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Introduction

Introduction

La cellule est considérée comme étant 1’unité structurelle et fonctionnelle de
tout étre vivant. Elle est délimitée par une membrane et contient un cytoplasme dans
lequel baignent des organites, les membranes biologiques sont constituées de lipides,
dont les propriétés permettent une organisation en bicouche de phospholipide. Cette
bicouche constitue une barriere relativement impermeéable de facon a isoler le
compartiment interne du milieu environnant. Ces membranes sont constituées de
lipides dominés principalement par des phospholipides, et dans lesquels sont incrustés
des protéines qui participent aux différentes fonctions cellulaires. Par conséquent, et
comme pour les protéines qui ont une multitude de fonctions cellulaires, les lipides
membranaires ne présentent pas un simple rdéle constitutif de base, ils ont des réles

fonctionnels importants (Fyfe et al. 2001).

Les phospholipides constituent une famille de molécules trés diverses .Cette
diversité vient de 1’hétérogénéité des tétes polaires ainsi que des chaines acyles qui
constituent les espéces moléculaires et leur conferent un caractere amphiphile.
Contrdlant le déplacement des molécules entre I’intérieur et I’extérieur de la cellule

ou des organites (Stillwell and Wassall, 2003).

Certaines classes de phospholipides présentent des particularités structurales
telles que la liaison éther et la liaison directe P-C ce qui leur donne des propriétés

supplémentaires par rapport aux phospholipides classiques (Weil, 2006).

Les phosphonolipides sont des analogues de phospholipides dans lesquels
I’acide phosphonique remplace 1’acide phosphorique. Cette classe de lipide
caractérisée par la présence d’une liaison phosphore-carbone (P-C), ce qui leur permet
d’exécuter ses principales fonctions, ils portent un rdle structural comme les
phospholipides tandis que leurs structures et leurs voies de métabolisme sont
différentes (Weil, 2006).

Les phosphonolipides sont des molécules dont le réle physiologique n’est pas
encore tres bien défini. Néanmoins, certains auteurs suggerent que ces lipides,
comme les phospholipides, sont des éléments structuraux dans la membrane cellulaire
et soulignent leur réle possible spécial de la perméabilitt membranaire et de
stabilisation, comme si les protéger de I'effet de I'nydrolyse des enzymes telles que la

phospholipase et la phosphatase (Kariotoglou et Mastronicolis, 2003). Ils sont
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largement distribuer chez les animaux aquatiques comme les anémones de mer, les
méduses, les mollusques bivalves, et presque tous les invertébrés marins (Kariotoglou
et Mastronicolis, 1998).

D’aprés la littérature, les proportions des phosphonolipides retrouvées chez les
invertébrés variant de 6 % du total des phospholipides chez I’ormeau Haliotis midae a
20.2 % dans les érythrocytes de Scapharca broughtonii (Chelomin et Zhukova, 1981).
Une étude a mis en évidence des variations importantes de teneur en
phosphonolipides en fonction des espéces et des tissus étudiés, les plus fortes étant
observés dans les branchies et les muscles de la moule Crenomytilusgrayanus (16.8

% dans les deux organes) (Kostetsky et Velansky, 2009).

Une espéce de classe de bivalves Mytilus galloprovincialis est originaire de la
méditerranée. |l est toutefois raisonnable de penser que la moule Mytilus
galloprovincialis exprime des composés de ce type comme il a été démontré chez
d’autres bivalves d’origine marine. Dans ce contexte, ce travail a pour objectif
principal de rechercher la présence éventuelle de phosphonolipides dans les différents

tissus de la moule Mytilus galloprovincialis.
Les objectifs spécifiques de cette étude sont :

1. Evaluer la teneur en lipides totaux et en phospholipide totaux dans les

différents tissus de la moule Mytilus galloprovincialis.

2. Caractériser partiellement la présence des phosphonolipides dans différents

tissus de la moule Mytillus galloprovincialis.
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1. Présentation du modele biologique : Mytillus galloprovincialis
Notre étude a été menée sur une espéce de mollusques bivalves Mytilus
galloprovincialis, dite la moule méditerranéenne (Lubet, 1959), est un mollusque marin, fait
partie des animaux invertébrés, avec un corps mou, visqueux, non segmenté a symétrie
bilatérale caractérisés par une coquille composée de deux valves calcifiées de forme convexes
(Casas, 2007).

1.1 Systématique
L’espece Mytilus galloprovincialis fait partie des métazoaires et en systématique on la

classe comme ¢’est indiqué dans le tableau 1 :

Tableaul. Systématique de la moule Mytillus galloprovincialis (Jurd, 2000).

Régne Animalia

Embranchement Mollusca
Classe Bivalvia

Sous -classe Pteriomorphia

Ordre Mytiloidea
Famille Mytilidae
Genre Mytillus
Espece Mytilus galloprovincialis

1.2 Anatomie

Les Mollusques possedent un corps mou, qui est protégé par une coquille a deux valves
reliées par une charniére, celles-ci présentent des stries concentriques, témoins de leur

croissance (Fig. 1).

Le corps mou de la moule est enveloppé par le manteau dont les deux lobes sont
soudés dorsalement pres de la bouche, constituant de la cavité palléale (Ruppert et al. 2004).
La moule possede un pied linguiforme, leur permettent le déplacement, a la base de pied se

trouve une glande qui synthétise des filaments (le byssus), qui par leur solidification au

3
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contact de ’eau de mer, assure la fixation de la moule a son substrat. Deux bandes blanchatres
représentent les muscles adducteurs postérieurs et antérieurs, ces muscles servent a
I’ouverture et a la fermeture de la coquille. Le systeme digestif est composé de la bouche,
I’cesophage, I’estomac, la gland digestive, I’intestin, le rectum et 1’anus, 1’estomac est pourvu
d’un caecum postérieur long (Jurd, 2000). La moule possedent deux paires des branchies
assurent double fonctions la respiration par la filtration d’eau de mer qui contient O dissous
et de la nutrition, les branchies sont lamellaires et constitues des filaments ciliés, elles
sécretent aussi un mucus piégeant les particules alimentaires qui sera dirigée vers la bouche

par des cils vibratiles et par I’intermédiaires des palpes labiaux (Jurd, 2000).

A : face ventral ; B : face dorsal a: pied ; b : branchies ; ¢ : gonades ; d : manteau
C : coté antérieur ; D coté postérieure e : muscle adducteur postérieur ; f : glande

1 : valve gauche ; 2 : crochet ; digestif

3 : strie d’accroissement

4 : Byssus ; 5: Bord manteau

Figure 1. Mytilus galloprovincialis (I : morphologie externe ; 11 : anatomie interne)
(Kaddour, 2006).

1.3 Alimentation
La moule Mytilus galloprovincialis est un consommateur microphage omnivore. Cela

signifie qu’elle se nourrit de petites particules en suspension dans 1’eau de mer. Pour se

nourrir, la moule filtre jusqu'a 100 litres d’eau par jour a travers ses branchies et récupere les
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particules alimentaires qui y sont retenues. Ce sont les algues microscopiques, le

phytoplancton, bactérie et débris organiques qui constituent 1’essentielle de sa nourriture

(Bouchard, 2004).
1.4 Mode respiratoire

Les échanges d’oxygene se font par 1’intermédiaire des branchies. L’eau chargée en
oxygene dissout pénétre dans la cavité palléale via le siphon inhalant. Elle est filtrée par les
filaments des deux paires de branchies lamelleuses avant d’étre évacuée par le courant
exhalant (Fig.2) L’oxygéne ainsi capté pénétre dans 1’hémolymphe pour étre distribué dans
tout I’organisme. Lorsque la moule se retrouve a 1’air libre, elle ferme sa coquille et passe a
une respiration anaérobie (respiration réalisée par certains organismes en [’absence

d’oxygene) (Cahen, 20006).

