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RESUME

~ =

Dans ce travail nous nous sommes attachés a rechercher et 3 identifier les
phosphonolipides contenant de la ciliatine éventuellement présents dans le rein et le
poumon de boeuf. La majeure partie de la ciliatine présente dans le rein et le poumon
se trouve dans la fraction lipidique; elle représente 61% et 67% de la ciliatine totale,
contre 0,7% et 0,1% dans la fraction correspondant acétone-soluble, 9% et 4% dans la
fraction ATC-soluble et 309 et 309% dans la fraction protéique. Le constituant majeur
de l’acide gras dans les deux organes examinés est les 15:0,17:0,17:1,18: 0 et 20 : 3.
Un extrait lipidique du rein est fractionné sur colonne d’acide silicique. La technique
employée permet I’élution de trois fractions (pic 1, 11, 1) contenant des composés
phosphorés. Les premiére, deuxiéme et troisiéme pics contiennent respectivement
24,6%, 62,1% et 13,3% du phosphore c-p contenu dans I’ensemble des fractions lipidi-
que, soit 1,9%, 0,1% et 1,695 du phosphore total de chaque fraction.

INTRODUCTION

On appell “phosphonates” des composés qui possédent une liaison covalente carbon
-phosphore. La démonstration de I'existence de phosphonates naturels remonte seule-
ment 4 1959, lorsque Horiguchi et Kandatsu® isolerent, par chromatographie d’un
hydrolysat de protozoaires du rumen, un composé phosphoré resistant a ’hydrolyse
chlorhydrique et révélable par la ninhydrine. Ils appelérent “ciliatine” cette nouvelle
substance et l'identifierent a I'acid 2-aminoéthylphosphonique (2-AEPn) aprés en
avoir réalise la synthése chimique.

Depuis cette date, la ciliatine a été mise en évidence dans un grand nombre
d’organismes®. Chez les ruminats, Shimizu et coll®. ont isolé de cerveau de boeuf de
petites quantités de ciliatine, tandis que Kandatsu et Horiguchi® montraient qu’elle se
trouve 2 une concentration appréciable (58,4 mg) dans le foie de chévre. Nous avons
isolé du foie de boeuf un “phosphonolipide” contenant de la ciliatine (acyl-glycéryl
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-ciliatine) ®; nous avons également obtenu, a partir de la vésicule biliaire du boeuf, une
petite quantité d’'un nouvel acide biliaire conjugué renfermant de la ciliatine qui con-
stitue un analogue phosphonique de I'acide taurocholique®.

La ciliatine ainsi caractérisée dans les tissus ou les humeurs des mammiféres poly-
gastriques, tire vraisemblablement son origine des protozoaires présents dans leur
rumen.

Dans ce travail nous nous sommes attachés a rechercher et a identifier les
phosphonolipides contenant de la ciliatine éventuellement présents dans le rein et le
poumon de boeuf.

MATERIELS et METHODES

Le témoin de ciliatine est synthése par la méthode de Kosolapofft”,

La triméthylciliatine nous ont été donnés par le professeur M. Horiguchi (Faculté
d’ Agriculture, Universite’ de Tohoku, Sendai, Japan)

Le rein et le poumon de boeuf provient de I’abattoir de Nagasaki ot elle est prélevé

e dans les 60 minutes qui suivent la mort de ’animal : elle est conservée 4-20°C jusqu
4 son utilisation.

Préparation de lUacide Stlicique et de la Célite.

L’acide silicique (100-200 mesh) es lavé plusieurs fois avec du méthanol : il est
ensuite porté a I'étuve 2 105°C pendant 12 heures.

La célite (hyflosupercel) est mise au contact avec trois volumes de NaOH IN
pendant une nuit; elle est ensuite lavée avec HCI IN, puis avec de ’eau distillée jusqu’
a neutralité, enfin avec trois volumes de methanol est séchée par chauffage 3 'étuve 2
80°C pendant une nuit.

Fractionnement des Fractions Phosphorique.
Le fractionnement des fraction phosphorique est réalise du rein et poumon selon un
protocole inspiré de la méthode de Schneider®. '

Extraction des Lipides du Rein.

