il s’'avére que le taux d'AG des coelomocytes est supérieur a ce-
lui des ovocytes chez N. diversicolor. Chez P. cultrifera, par contre, les
ovocytes contiennent beaucoup plus d'AG que les coelomocytes. Une comparai-
son entre les deux espéces fait apparaitre un certain nombre de différences
dans la composition en AG. C'est ainsi que les acides : myristique, pentadé-
canoique, arachidique et béhénique sont présents dans les ovocytes de N. di-
versicolor alors qu’'ils semblent absents dans ceux de P. cultrifera. Par
contre 1’acide heptadécénoique n’est présent que chez ces derniers. Ces va-
riations pourraient correspondre a des différences dans les régimes alimen-
taires de ces 2 espéces. C'est ainsi que chez les Mollusques, Beninger et
Stephan (1985) et De Moreno et al. (1976) constatent des fluctuations sai-
sonniéres dans 1la composition en acides gras, qui résultent vraisemblable-
ment d’une modification du régime alimentaire. Chez les Crustacés, la com-
position en AG parait également liée a4 des adaptations physiologiqugswf“\§
(Chapelle, 1986). }—{ ,,
En 1'absence d'hormone cérébrale, des remaniements ont été observég“m“f
au niveau d’AG des coelomocytes. Dans les deux espéces étudiées, on constate
une diminution du pourcentage des AG monoinsaturés au profit des AG saturés.

Au niveau des ovocytes, une grande stabilité dans la répartition des
différentes classes d'AG caractérise 1'évolution en 1'absence d'hormone. Ce
résultat est assez surprenant étant donné la diversité des processus métabo-
liques déclenchés par 1'évolution expérimentale.

Par contre, par rapport aux taux de protéines une évolution quanti-
tative a été observée.

Chez N. diversicolor, la suppression de 1'activité endocrine s'ac-
compagne d'une augmentation du taux d'AG par rapport a la quantité de pro-
téines élaborées. il est possible que dans cette espéce, ol les ovocytes
sont voués A la dégénérescence en condition anhormonale, les synthéses pro-
téiques s’arrétent avant celles des acides gras. '

Chez P. cultrifera au contraire, on constate une régression constan-

te de 1la quantité 4'AG. Ces résultats recoupent les données que nous avons
recueillies dans cette egpéce en comparant des ovocytes a4 différents stades
de 1'ovogenése naturelle. A 1l'approche de la maturation, donc quand 1l’acti-
vité cérébrale s'’annule, le taux d’AG diminue progressivement.
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Ces données rejoignent les résultats des dosages effectués par Caner
(1981) (Fig. 1) chez P. cultrifera. Il constate qu’'un niveau élevé de l’'ac-
tivité hormonale est corrélatif d’une synthése lipidique importante. Puis
par rapport aux constituants ovocytaires, 1'accumulation des lipides décroit
quand se ralentit l'activité cérébrale.

En conclusion, 1'hormone cérébrale semble exercer une action stimu-
latrice sur les synthéses de lipides. Ce processus est particuliérement net
chez N. diversicolor od il concerne a la fois les ovocytes et les coelomocy-

tes. Chez ces derniers, le facteur hormonal stimule également in vitro la
libération de 1lipides neutres représentés essentiellement par des TG. Chez
P. cultrifera l'action hormonale est surtout sensible au niveau des coelomo-
cytes. Les synthéses de phospholipides par contre ne semblent pas directe-
ment corrélées par 1'activité cérébrale.

Les modalités d'action du facteur endocrine restent pour 1l'instant
uniquement du domaine des hypothéses. Parmi celles-ci on peut envisager A
titre de réflexion le probléme des récepteurs ou celui d'un contrdle (direct
ou indirect) sur les chaines métaboliques.
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