Eau exhalés

Rew A;:'non

exhalant

Eau inhalés

Siphon
inhalant

Filaments du byssus v L

Figure 2. Modes respiratoire et alimentaire chez la moule (Aquascope, 2000).

1.5 Reproduction

La moule est sexuellement différenciée. Pendant la période de reproduction, les ovules
de la femelle sont libérés dans la cavité palléale ou ils sont fécondés par les spermatozoides.
Ces derniers, déversés dans 1’eau par les individus males, sont entrainés dans la cavité de la
femelle par la circulation d’eau entrante. La fécondation est donc externe. Les ceufs trés
nombreux (environ500000) donnent deux stades larvaires successifs : trochophore et véligere.
La larve trochophore se transforme en larve véligére en 24h.Celle-ci se fixe sur un substrat
aprés 2 a 3 semaines, se métamorphose en jeune moule et devient adulte au bout de 2 ans
(Cahen, 2006).

1.6 Habitat
La moule vit principalement dans la zone des marées (dans les zones abritées ou sur les

cotes rocheuses exposees), mais peut aussi se rencontrer a plus grande profondeur.
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2. Définition des lipides

Les lipides sont des composés biologiques définis en fonction d’une propriété
physique : la solubilité. Ils présentent en effet une solubilité nulle ou faible dans l'eau
mais élevée dans les solvants organiques tels que le méthanol, le chloroforme, le
cyclohexane, I’éther éthylique ou 1’acétone. Formés principalement de longues
chaines composées de carbone et d’hydrogene, ils peuvent également contenir
d’autres éléments comme 1’oxygeéne, le phosphore, le soufre ou 1’azote. Les lipides
sont des molécules biologiques ayant des structures et des fonctions diverses, pouvant
par exemple étre impliqués dans la défense immunitaire (cas des eicosanoides), la
constitution de réserves énergétiques (triglycérides et esters de stérol) ou la
structuration des membranes (phospholipides et stérols) (Dudognon ,2013).

2.1 Les lipides complexes (les lipides polaires)

Les lipides dits « polaires », comprenant les phospholipides, les glycolipides et
les sphingolipides, sont composés d’une téte polaire, hydrophile (comprenant un
groupement polaire dont la nature définit la classe du lipide, un groupement
phosphate et un glycérol), liée a une queue fortement apolaire, hydrophobe, constituée
en général de deux acides gras .Ce caractére amphiphile permet aux lipides polaires
de s’agréger spontanément, de fagcon a mettre leurs tétes polaires en contact avec 1’eau
et en isoler leurs chaines hydrophobes, conduisant ainsi a la formation de structures
telles que les micelles, les liposomes ou les bicouches lorsqu’ils se trouvent en milieu
aqueux .Les bicouches lipidiques sont a I’origine de la formation des membranes
biologiques et les lipides polaires représentent les constituants majoritaires, 1’ossature,
des membranes cellulaires dans lesquelles sont insérées des protéines. La structure des
membranes cellulaires dépend donc a la fois des propriétés des acides gras formant la

queue hydrophobe, et de la nature du groupe polaire (Dudognon, 2013).
On trouve deux types de PL : les glycerophospholipides et les
sphingophospholipides.

2.1.1Glycerophospholipides

Les glycérophospholipides sont les principaux constituants des lipides
membranaires des organismes vivants ou ils sont organisés en une bicouche lipidique
(Delaunay, 2007). Les glycérophospholipides, se répartissent de maniére asymétrique

entre les deux couches de la membrane dans les cellules vivantes. Ainsi les
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glycolipides, les phospholipides a choline, phosphatidylcholine (PC) et
sphingomyeéline (SPH) sont surtout localisés dans le feuillet externe alors que les
phospholipides aminés, phosphatidyléthanolamine (PE) et phosphatidylsérine (PS)
ainsi que le phosphatidylinositol (PI) sont concentrés dans le feuillet interne (Higgins
et Evans, 1978).

D, Phospholipides
Sérine - PS
Ethanolamine » PE
Choline - PC
Inositol . PI
X
S |
O
Phosphate ,
O-— p =0
|
i O
T |
1CH2 2 CH 1CH2
Glycérol é‘)
O
e — | |
Acide gras :
R2 R1

Figure 3.Structure générale des glycérophospholipides (Université Joseph Fourier de
Grenoble, 2012).

2.1.1.1Structure des glycérophospholipides

Tous les glycérophospholipides connus sont constitué d’acide phosphatidique
qui représente la base structurale de cette classe lipidique. La plus part des
phospholipides ont un acide gars saturé sur la carbone sn-1 et un acide gras insaturé
sur le carbone sn-2 du glycerol. Le groupement phosphate sur le carbone 3 du
glycerol peut étre lié méme différents base (fig.3) qui selon la nature definissent un
group particulier de phospholipides. Ainsi, I’acide phosphatidique peut étre liée avec
la sérine, I’éthanolamine, de la choline ou de I’inositol donnant lieu respectivement a
la PS, PE, PC et PI qui forment qui forment les groups des glycérophospholipides les

plus abondants chez les mollusques.
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2.1.2 Les sphingolipides

IIs constituent le deuxiéme groupe de lipides membranaires, dérivent des
ceramides. Ces composes ont pour squelette, non pas le glycérol mais un aminoalcool
a longue chaine insaturée, la sphingosine. Lorsqu’un acide gras acidifie la
sphingosine, il en résulte une céramide dont dérivent diverses sous-classes de
sphingolipides. Ainsi, dans les sphingomyé¢lines, 1’hydroxyle en C-1 de la sphingosine
est estérifié par la phosphoéthanolamine ou la phosphorylcholine qui constituent des
tétes polaires ; elles sont donc structuralement analogues a la
phosphatidyléthanolamine et a la phosphatidylcholine et se présentent, elles aussi,
comme des molécules amphipathiques. Les sphingomyélines sont présentes dans les
membranes plasmiques des cellules animales et tout particulierement dans les gaines
de myéline qui entourent et isolent les axones de certains neurones (Weinman et
Mehul, 2004).

sphingosine

acide gras —NH— | —CH;—O0 — X |

I | — |

Téte polaire
hydrophile

Queue non polaire hydrophobe (céramide)

Nature de X : sucre simple, polysaccharide, phosphorylcholine,
phosphoryléthanolamine,...

Figure 4. Structure génerale des sphingolipides (Université Joseph
Fourier 2007).

2.2 Biosynthese des glycérophospholipides

La biosynthese des phospholipides est commencé par la synthése de glycérol
3 phosphate formé essentiellement par réduction du dihydroxyacétone phosphate et, a
un moindre degré, par phosphorylation du glycérol (Legrandois, 2009). L’acide
phosphatidique (diacyglycérol 3 phosphate) est obtenu par deux acylations
successives catalysees par un glycérol phosphate acyl transférase. La chaine en

position sn-1 est généralement saturée et celle en sn-2 insaturée.

L’acide phosphatidique est un intermédiaire commun a la synthése des

phosphoglycérides et des triglycérides. Dans la synthese des triglycérides, I’acide
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phosphatidique est hydrolysé pour donner du diacylglycérol, pouvant étre réacylé en
triglycérides par une diacylglycéride acyl transférase. La biosynthése de novo de la Pl
commence par la formation de CDP-diacylglycérol (cytidine
diphosphodiacylglycérol). Cette forme activée réagit avec I’inositol pour former la
phosphatidylinositol (PD). La phosphatidylcholine (PC) et la
phosphatidyléthanolamine (PE) peuvent étre synthétisées par une voie qui utilise la
choline (alimentaire) et 1’éthanolamine. La phosphatidylsérine (PS) provient d’une
réaction directe entre la (PE) ou la (PC) et la sérine. La phosphatidyléthanolamine
(PE) peut étre reformée par décarboxylation de la phosphatidylsérine (PS). La
phosphatidylcholine (PC) peut étre également formée a partir de la
phosphatidyléthanolamine (PE) par transméthylation (Voet et Judith, 2005), (Voir

annexe 4).