Les lipides sont extraits du rein selon un protocole inspiré des méthodes de Shioda
et coll®, et de Folch et coll’®, A 100 g du rein on ajoute une quantité du mélange
chloroforme-méthanol (2 : 1, en vol.) égale a 20 fois le volume de I’échantillon; 'extrait
est séparé par filtration et le résidu est soumis a deux nouvelles extractions dans les mé
mes conditions que précédemment. Les différents extraits sont rassemblés et lavés
plusieurs fois par 0,2 volume d’eau distillée dans les conditions décrites par Folch et
coll®®, : on obtient ainsi une couche inférieure correspondant 2 la fraction lipidique
proprement dite. Cette derniére est Evaporée a sec et les lipides sont remis en solution
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dans 0,5 litre de mélange chloroforme-méthanol (2 : 1, en vol.). La solution est lavée
plusieurs fois par 0,2 volume d’eau distillée pour éliminer toute trace éventuelle de
composé hydrosoluble. La fraction lipidique est 4 nouveau évaporée puis redissoute
dans une petite quantité de chloroforme-méthanol (2 : 1, en vol.); enfin, elle est
additionnée d’acétone froide afin d’éliminer les lipides neutres. La séparation du sur-
nageant et des lipides complexes est obtenue par centrifugation a 4000 tours par minute
pendant 15 minutes.

Fractionnement des Phospholipides.

Le fractionnement des phospholipides est réalisé sur colonne d’acide silicique
suivant la technique de Hanahan et coll®?, On collecte des fractions de 10 ml sur
lesquelles on effectue une determination du phosphore.

Les Analyses de U’Acide Gras.

Les acides gras constitutifs ont été dosés apres hrdrolysé par HCl 5% dans le mé
thanol pendant 4 h a 100°C, par chromatographie en phase vapeur selon la méthode dé
ja décrites®®. L’appareil utilisé pour les analyses en chromatographie en phase vapeur
est un appareil Shimadzu GC-8A, équipé d'un détecteur 3 ionisation de flamme. Les
colonnes utilisées ont les caractéristiques suivantes : longueur 2 m, diamétre 3 mm,
phase stationnaire Shinchron E71 5% sur Chimalite 80-100 mesh.

Chromatographie sur Couche Mince.

La séparation des phospholipides et des phosphonolipides est obtenue par
chromatographie en couche mince sur gel de silice (Silicagel G Merck; épaisseur 0,5
mm). Les solvants utilises sont les suivants : 1 : chloroforme, méthanol, ammoniaque
289% (65 :35:5, en vol.); 2 : chloroform, méthanol, acétone, acide acétique, eau (5: 1
:2:1:0,5 en vol.); 3 : acide acétique 0,02 M dans I’éthanol a4 60%. Les différents
composés ainsi séparés sont détectés a I’aide des réactifs de révélation suivants : molyb-
date d’ammonium pour ’ensemble des lipides phosphorés; réactif de Rosenberg® pour
les phosphonolipides; ninhydrine pour les dérivés aminés; réactif de Dragendorff pour
les dérivés de la choline.

Hydrolyse Acide des Lipides.

Afin de mettre en évidence une liaison covalente C-P dans les lipides des diverses
fractions, leur résistance i I’ hydrolyse a été examinée aprés chauffage a reflux pen-
dant 48 heures en présence d’HCI 6N.

Determination du phosphore.
Le phosphore est dosé par la méthode de Chen et coll.** aprés minéralisation de
I’échantillon par un mélange de HCIO, et H,SO, dans des conditions déja décrites®®.
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RESULTATS

1. Mise en Evidence de la Ciliatine dans les Quatre Compartiments du Rein et du

Poumon de Boeuf.

Comme l'indique le Tableau 1, la majeure partie de la ciliatine présente dans le rein
et le poumon de boeuf se trouve dans la fraction lipidique; elle représente 61% et 67%
de la ciliatine totale, contre 0,7% et 0,1% dans la fraction correspondant acétone-sol-
uble, 9% et 4% dans la fraction ATC-soluble et 30% et 309% dans la fraction protéique.

Tableau 1. Distribution de la Ciliatine dans Quatre Compartiments du Rein et du Poumon de

Boeuf
Fraction C-P (ug/g) C-P/T-P (%) C-P/T-C-P (%)

Fraction acétone-soluble 1,84 0,06 0,66
Rein Fraction lipidique 169,99 4,03 60,99
™1 Fraction ATC-soluble 23,93 9,78 8,59
Fraction protéique 82,96 6,88 29,74
Fraction acétone-soluble 0,10 0,01 0,08
Poumon Fraction lipidique 82,18 3,00 66,84
UMOM T Braction ATC-soluble 4,72 0,24 3,84
Fraction protéique 35,95 3,79 29,24

C-P : Phosphore de la ciliatine (ou de ses dérivés) ;
T-P : Phosphore total ; T-C-P : Phosphore phosphonique total

Ce résultat est a rapprocher de la car-
actérisation de la ciliatine, libre ou liée,
dans le residu protéique de divers organ-
ismes®. Dans la fraction lipidique, la pré
sente de ciliatine ne peut s'envisager que
dans le cas de l'existence de phospho-
nolipides.