2.3 Les phosphonolipides

On appelle phosphonates des composés qui possédent une liaison covalente
phosphore - carbone (P-C). La démonstration de I'existence de phosphonates naturels
remonte seulement a1959, lorsque Horiguchi et Kandatsu ont isolés, par chro
matographie d'un hydrolysat de protozoaires du rumen, un compose phosphoré
résistant a I'hydrolyse chlorhydrique et révélable par la ninhydrine (Horiguchi et
Kandatsu, 1959). Il a été nommé "ciliatine" cette nouvelle substance a été identifié a
I'acide 2 aminoéthylphosphonique (2-AEP). Depuis cette date, le 2-AEP a été mise en
évidence dans un grand nombre d’organismes (Tamari et al, 1976). Parmi ces
phosphonates on trouve les phoshonolipides (Engel, 1977). Les phosphonolipides sont
des analogues de phospholipides dans lesquels 1’acide phosphonique remplace 1’acide
phosphorique. Cette classe de lipide caractérisée par la présence d’une liaison directe
phosphore-carbone (P-C) au lieu d’une liaison phospho-di-ester (P-O-C) (Ferguson et
al., 1982). Les phosphonolipides sont des molécules dont le role physiologique n’est
pas encore tres bien deéfini. lls ont été identifiés dans certains tissus animaux et
végétaux. Pour citer quelques exemples, on les retrouve chez certains invertébrés
marins comme les anémones (Anemone), les huitres (Ostrea), les mollusques bivalves
mais aussi chez certaines meduses (Pelagia noctiluca). Il est aussi décrit dans la
littérature que ces phosphonolipides sont aussi présents dans le jaune d’oeuf, le
sperme humain, le foie de rat et le cerveau de mouton. En ce qui concerne les

végétaux, des auteurs décrivent la présence des ces composés dans les graines de
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coton et d’abricot. Comme mentionné précédemment, les roles biologiques des
phosphonolipides ne sont pas encore tres bien connus. Néanmoins, certains auteurs
suggerent qu’ils pourraient jouer un rdle particulier dans la perméabilité¢ et la

stabilisation membranaire (Kariotoglou et Mastronicolis, 2003).

2.3.1 Classification
Les phosphonolipides sont classés en trois groupes en fonction de leurs structures :

2.3.1.1 Glycérophosphonolipides (GPnL)

Un analogue des diacylphosphatidyléthanolamines avec une liaison P-C au lieu
d’une liaison P-O-C a été décrit pour la premiere fois en 1966 chez le protozoaire T.
pyriformis qui est le phosphonolipides principal (Leray, 2010). On I'a également
trouvé dans plusieurs autres especes de protozoaires et a de faibles concentrations
dans certaines especes végétales, dans divers tissus de bovins et méme dans l'aorte

humaine, et il peut exister sous les formes diacyle, alkylacyle et alcénylacyle.

La résistance de ces lipides, et plus particulierement les dialkylés synthétiques
aux actions enzymatiques, les a désignés comme un précieux substitut du surfactant

pulmonaire (Leray, 2010).

(a) Glycérophosphonolipide
CH-.—-O-COR
RCG-U—{:?H 0
CH.-O-P-CH-—CH:—NH-
OH

Figure 5. Structure des glcérophosphonolipides (Leray, 2010).

2.3.1.2 Sphingosylphosphonolipides (SPnL)
Un analogue du céramidephosphoryléthanolamine avec une liaison P-C au lieu
d’une liaison P- O -C a été décrit pour la premiére fois en 1963 chez une anémone de

mer (Anthropleura elegantissima) (Leray, 2010).

La partie céramide est composeée le plus souvent de sphingosine liée a un acide
gras (R) saturé de 16, 17 ou 18 carbones. Ces composés ont été décrits jusqu'a présent
chez des bactéries, des protozoaires, des cinidaires (Pelagia, Aurelia, Pyllorhiza) et
des mollusques (huitres) pu ils peuvent atteindre des proportions importantes (45%

des phosphonolipides totaux). Un dérivé méthylé sur I’amine terminale (le ceramide
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méthlaminoéthylphosphonate) a méme été isolé du protozoires, Tetrahymena
pyriforms. Ce dernier composé, provenant de I’huitre Crassostrea virginica, pourait
avoir un grand intérét dans le traitement du cancer depuis que M.Chintalapatia mis en
évidence en 2009 ses activités anti-angiogeniques et inhibitrices des cellules

cancéreuses du sein (Leray, 2010).

(b} Sphingophosphonolipide

CH.{CH.);: H O
N C= C—CH-CH-CHo—O- P ~CH,-CH.~NH,
H  OH NH OH
C-0
f.:‘:H
R

Figure 6. Structure de Sphingophosphonolipide (Leray, 2010).

2.3.1.3 Phosphonosphingoglycolipides (PSGL)
Sont une classe de phosphonolipide contenant I'AEP et une chaine

d'oligosaccharides il est répondu chez I'escargot marin (Hawthoorne et Ansell, 1982).

2.3.2 Métabolisme des phosphonolipides
On connait plus d'une voie pour la biosynthése du 2-aminoéthylphosphonate,
mais la plus simple nécessite trois enzymes et utilise le phosphoénolpyruvate comme

précurseur clé, comme illustré (fig.7).

A I'exception des phosphonotripeptides apparentés K-26 et I5B2 (figure7 a, bleu
clair), la premiére étape de toutes les voies de biosynthese des phosphonates connues
sont les conversions réversible du phosphoénolpyruvate (PEP) en phosphonopyruvate
(PnPy) par PEP mutase (PepM) (Figure 7a). Parce que I'équilibre d'isomérisation
favorise grandement le PEP, la formation de PnPy est toujours reliée a une deuxieme
étape essentiellement irréversible. Une stratégie consiste a ajouter un anion acétate
équivalent a la cétone de PnPy lors de la biosynthése de FR-900098 et la voie de
biosynthése de la fosfomycine dans les pseudomonades (figure 7 b). Une deuxiéme
stratégie, plus courante implique la décarboxylation de PnPy par le
phosphonopyruvate decarboxylase (ppd) pour produire du phosphonoacétaldéhyde
(PnAA), qui est ensuite fonctionnalisé dans une myriade (figure 7c). Ces

transformations comprennent réduction par les alcools déshydrogénases métal-
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dépendants (AD) pour générer du 2-hydroxyéthyl phosphonate (2-HEP) et
transamination pour produire le groupe de téte polaire pour les phosphonoglycanes ou

les phosphonolipides (figure 7 ¢) (Spencer et al, 2013).

-~ ~ ~
(a) (c)
Phosphonolipids or
phosphonoglycans
"
ot " 8 e o
: HO- HppE HO-{ Me
L o, . A 'y
HO" ™" “NH, _ HOW T HO™
2AEP + (5):2HPP HOH
Transaminases T ' Fgma’a' Fosfomycin
d 0
o PepM 0o 0 0o o 0 " Dhpl and gl OMe
HO- g8 JL OH == HO-B Il on |FPP9 HO.B || Growll po i athers. HeN™ ) 77 N7 Py
e PN Py —— TSP thers, ™ Hoo
e | HO [ TV THOTYTH Tap T o S ToR T T 0 ' o
L pep O PnPy ) €O, PnAA 2.HEP
' ! ST
4] - oY Dehydrophos
(b) ] Homocitrate
T_'% IA..:If (Mc AcloA synthase-like HEPD,
3 pratein (.g. %
HOH  CoASH <o orpsi2) o
Fosfomycin 0 0.4 A
N HO—¢ HO 0
o (8] OHO HMP
HO-§ I ~ HO-g "M . PhpF, PhpK
HO oH ™ HD’FL“'“"' T'DH ‘Q\\\ and othars
NH; 0 “\\‘
2-phosphonomethylmalate
1 | FrbH then FrbG L
0 OH 0 o |
HO-g NH —=» HO-g N._ R N7
o fil I 0
0
A = CMP )
H

Figure 7. Metabolisme des phosphonolipides (Spencer et al, 2013).

2.3.4 Role des phosphonolipides
Bien qu'il y ait eu quelques spéculations, on en sait peu sur la fonction des

phosphonolipides. lls sont supposés étre des composants de la membrane et ils sont
connus pour étre résistants a l'action des phospholipases endogénes. Par conséquent,
ils peuvent jouer un réle dans la protection des membranes cellulaires contre les
attaques d'enzymes ou des conditions environnementales difficiles, ou ils peuvent

simplement contribuer a la conservation de I'élement essentiel phosphore (Christie,

2010).
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3.1 Matériel

3.1.1. Produits chimiques et matériel instrumental

Les produits utilisés dans la partie « analyse biochimique » sont de grade
analytique proviennent chez Sigma-Aldrich (Spruce- street, St Louis, USA et
Biochemchermopharm). Touts les plagues de chromatographie sur couche mince
(CCM) de taille 20*20cm (support en aluminium souple) en gel de silice non modifie
G60 avec un liant polymérique (1’épaisseur du gel est 200um et la taille des particules
10-12pm). Parmi D’appareillage utilis¢é dans cette étude : spectrophotometre UV
visible (UVmIini1240SHIMADZU), centrifugeuse (Sigma-Aldrich), rotavapeur

(Heidolph), étuve de séchage (Memmert, Germany).

3.1.2. Matériel biologique
Le modele biologique utilisé pour cette étude : le mollusque bivalve Mytilus
galloprovinicialis. Une espéce largement répandue dans la zone de méditerranée
(Lubet, 1976). Un échantillonnage des moules a été effectué par des étudiantes de
I’année précédente pendant le mois de Décembre 2018. Les moules ont été procurées

aux prés de I’entreprise Orca Marine, dont le siege est situé a Ain Taya (Alger).

3.1.2.1 Nature des tissus et organes étudies
Notre étude sur la moule Mytilus galloprovincialis a porté sur les extraits de

lipides totaux des tissus suivants: glande digestive, branchies et muscle (fig. 8).

Branchies

- - /
Glande digestive Manteau

Muscles

Figure 8. Organes étudies (Photo originale, 2018).
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Matériel et méthodes

3.2. Technique d’analyses biochimiques

L’extraction, purification et les analyses biochimiques des lipides sont réalisées

selon le protocole suivant (fig. 9).

i

Prélévement des différents tissus de la moule

Peser le poids frais de chaque tissu

!

Extraction des lipides totaux selon la
méthode de Bligh and Dyer (1959)

Hydrolyse alcaline

<

| 28 L Z v Y
Détermination de la Dosage du Séparation des PL
quantité des LT P. lipidique par CCM-2D
Teneur en lipides totaux Teneur en PL totaux Profil de

(mg % mg de poids frais)

(mg % mg de poids frais)

répartition des PL

Figure 9. Protocole général d’analyse des lipides.

Lipides alkali-stables

Test de Ninhydrine
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3.2.1. Extraction des lipides totaux selon la méthode de Bligh et Dyer

3.2.1.1 Principe

Cette technique dérive de la méthode de Bligh and Dyer (1959) qui est
considérée comme la méthode de référence pour I'extraction des lipides. Cette
méthode est basée sur 1’extraction de la plupart des composés lipidiques présents dans
les tissus d’animaux par un mélange de solvants  chloroforme /méthanol
monophasique dont les proportions 1 : 2 (V/V), ensuite la séparation des phases est
réalisée par addition d’un volume de chloroforme et un volume d'eau, donc apres
dilution les volumes de chloroforme, méthanol et d'eau sont maintenus dans les
proportions 2/2/1,8 (V/V/IV) et on obtient un mélange diphasique (Fig. 10). Aprés
élimination de la phase supérieure, les lipides sont quantifiés dans la phase

chloroformique.

Meélangerl'échantillon Addition de 1 vohume chloroforme
avec du chloroforme / et 1volume d’eau distillé,
méthaneol 1: 2 {(v/v) homogénéisé et filtré
Les proportions résultantes : Les proportions résultantes :
Chloroforme'méthancl/eau Chloro fonme'méthanol’ean
1:2:0.8 (w/viv) 2:2:1:8(\'1:1_')

P Py
A F
7 rd

Phase supénieur contenart les
muolécules hydrosolubles

Interphase
Echantillon
biologique contenant e
20% d’eau Phasze mféneur

contenant les lipides
purifies etles résidus
non extractible

vV V

FigurelO. Etapes de I'extraction des lipides selon la méthode de Bligh et Dyer (Bligh
and Dyer 1956).

15



Chapitre 3 Matériel et méthodes

3.2.1.2 Protocole expérimental

Environ 4 2 5 g de chaque tissu de la moule sont pesés directement dans des
flacons en verre de 250 mL. L'extraction est réalisée par homogénéisation des tissus
en présence d’un mélange binaire monophasique composée de chloroforme/méthanol,
dans les proportions 1/2 (V/V) ce qui est obtenu par addition de 5 mL de chloroforme
et 10 mL de méthanol. On agite pendant 2 minutes (I’homogénat obtenu est composé
d’une seule phase). On ajoute ensuite 5 mL de chloroforme puis 5 mL d'eau, chacun
de ces ajouts étant suivi d'une période d'agitation de 30 secondes. Les trois solvants

sont alors dans les proportions 2/2/1,8 (V/V/V) et on obtient un mélange diphasique.

Cette suspension est ensuite filtrée sur un papier filtre a flux moyen, et apres
une courte période de décantation, le filtrat est complétement séparé en deux phases

distinctes :
» La phase inférieure, chloroformique, contenant les lipides purifiés.

» La phase supérieure contenant l'eau, le méthanol et les molécules polaires
(hydrosolubles) tels que les acides aminés, les sucres, les sels...etc. Cette

derniére phase est éliminée par aspiration a la pompe a vide.

Figure 11. Décantation et formation des deux phases distinctes (photo
originale, 2018).

Bligh et Dyer ont signalé qu'une étape d'extraction supplémentaire des résidus de
filtration en utilisant du chloroforme devrait étre réalisée afin d'obtenir un meilleur

rendement pour les lipides non polaires tels que les triacylglycérols.
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3.2.2 Détermination de la quantité des lipides totaux

La phase chloroformique qui contient les lipides purifiés est transférée dans des
ballons rodés 250 mL préalablement pesé et les solvants sont évaporés a 50°C sous
vide a I’aide d’un évaporateur rotatif (Blchi). Une 2éme évaporation avec 10 mL
d’éthanol absolu permettant 1’¢limination de I’eau résiduelle par formation d’un

azéotrope (éthanol-eau).

La quantité totale des lipides purifiés est finalement déterminée, apres
équilibration thermique a la température ambiante. Les ballons sont a nouveau pesés
et par la différence on obtient le poids de lipides totaux extraits des tissus qui sont

exprimeés en mg% mg PF.

Les lipides sont ensuite dissous dans un mélange de [benzéne-méthanol
1:1(v/V)], qui permet une conservation sous congélation a -30°C pendant de longues

durées, cette étape de manipulation doit étre effectué sous la hotte.
3.2.3 Dosage du phosphore lipidique

3.2.3.1 Principe

Ce dosage est basé sur la quantification par meéthode colorimétrique du
phosphore lipidique préalablement libéré par minéralisation acide dans un mélange
d’acide perchlorique (1vol), acide sulfurique (2vol), tétroxyde de vanadium (1g/L de
mélange acide). Elle comprend deux étapes :

= Lalibération du phosphore lié aux lipides, par minéralisation acide.
= Le dosage proprement dit du phosphore minéral.