2. Composition des Acide Grasse.

La composition de 'acide gras dans les
lipides du rein et du poumon de boeuf est
indique dans le Tableau 2. Comme
I'indique le Tableau 2, dans les deux
organes examinés, on observe une composi-
tion plus ou moins inportante de l'acide
gras selon 'ordre croissant : 22 :1,20: 1, 22
:0,20:4,20:3,17:0,18:0,15:0,17:1
pour lereinet 20 :1,20:4,18:0,22:0, 20

Tableau 2. Composition de ’Acide Grss dans
les Lipides du Rein et du Poumon

de Boeuf.

Acide gras Rein (%)  Poumon (%)
14:0 0,558 0,849
15:0 19,063 30,088
16:0 0,364 0,750
16:1 0,681 0,782
17:0 16,616 16,302
17:1 21,051 27,753
18:0 16,759 4,924
18:1 0,008 0,026
18:2 0,540 0,630
18:3 0,416 0,423
18:4 0,702 0,180
201 1,547 1,126
20:3 14,362 7,988
20: 4 2,706 2,301
20:5 0,991 0,525
22:0 2,453 5,355
221 1,185 —
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:3,17:0,17:1,15: 0 pour le poumon, Les15:0,17:0,17:1,18:0, 20 : 3 dans 'acide

gras est le constituant majeur.

3. Chromatographie des Phospholipides du Rein sur Colonne d’Acide Silicique.

Un extrait lipidique du rein de boeuf est fractionné sur colonne d’acide silicique
selon Hanahan et coll®?. On collecte des fractions de 10 ml dont la teneur en phosphore
est déterminée sur des parties aliquotes de 0,1 ml. Comme I'indique la Fig. 1, la tech-
nique employée permet I’élution de trois fractions contenant des composés phosphoré
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Fig. 1  Diagramme d’Elution de la Fraction Phospholipidique
du Rein de Boeuf.
Chromatographie sur colonne (acide silicique 60 g,
Hyflosupercel 30 g; 3X40 cm). Elution par chloroforme
(C) : méthanol (M) (4:1,3:2etl:4). On recueille des
fractions de 10 ml (vitesse de sortie de I'éluant : 2 ml/
min.)

Tableau 3. Répartition du Phosphore Phosphonique dans les
Fractions Phospholipidiques du Rein Séparées par
Chromatographie sur Acide Silicique.

Fraction C-P (ug/g) C-P/T-P (%) C-P/T-C-P (%)

Pic I 42,1 1,92 24,6
Pic 1I 106,4 0,13 62,1
Pic III 22,8 1,62 13,3

C-P : Phosphore phosphonique ; T-P : Phosphore total ;
T-C-P : Phosphore phosphonolipidique total

Afin de déceler la
presence de phosphona-
tes dans ces pics d’elu-
tion, chacun d’entre eux
est soumis a une hydro-
lyse chlorhydrique et
Ion détermine sur une
aliquote le phosphore
non hydrolysable (Tab-
leau 3).

La premiére frac-
tion contient 24,69 du
phosphore phosphoniqu
e C-P présent dans
Pextrait lipidique, ce
qui représente 1,9% du
phosphore total de cette
fraction; les deuxiéme
et troisiéme pics con-
tiennent respectivement
62,1% et 13,3% du
phosphore C- P contenu
dans l’ensemble des
fractions lipidique, soit
01% et 16% du
phosphore total de
chaque fraction. Ces ré-
sultats indiquent la pré-
sence de phosphonolipi-
des au niveau des trois
pics d’élution. Les frac-
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tions correspondantes ont donc éfe con-
centrées et des parties aliquotes soumises a

une chromatographie sur couche mince de
gel de silice, en utilisant la phase solvante 1
(Fig. 2).