L’absorbance est mesurée a 830 nm contre une gamme étalon comportant 0 a
9ug de phosphore (solution standard de KH2PO4a 6 ug de P/50 uL d’eau distillée) qui
servira a quantifier le phosphore, elle sera traitée dans les mémes conditions que les
échantillons lipidiques. Cette méthode est mise au point par Fisk et Subbarow, (1925),

puis elle a été modifiée par (Brichon, 1984).

3.2.3.2 Protocole expérimental

a) Minéralisation
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Le réactif de minéralisation est ajouté a chaque échantillon de lipides totaux et
de gamme d’étalon, a raison de 0,25 mL par tube. La minéralisation acide s’effectue

par chauffage sur bec bensun sous la hotte jusqu’a I’obtention de fumées blanches.

Adition de réactif de minéralisation et chauffage des tubes au bec bensun

Figure 12. Minéralisation acide.

NB : il faut penser impérativement a évaporer le benzéne : méthanol dans lequel sont

conservés les lipides totaux, avant la minéralisation.

Aprés minéralisation et refroidissement, on ajoute a chaque tube 5 mL de réactif
ANSA donnant avec le phosphore en milieu sulfurique une coloration bleue
spécifique (bleu de molybdéne) aprés 10 minutes de chauffage dans le bain marie a
100°C, les tubes sont a nouveau vortexés et 1’intensité de la couleur bleu est mesurée

au spectrophotometre a 830 nm.
Les proportions pour 100 mL de réactif :
= Mélange ANSA (0.63 g).
=  Heptamolybdate d’ammonium (0.2 g).

= H20 100 mL.

La teneur en phosphore lipidique des échantillons sont alors calculées a partir de

I’équation de la droit d’étalonnage. Les résultats sont ramenés au volume total de
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I’échantillon (phosphore lipidique total) puis en mg %mg de poids frais. Les teneurs
en phospholipides totaux sont déduites du phosphore lipidique en utilisant la relation

suivante :

Phospholipides totaux (mg)= phosphore lipidique total (mg) * 27

NB : ce facteur de 27 correspond aux animaux d’eau de mer (Brichon, 1984).

3.2.4 Séparation de phospholipides par chromatographie sur couche
bidimensionnelle

3.2.4.1 Principe

La séparation des PL est réalisée par chromatographie sur couche mince
bidimensionnelle (CCM-2D) selon la méthode décrite par (Bodonnec et al, 2000).
Cette chromatographie liquide solide est basée sur la distribution des solutés entre

I’adsorbant fixe et la phase liquide mobile.

Chacun des solutes est soumis a une force de rétention (par adsorption) et une
force d’entrainement par la phase mobile. L’équilibre qui en résulte aboutit a une
migration différentielle des solutés de 1’échantillon a analyser, ce qui permet leur

séparation.

On réalise une premiére chromatographie a l'aide d'un systéme de solvants puis
une deuxieme a l'aide d'un second systeme de solvants, dans une direction

perpendiculaire a la premiére (Fig. 13).

a b
+ 24 141
le chromatogramme T g
' est tourne de 90° ' :
.I o C oo .
dépot dépot
-

direction de la premiére
chromatographie

Figure 13.Schéma d'une chromatographie bidimensionnelle.

a) premiére chromatographie ; b) deuxiéme chromatographie
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3.2.4.2 Dépots

Aprés concentration éventuelle des lipides par évaporation, le dépot est réalisé
avec une micropipette de 10 pL dans un angle de la plaque a 1.5 cm environ de
chacun des bords. Il est effectué¢ sous courant d’air ticde. La séparation des PL est
réalisée par CCM-2D, ces plaques permettant de déposer en moyenne entre 300-500

ng de PL ou 15 a 25 pg de phosphore lipidique.

3.2.4.3. Systémes des solvants utilisés
La séparation des divers phospholipides met en jeux 3 systemes successifs de

solvants dont la composition est résumée sur le (tab. 2).

®  Premier systeme
Ce solvant est éther diisopopylique seul (qu’on remplacé par I'éther di-
éthylique. Cette premiere migration permet de separer les lipides neutres (qui migrent
au front) et des phospholipides (qui restent au dépdt). La migration est poussée

jusqu’a environ lcm du bord supérieur de la plaque.

= Second systéeme (mélange basique OH™)
Cette seconde migration s’effectue de long d’un axe perpendiculaire au premier

et elle est réalisée apres séchage rapide des plaques issues du solvant N°=I.

=  Troisieme systéeme (mélange acide H™)
Avant passage dans le systeme N°=IlI les plagues sont séchées. La migration
s’effectue selon le méme axe que pour I’éther di-éthylique, jusqu’a 0.5 cm environ du

bord supérieur de la plaque.
Tableau 2. Composition des systemes de solvants utilisés pour la séparation des

phospholipides par CCM bidimensionnelle (Bodennec et al. 2000).
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Systéme Compositions Proposition volumes
respectifs
I. Ether diéthylique 100% 100
Tétrahydrofurane
50
Acétone
20
11. Mélange OH" Meéthanol
40
Eau distillee 6
Chloroforme 50
I1l. Mélange acide H* Acétone 20
Meéthanol 10
Acide acétique 15
Eau distillee 5

3.2.4.4. Révelation des phospholipides aux vapeurs d’iode
C’est une technique non destructive, apres contact avec une atmosphere saturée
en vapeurs d’iode des plaques obtenues de la migration, les phospholipides se révelent
en jaune plus ou moins intense par fixation réversible de 1’Tode (I2) sur les doubles

liaisons. La coloration est labile et disparait apres élimination des vapeurs d’lode.

3.2.5 Tests de caractérisation chimique des phosphonolipides

3.2.5.1 Test de saponification (la méthanolyse alcaline)

a)Principe
La soude NaOH par son pouvoir a hydrolyser chimiquement les esters de
glycérol permet de saponifier les phospholipides classiques, ils sont éliminés au cours
des lavages, seul les molécules non saponifiables restent dans la phase chloroformique
(Vance et Sweeley, 1967).

b) Protocole expérimentale
On préleve un volume de chaque extrait de lipides totaux qui correspond a une

masse de 7 mg, puis on élimine les solvants par évaporation dans I’étuve a 50 C°. Les
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lipides totaux secs sont résuspendus dans 2 mL de chloroforme et 2 mL de solution de
soude méthanolique a (0.6 N). Apres une agitation des tubes au vortex, on les laisse
réagir pendant 1 heure a la température de laboratoire, puis on ajoute 0,23 mL d’acide
chlorhydrique concentrer (pour neutraliser la solution) et on attend de 10 & 20 minutes

ensuite 2 mL chloroforme et 1,3 mL d’eau distillée sont ajoutés.

On vortex a nouveau les tubes puis on les centrifuge a 1500 tpm pendant 10
minutes afin d’accélérer la séparation des 2 phases. On élimine la phase supérieure a
I’aide d’une pipette pasteur et la phase inferieure est lavée 2 fois par 2mL méthanol et

1,5 mL d’eau distillée (on centrifuge et on €élimine la partie supérieure a chaque fois)

On évapore la phase chloroformique contenant les lipides non saponifiés puis on
la résuspendre dans 60uL de chloroforme — méthanol 2 :1 (v/v) et on dépose 20 pL

sur la plaque.
3.2.5.2 Test a la ninhydrine

a) Principe
La ninhydrine (2,2-dihydroxyindan-1,3-dione) est un composé aromatique
possede la particularité de former un produit coloré avec les acides aminés (la tache
révélée est souvent violette), cette réaction se fait a chaud. Ce réactif est utilisé
comme révélateur des fonctions aminées libres et permet de visualiser les
phospholipides aminés, tel que la PS, PE et leurs dérivés lyso (LPS et LPE). Voici le
schema réactionnel de cette reaction (fig. 14).

o}
1 R o= (,3'

OH | 0

on + HaN-CH-COOH S N= + ¢ 3 €O, + 210
f R W

1 it
0 o} 0
Ninhydrine Coloration violette

Figure 14. Schéma reactionnel entre la Ninhydrine et un acide aminé

a) Préparation de la solution de ninhydrine :

Ce réactif est obtenu aprés dissolution de 0,3 g de ninhydrine dans 100 mL N-
Butanol contenant 3 mL d'acide acétique galcial, aprés pulvérisation des plaques de
CCM par le réactif de la ninhydrine il faut ensuite les chauffés dans 1’étuve a 110 °C
pendant 3 minutes, ce réactif présente 1’avantage de donner une coloration qui

disparait spontanément apres quelques heures (Brichon, G 1984).

22



Chapitre 3 Matériel et méthodes

3.4 Analyse statistique

Toutes les valeurs présentées dans les histogrammes sont exprimées en
moyenne + erreur de standard de la moyenne des trois répétions (moyenne + SEM).
Pour comparer les moyennes des différents organes, le test le plus approprié est le test
d’ANOVA a un facteur. Ces analyses ont été effectuées en utilisant le logiciel
XLSTAT version 2009.

La signification de la différence est résumée comme suit :
» (0,05<sig) indique que la différence est n’est pas significative.
» (0.05 > sig) indique que la différence est significative.
> (sig<0,01) indique que la différence est hautement significative.

» (sig<0,001) indique que la différence trés hautement significative.
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4.1. Teneur en lipides totaux dans les différents tissus de la moule Mytilus
galloprovincialis.

La figure ci-dessous montre la distribution des lipides totaux (LT) dans les

différents tissus de la moule Mytilus galloprovincialis, exprimés en mg % mg de

poids frais.
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Figurel5.Teneur en lipides totaux de chaque organe de la moule Mytilus
galloprovincialis

Les résultats sont exprimés en (moyenne SEM) pour (n=3) répétitions.

Le symbole (*) indique que la différence est significative (0.05 > sig) donnée par le test
d’ANOVA pour la teneur en LT entre le les différents organes.

Les lipides des différents tissus (glande digestive, muscle et branchie) ont été
extraits et purifiés selon la méthode de Bligh and Dyer comme décrit dans la partie
matériel et méthodes. Les résultats obtenus ont révélé que la glande digestive est le
I’organe le plus riche en lipides totaux (4,250+ 0,576mg % mg poids frais) par contre
le muscle et la branchie montrent des teneurs les plus faibles en lipides totaux (il ya
pas une différence significative (sig>0,05), elles sont comprises entrel, 973+0,608¢et
1,702 +0,196 mg % mg de poids frais, respectivement). Ces résultats sont obtenus sur
plusieurs moules répartis en 3 groupes, et I’analyse statistique montre qu'il existe une
difference significative entre la glande digestive et lesdeux derniers organes
(sig<0,05).
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Nos resultats sont similaires a ceux qui ont été trouvé dans la littérature, d’aprés
Lubet et al, (1985) ont montré que la teneur en lipides peut atteindre (9,7 mg %mg
de poids frais) dans la glande digestive et dans la branchie ont trouvé (1.73 mg %mg

de poids frais).

La difference dans la teneur en LT entre la glande digestive et les deux organes
(la branchie et le muscle) est due essentiellement au réle physiologique de la glande
digestive qui est ’organe impliqué dans la production et stockage des lipides. (La
glande digestive est I’organe 1’équivalent de foie chez les poissons et les crustaces).
Par ailleurs Delaport et al, (2007) ; Gonzalez-Araya et al, (2011) ont confirmés que
I’alimentation influence beaucoup sur la quantité et la composition lipidique du tissu,
d’autre part Pazos et al, (1997) ; Berthelin et al, (2000) ; Ojea et al., (2004) ont
précises que les conditions environnements du milieu (notamment la température la
salinité et la richesse trophique) et la physiologie des bivalves (notamment la
croissance et la reproduction) qui déterminent la nature et disponibilité de la

nourriture.

4.2 Teneur en phospholipides totaux

Une gamme d’étalonnage a été établie a partir d’une solution mere de KH2PO4
(6ug de P/50ul d’eau distillé), a des quantités comprises entre 0 et 9ug. On trace la
droite d’étalonnage (qui représente la variation de la densité optique obtenue en
fonction de la quantité du phosphore) (Figl4).Et on déduit par interpolation la

quantité du phosphore lipidique dans les différents tissus étudiés.
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Figure 16. Droite d’étalonnage de dosage du phosphore lipidique.
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Y : I’équation de la droite exprimant 1’absorbances en fonction des quantités du phosphore (pg).
R2: Coefficient de corrélation.

Glande digestive muscle branchie
Tissus

Figurel?. Teneurs en phospholipides totaux chez différents organes de la moule
Mytilus galloprovincialis.

Le symbole (*) indique que la différence est significative (0.05 > sig) donnée par le test ’ANOVA
pour la teneur en PL entre le les différents organes.

Les résultats sont exprimés en (moyennexSEM) pour (n=3) répétitions

La conversion du phosphore lipidique en phospholipides totaux (figure. 17)
montre que dans la branchie et le muscle les valeurs exprimées en mg pour cent mg de
tissu sont trés comparables (0,694+0,06 et 0,512+0,1 respectivement) Les deux tissus
sont 0.05 < Sig indique que les deux échantillons sont homogenes est la différence

n’est pas significative.

Les teneurs les plus élevées se retrouvent la encore dans la glande digestive
(1,277 = 0,12).L’¢étude statistique des teneurs en phospholipides totaux entre la
branchie, muscle et la glande digestif montre que les valeurs sont tés hautement

significativement différent (sig<0,001).

Lubet et al (1985) a montré que le teneur en PL est relativement stable dans la
branchie et le manteau (organe pas étudiée), il a trouve des valeurs comprise entre
(1,05 et 1,01 % du poids frais).la teneur la plus élevés en PL est mesurée a 1,69% du

poids frais dans la glande digestif.
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Le rapport PL/LT montre que c’est la branchie qui est I’organe le plus riche
en PL (41% contre 25% et 30% pour le muscle et la glande digestif). Cela est di a la
structure des branchies et I’anatomie de la branchie consiste en quatre paires de demi
branchies (branchies avec filaments branchiaux sur un cété seulement) les filaments
riches en membranes alors la teneur en PL est augmente (Wilaiwan 1986).

4.3. Séparation des phospholipides par chromatographie sur couche mince
bidimensionnelle

Un aliquote de lipides totaux de la branchie est déposé sur la plaque qui
correspond & 15 pg du phosphore lipidique. Les lipides sont successivement sépares

dans les systémes de solvant 1, 2 et 3, Les phospholipides sont révélés par 1’Tode (I2).

H.
*
DPG
LN
PE
Systéme 1 R X: o ps

et Pl

Systéme 3 f N

-4

X
LPC S

Dépéot Phospholipides totaux de
Mytilus galloprovincialis OH

>

Figure 18. CCM bidimensionnelle des extraits de lipides totaux de la branchie apres
révélation par I’iode.

LN : ensemble de tous les lipides neutres ; PC : Phosphatidycholine ; PE :
Phoshatidyléthanolamine ; PS : Phosphatidylsérine ; LPC : Lysophoshatidylcholine ;
DPG : Diphosphatidylglécérol ou cardiolipine.

H*et OH™ sont les deux axes de migration : H* dans le systeme acide et OH “dans le

systeme basique.