PE ® o

@ @ la fraction correspondant a ce pic con-

Le Premier Pics :

e tient deux phospholipides et un phospho-
9 nolipide (Fig. 2, B).

mobilité est la plus faible dans le systéme

Sph Le composé dont la

chromatographique employé peut étre

PA 9 (]

identifié 4 un acide phosphatidique en rai-

son de la valeur de son R; et de ’absence de

A B C D

Chromatographie des Pics Phos-

réactivité vis-a-vis de la ninhydrine et du

Fig. 2 réactif de Dragendorff.

pholipidiques Elués sur Colonne
d’Acide Silicique.

Couche mince (0.25 mm) de
Silicagel G; solvant 1. Les lipides
sont révélés par la ninhydrine, le
molybdate d’ammonium, le réactif

Un deuxiéme phospholipide corre
spond i la phosphatidyléthanolamine (mé-
me valeur de R; qu’une substance témoin,
positivité de la réaction a la ninhydrine).

de Rosenberg et le réactif de
Dragendorff. A: lipides totaux; B:
premier pic élué sur acide silicique;
C: deuxieéme pic élué sur acide
silicique; D: troisiéme pic élué sur
acide silicique. PA: acide phos-
phatidique; PE: phosphatidyléth- posséde un comportement chromatogra-

anolamine; PC: phosphatidyl- . : : 5 lai & 4 s
choline: Sph: sphingomyéline phique identique a celui d’'une céphaline;

Quant au troisi@me composé il s’agit d'un
analogue phosphonique (phosphonocépha-
line) de la phosphatidyléthanolamine dont
la similitude de structure explique qu’il

neanmoins, la présence de ce phospho
nolipide est confirmée par la résistance a I'’hydrolyse du groupement phosphonique
de la ciliatine, qui s’oppose a la labilité de la fonction ester de la phosphorylé

thanolamine.

Le Deuxiéme Pic .

Ce pic contient un phospholipide et un phosphonolipide (Fig. 2, ¢).

Le comportement chromatographique du phospholipide correspond a celui de la
phosphatidylcholine. Les conditions expérimentales mises en oeuvre ne permettant pas
d’obtenir une bonne séparation entre lécithine et phosphonolécithine®, I'analyse
chromatographique a été reprise aprés une hydrolyse de 48 heures par HCl 6N a
reflux : il est ainsi possible de montrer que le deuxieéme pic d’élution contenait égale-
ment un analogue de la phosphatidylcholine dans lequel la triméthylciliatine remplace
la phosphorylcholine. Ce phosphonolipide renferme vraisemblablement la totalité du
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phosphore C-P trouvé dans le pic 2 et représente environ la moitié du phosphore C-P
contenu dans I’extrait lipidique.

Le Troisieme Pic :

Le taux de phosphore C-P dans cette fraction correspond a 13,3% du phosphore
C-P de lextrait lipidique. Aprés hydrolyse acide, la caractérisation chromatographi-
que de la ciliatine montre 3 nouveau que le troisiéme pic d’élution contient, non seule-
ment un phospholipide, mais aussi un phosphonolipide. Le fait que ces deux composé
s se montrent résistants 3 une hydrolyse alcaline, réalisée selon la méthode de Daw-
son'”, contuit 4 admettre qu’il s’agit d’un sphingophospholipide et d’un spingophos-
phonolipide dont la mobilité chromatographique est identique® (Fig. 2, D).

L’ensemble de résultats présentés dans ce travail montre donc que plusieurs
phosphonolipides, posseédant une liaison C-P, entrent dans la constitution du rein et du
poumon de boeuf.

DISCUSSION

Les composés phosphoniques naturels que ’on a identifié jusqu’ & présent sont pour
la plupart des dérivés de la ciliatine. La présence de ciliatine a également été décelé
e dans plusieurs espéces de plancton® !9,

Considérant que le plancton sert d’aliment pour de nombreux invertébrés marins,
il est possible que la ciliatine retrouvée chez ces animaux ait une origine exogéne. On
a par ailleurs recherché la présence de ciliatine chez dévers animaux supérieurs® * 29,

Nous avons pu montrer que la bile de boeuf renferme un analogue phosphonique
de 'acide taurocholique®® et identifié un phosphonolipide (acylglycéryl-ciliatine) dans
le foie de boeuf®.

11 est évident que les humains peuvent eux aussi ingérer de la ciliatine, notamment
en mangeant de la viande ou des mollusques.

On ignore quel en est le devenir dans I'organisme humain.
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