La figure (voir annexe 3) montre la plaque standard de profile de répartition des
lipides (Bodonnec, 2000) et par comparaison avec la plaque de (figure. 18) on trouve
que la seéparation chromatographique sur couche mince bidimensionnelle des extraits
de lipides totaux permet de montrer que les principales classes de phospholipides,
PC, PE ( PL majoritaires), Pl ,PS et DPG (PL minoritaires ) observées chez les
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mammiferes, les poissons ou les crustacés sont eégalement retrouvées chez le
mollusque bivalve Mytilus galloprovincialis. Neanmoins, il existe des variations selon
les espéces (Vaskovsky, 1989) et au niveau des organes différenciés (Lubet et al,
1985) (Table. 2). Les facteurs qui influencent la composition en phospholipides
peuvent étre endogeénes (sexe, reproduction) ou exogenes (salinité, température,

saison, nutrition) (Vaskovsky, 1989).

Contrairement aux mammiferes et aux poissons, la sphingomyéline (SPH)
n’existe pas chez les bivalves a quelques exceptions pres (Sargent, 1989). Cependant,
la présence d’autres sphingolipides, notamment les phosphonolipides a été mise en
évidence chez la moule Mytilus galloprovincialis (Lubet et al, 1985) et chez beaucoup
d’especes d’invertébrés (Joseph, 1982; Vaskovsky, 1989).

Tableau 3. Composition relative en phospholipides des organes de la moule
Mytilus galloprovincialis Extrait de (Lubet et al, 1985).

Branchies Manteau Glande digestif
Phospholipides pourcentage de pourcentage de pourcentage de
P.Lip P.Lip P.Lip
Phosphonolipides 1,3+0,6 1,5+0,7
X 1,0+0,7 7,842,0 5,240,3*
Y 9,3+0,6
Phospholipides tr 3,2+0,2
LPC 2,7+0,6 42,3£2,8 49,2+1,1*
PC 387 ,0+1,5 7,4+1,1 2,7£0,8**
PS 3,7+1,0 6,8+0,6 7,0£0,9
Pl 5,9+0,6 31,9+1,6* 22,1+1,9**
PE 37,2+0,2 4,2+0,6 6,4+1,8
DPG 2,2+1,3 tr 0,5£0,2
PA tr

Les résultats sont exprimés en (moyenne+SEM)

(tr) traces; (*) Valeur significativement différente des branchies; (**) valeur significativement
différente du manteau

Les phosphonolipides ont été trouvés également dans les résultats obtenus par
(Kariotoglou et Mastronicolis, 1998) sur les lipides polaires de la moule Mytilus
galloprovincialis, leur plague CCM 2D a donné presque les mémes molécules.
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Kariotoglou et Mastronicolis ont confirmé leurs travaux on 2003 sur la
composition et la diversité en sphingophosphonolipides des mollusques comestibles
(Mytilus galloprovincialis et Eobania vermiculata), Ils ont trouvé que chez la moule
M. galloprovincialis les quantités de CAEP-I et CAEP- 1l étaient 11,2 et 2,8% des PL
totaux respectivement, Or ces valeurs chez E. vermiculata sont le (CAEP- I) =
7.6+0.3 % avec 1.5£0.1% pour le (CAEP-I1).

PE+ 1

O ) e

caer-1 Q) Q

Q CAEP - Il

Wi

2

Figure 19. Séparation CCM bidimensionnelle des lipides polaires de Mytilus.
galloprovincialis sur gel de silice (Kariotoglou et Mastronicolis, 1998).

1 et 2 sont les deux axes de migration : 1 dans le systéme acide et 2 dans le systéme basique
Les CAEP | et CAEP Il: correspond aux phosphonolipides de la classe des
sphingophosphonolipides.

PE : deux especes moléculaires différentes de phosphatidyléthanolamine.

Les lettres : a, b, c, f et Origine (Or) désignent le reste des composants lipidiques polaires de
Mytilus.

Sens (1) : chloroforme/méthanol / acide acétique / eau (50: 25: 6: 2, en vol) et dans le sens( 2)

avec chloroforme / méthanol / eau (65: 20: 3, par vol).
4.4.1 Test de saponification (methanolyse alcaline)

La Figure 18 Montre la plaque obtenue avec les LT de la branchie, qui contient
les glycérophospholipides PC, PE, Pl et PS ainsi que les composés (X1, X2 et X3).
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Apres saponification douce par NaOH méthanolique (Figure. 20) il y a
disparition des spots correspondant aux phospholipides PC, PE, PI et PS (puisque le
traitement par NaOH rompt les liaisons esters et détruit les glycérophospholipides) et
seules demeurent les taches correspondant aux fractions X1, X2 et X3 (ces composes
sont caractérisés par une liaison directe C-P qui n’est pas hydrolysé par NaOH). Ce

résultat confirme, au moins en partie, la nature phosphonolipide de ces composants.

X1 —
X2 w

X3

[

LT de Branchie apres
saponification oH”

Figure 20. Séparation des lipides non saponifiés (alkali stable) par CCM-2D

IL a été rapporté par Lubet et al, 1985 que la présence des phosphonolipides
dans les différents tissus de la moule Mytilus galloprovincialis a été confirmé par le
test de Stillway (Stillway et Harmon, 1980) qui consiste a pulvériser la plaque de
CCM avec le réactif de Dittmer et Lester (qui colore les lipides phosphorés en bleu)
aprés carbonisation a 100°C pendant 15 minutes et refroidissement de la plaque, les
spots correspondant a X1 et X2 redeviennent bleus alors que toutes les autres taches
restent gris noir, indiquant que ces deux composes X1 et X2 appartenant au groupe
des phosphonolipides (liaison directe -C-P- et non -C-O-P- comme dans le cas des
phospholipides), malheureusement on n’a pas pu réaliser ce dernier test en raison de

la non-disponibilité des produits pour préparer le réactif de Dittmer et Lester .
4.4.2 Test a la ninhydrine
Ces constituants, indiqués X1, X2 et X3, encadrent la PS dans le systeme de
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separation bidimensionnel utilisé (figure18). lls sont révélables par pulvérisation
de réactif a la ninhydrine, ils ont donc au moins une fonction aminée libre
caractéristique de la structure de 1’aminoethylphosphonate (AEP), un composé
présent dans tous les phosphonolipides. Ces composés ont été mis en évidence
pour la premiere fois chez les bivalves par Matsubara (Matsubara and Hayashi,
1973) dans C. gigas.

E

(.
—
—_—

rinvby—
[=lalal

Figure 21. Révélation des plaques CCM par la ninhydrine.

Les résultats présentés dans la (figure 21.a) sont en accord avec les travaux de
(Kariotoglou et Mastronicolis, 1998) ont été trouvé 2 phospholipides (CAEP | et CAEP
I) réagir positivement avec la ninhydrine ils étaient comporté comme des
phosphonolipides (ceramide aminoethylphosphonic) (figure 21.b) et que certain PL

aminés comme la PE et la PS réagir positivement a ce réactif.

Le diagramme S1 montre I'échantillon aprés la pulvérisation de réactif a la
ninhydrine.

PE ; phosphatidyléthanolamine; PC, phosphatidylcholine. Or, origine; CAEP |
et 11, sphingophosphonolipides majeurs et mineurs de Mytilus respectivement. Les

lettres a, b, c et origine désignent également des composants lipidiques polaires.
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Conclusion

Dans ce travail nous avons procedé a caractérisé chimiquement et
chromatographiquement des phospholipides particuliers (les phosphonolipides) chez

la moule Mytilus galloprovincialis.

Au cours de notre étude, nous avons pu mettre en évidence les principaux points
suivants :

%+ Tous les tissus ne possedent pas la méme quantité en LT, la glande digestive
est ’organe le plus riche en LT, par contre la branchie et le muscle sont les
plus pauvres.

% Concernent les teneurs en phospholipides totaux des tissus de la moule on
trouve que les valeurs dans le muscle et la branchie sont relativement stable

alors que la teneur le plus élevée est encore dans la glande digestif.

% La CCM 2D montre que tous les phospholipides observés chez les
mammiferes, PC, PE, PI et PS, DPG ainsi que le lysophosphatides LPC est
également présents chez la moule en plus des phospholipides particuliere X1,
X2 et X3.

R/
L X4

Le traitement de phospholipides totaux par la methanolyse alcaline a révelé
que les molécules X1, X2 et X3 sont alkali stable (c’est-a-dire résiste la

saponification).

% Ces constituants X1, X2 et X3, sont révélables par pulvérisation de réactif a
la ninhydrine, ils ont donc au moins une fonction aminée libre. Ces résultats

confirment, au moins en partie, la nature phosphonolipide de ces composants.

e

% En fin pour mieux caractérisé les phosphonolipides il faut établir d’autres
tests supplémentaires comme test de stelwey qui permet de caractérise la
liaison phoshonate et aussi de quantifiée les composées X1, X2 et X3 pour

déterminer leurs teneurs par rapport aux phospholipides individuels.
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Annexes

Annexe 01. Test d’A NOVA (Variable LT mg% mg PF)

Descriptives

Lipide totaux

N Moyenn Ecart- Erreur Intervalle de confiance a 95% Minimum Maximum
e type standard pour la moyenne
Borne Borne
inférieure supérieure
1,00 3 4,2502 ,99859 ,57654 1,7696 6,7309 3,34 5,32
2,00 3 1,9736 1,05473 ,60895 -,6464 4,5937 97 3,07
3,00 3 1,7020 ,34093 ,19684 ,8551 2,5489 1,31 1,94
Total 9 2,6420 1,42311 47437 1,5481 3,7359 ,97 5,32
ANOVA 34 1 facteur
Lipide totaux
Somme des ddl Moyenne des F Significatio
carrés carrés
Inter- 11,750 2 5,875 7,918 ,021
groupes
Intra- 4,452 6 742
groupes
Total 16,202 8
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Annexe 02. Test ’ANOVA (Variable PL mg% mg PF)

Descriptives

Phosphlipides

N Moyenn Ecart- Erreur Intervalle de confiance a 95% Minimum Maximum
e type standard pour la moyenne
Borne Borne
inférieure supérieure
1,00 3 1,2770 ,12831 ,07408 ,9583 1,5957 1,17 1,42
2,00 3 ,5123 , 17859 ,10311 ,0687 ,9560 ,38 72
3,00 3 ,6940 ,06605 ,03814 ,5299 ,8581 ,64 77
Total 9 ,8278 ,36453 ,12151 ,5476 1,1080 ,38 1,42
ANOVA a 1 facteur
Phosphlipides
Somme des ddl Moyenne des F Significatio
carrés carrés n
Inter- ,958 2 479 27,245 ,001
groupes
Intra- ,105 6 ,018
groupes
Total 1,063 8
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Annexe 3. La plaque CCM 2D standard (Bodnnec, 2000).

System 1
and
System 3

System 2
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Annexe 4 : Biosynthese des glycérophospholipides (Dudognon, 2013).

e H,C—OH
|
C=0 HC—OH
H,C—0-P0; H,C—0—PO;
Dihydroxyacétone phosphate sn-glycérol 3-phosphate
D) 1
Etherlipides }{2(I~__0_C_Rl
HC—OH
|
H!c—o—Po,z'
1-acylglycerol 3 phosphate
(0]
1"
H,C—OH HzC —0—C—R;
" 0 o
HC—O0—C—R2
H,C—OH H,C—0—POF
2-monoacylglycérol l.Z-diacylglIce’rol 3 phosphate
o
"
o H,C—0—C-RI
c—0—C—R1 I
e ‘®/ HC—0—CR2
HC—O—C—R2 |
| H,C—OH
H,C—0—C—R3 1.2-diacylglycérol
Triacylglycérol

CDP- Choline

H.l(l‘—OH
HC—OH
H)é—OH
glycérol
[}
H:.C’—O-—(Ié—kl

n
Hf—O—C—R; _6_. HC—O—C—R2 — Phosphatidylsérine

H,C—O—P—ytidine
1"

CDP-diacylglycérol

Phosphatidylinositol
1D\ CMP
ﬁ ) o
Il
1-12(|_“—0—C—Rl HJ'I.l",—-O—-S —RI
0
" ]
HC—0—C—R2 CH, HC—0—C-R2 +
{ i
Hzc—o—ﬂ—ﬂ—m,-—(:}l?—m—mg — HJC—O—P—D—CH.J—CH—H
0
Phosphatidylcholine Pnnsphﬂud}'leﬂmnolanme
1: glyeérol 3-phosphate déhydrogénase
2 : glycérokinase
3 : glycérol 3-phosphate acyltransferase Ethanolamine
4 : 1-acylglycérol 3-phosphate acyluanfera&e
| o s
: monoacylglycerol acyltransférase
7 : CTP-phosphatidate cytidyl ransférase H'z': 'D_C —RI
8 : CDP-diacylglycérol inositol transférase ”
9 : diacylglyeéro acylransférase HC—O—C—R.E +
10 : phosphecholine diacylglycérol fransférase | 0
11 : phosphoéthanolamine diacylglyeérol transférase CH—"
12 : transméthylation B0 —0—CH—H—C_ _
13 : réaction directe entre PE et sérine : phosphosérine synthase I1
14 : décarboxylase Phosphatidylserine

15 : réaction directe entre PC et sérine ; phosphosering synthase [
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/ Résumé

Notre travail a porté sur une espece de mollusques bivalves Mytilus galloprovincialis. Au cours de cette étude on
s’est intéressé a caractéris€ des phosphonolipides une classe particuliere de phospholipides dans différents tissus
de la moule (Glande digestif, branchie et muscle). Pour cela les lipides totaux de chaque tissu de la moule ont été
extraits puis quantifiés. Les résultats montrent que les différents tissus de la moule Mytilus galloprovincialis ne
contiennent pas les mémes quantités de lipides totaux, les variations de teneur en lipides totaux dans la glande
digestif est 4,25 contre 1,9 et 1,7 mg% mg PF dans muscle et branchie. Les phospholipides ont été identifiés apres
séparation par chromatographie sur couche mince en deux dimensions (CCM-2D) montre que les PL habituelle
(PC, PE, PI et PS, DPG et LPC) existé également chez la moule M.galloprovincilais en plus des composés X1,
X2 et X3. La methanolyse alkaline des PL totaux montre que les molécules X1, X2 et X3 sont alkali stable et la
révélation de ces molécules par le réactif ninhydrine est positive .Ceci laisse penser que ces molécules peuvent

étre des phosphonolipides.

Mots clés : la moule (Mytilus galloprovincialis), lipides totaux, les phospholipides, phosphonolipides.

VAN
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/ Abstract

Our work focused on a species of bivalve molluscs Mytilus galloprovincialis. During this study we were
interested in characterizing phosphonolipids, a particular class of phospholipids in different tissues of the mussel
(digestive gland, gill and muscle). For this, the total lipids of each tissue of the mussel were extracted and then
quantified. The results show that the different tissues of the Mytilus galloprovincialis mussel do not contain the
same amounts of total lipids, the variations in total lipid content in the digestive gland is 4.25 versus 1.9 and 1.7
mg% mg FW in muscle and gill. The phospholipids were identified after separation by two-dimensional thin layer
chromatography (TLC-2D) shows that the usual PL (PC, PE, Pl and PS, DPG and LPC) also existed in the
M.galloprovincilais mussel in addition to the compounds X1, X2 and X3. The alkaline methanolysis of total PL
shows that the molecules X1, X2 and X3 are stable alkali and the revelation of these molecules by the reagent

ninhydrin is positive. This suggests that these molecules may be phosphonolipids.

.

Keywords: Mytilus galloprovincialis, phospholipids, totals lipids,phosphonolipides.
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