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Introduction

La notion selon laquelle le glycogéne du tissu adipeux peut
dtre une source du tréhalose de Vhémolymphe des Insectes est
étayée par plusieurs observations. Quand un exirait de corpora
cardiaca de Periplanela americana est injecté & des adultes de
cette espece, le tréhalose de I’hémolymphe augmente, tandis que
le glycogéne du tissu adipeux diminue {STEELE, 1963). Les
modifications du glycogéne du tissu adipeux de Bombyz mori
observées par Sarto (1963) dans diverses conditions expérimen-
tales concordent avec la méme notion. D’autre part, chez les
vers a soie, nous avons observé {DUcHATEAU-Bosson, J EUNIAUX
et FrorxiN, 1963) que la teneur en tréhalose de 'hémolymphe
augmente A la fin de chaque age larvaire, peu avant la mue;
cette augmentation est synchrone avec une diminution du poids
du tissu adipeux et de sa teneur en glycogéne. Le tréhalose
ainsi fourni a I'hémolymphe est, au cours de la mue, hydrolysé
en glucose, par suite de la levée de linhibition de la tréhalase
de I’hémolymphe, et le glucose est utilisé par I'épiderme, notam-
ment pour la biosynthése de la chitine. Le tissu adipeux ne
posséde pas de glucose-6-phosphatase, mais il contient un
systéme enzymatique propre aux Insectes, gui assure la conver-
sion du G-6-P en tréhalose-P (Canpy et KiLpy, 1961). Le réle
hypertréhalogémiant de 'hormone des corpora cardiaca résiderait
dans une activation de la voie métabolique glycogéne : G-1-P :
G-6-P : tréhalose (STeEELE, 1963).

L’ UDPG agit comme donneur de glucose dans la synthése du
tréhalose {Canpy eb KLy, 1959) et la présence d’UDPG a été
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mise en évidence dans des tissus de divers Insectes (CAREY ef
Wryatr, 1960). L'incubation d’'UDPG-#C avec des extraits de
muscles de Schistocerca a fourni du glycogéne marqué (TRiveL-
LoNI, 1960). C’est aussi le cas avec le G-1-P marqué. Mais quand
on étudie la formation de glycogéne & partir ’'UDPG, on
constate qu'une addition de G-6-P n’active pas la formation de
glycogéne (comme chez les Mammiféres) mais au contraire la
déprime, avec pour conséquence la formation de tréhalose

(TrriveLroni, 1960). (Vest vraisemblablement le résultat d’une

compétition enzymatique.

Varpanis (1962) a montré, chez Periplancia, que le G-1-P est
Pactivateur de 1'UDPG-glycogéne transglucosylase. De ces
observations, on doit conclure que la biosynthése du glycogéne
et du tréhalose doit &tre réglée dans le tissu adipeux des Insectes
par les concentrations relatives du G-1-P, favorisant la synthése
du glycogéne, et du G-6-P, favorisant la synthése du tréhalose.

Toutefois, on ne doit pas perdre de vue le fait que la tréhalo-
sémie pourrait s’alimenter 4 une synthése directe du tréhalose,
sans passage par le glycogéne, dans les conditions d’alimentation
convenable.

(Vest dans le but de précizer les voieg métaboliques possibles
du fréhalose et du glycogéne que nous avons recherché 1'éven-
Ltuelle synthése de ces deux sucres 4 partir de pyruvate marqué
au MG, chez le ver 4 soie 4 la fin de la période larvaire.

Matériel et mét_hodes

L]

Deux lots de vers a soie au 10® jour du H¢ dge larvaire ont
été anesthésiés 4 I'éther. A chaque larve du premier lot, 3 travers
la paroi d'une fausse patte, on a injecté dans ’hémocoele 0.1 ml
d'une solution aqueuse de pyruvate-1-14C (activité spécifique :
3.36 mC/millimole ; chaque larve a regu 25 ug de pyruvate,
soit 0.77 microcurie). A chaque larve du deuxiéme lot, on a
injecté de la méme maniére 0.1 ml d’une solution aqueuse de
pyruvate-2-14G (activité spécifique : 2.96 mC/millimole ; chaque
larve a regu 65 pg de pyruvate, soit 1.76 microcuries).

Aprés chague injection, la fausse patte a été ligaturée et les
vers 4 soie ont été maintenus 4 la température de 269 C. Quatre
heures aprés l'injection, le sang de chaque larve a été préleve




484 . BRICTEUX-GREGOIRE, CH. JEUNIAUX ET M. FLORKIN

par section d'une autre fausse patte. Les tissus adipeux ont eté
prélevés et isolés, sous le contrdle de la loupe binoculaire, lavés
dans une petite quantité de liquide physiologique pour Insectes,
et pesés. On a obtenu pour le premier lot 2.4 ml de plasma et
385 mg de tissu adipeux et pour le deuxiéme lot 2.0 ml de plasma
et 438 mg de tissu adipeux. '

Isolement du fréhalose de I'hémolymphe.

_ Le plasma, additionné de 3 volumes de potasse caustique a
30 9, a &té digéré pendant une heure & 100° G, puis dilué jusqu’a
100 ml et filtré. Le dosage a I'anthrone {DucHATEAU et FLORKIN,
1959) a donné comme résultabs respectivement 14.8 et 13.2 mg
de tréhalose -+ glycogéne, soit 616 et 660 mg/100 ml de plasma.
Le glycogéne a été précipité par addition d’alcool & des portions
aliquotes de plasma dilué et le dosage a lanthrone a donné
comme résultat 240 et 330 yg soit 10 et 17.5 mg de glyco-
géne/100 ml de plasma. La teneur du plasma en tréhalose étaib
done respectivement de 606 et 642 mg/100 ml.

Pour isoler Ie tréhalose du plasma, on a ufilisé la technique
du «carrier ». On a ajouté respectivement 96.8 et 98.6 mg de
tréhalose 4 BO ml de plasma dilué, diluant ainsi le tréhalose
présent respectivement 14.3 et 16.4 fois, :

Pour éliminer la potasse utilisée pour la digestion, la solution
o 6té versée sur une colonne d’amberlite TR 120 (H) de
"5 % 2 cm. La résine a été lavée avec 50 ml deau. Le filtrat
et Peau de lavage ont été évapores a sec sous pression réduite.
La résidu a été dissous dans de I’éthanol a 947, filtré et additionné
d’éther. Le tréhalose a cristallisé lors du refroidissement.

Isolement du iréhalose el du glycogéne du tissu adipeuz.

Le tissu adipeux a été extrait au tétrachlorure de carbone
pendant 24 heures, puis séché et pesé. 1l a ensuite &té digéré
pendant 75 minutes dans 2 ml de potasse caustique & 30 % &
100° C. La solution a été filtrée et amenée a 25 ml. Le dosage
de lensemble glycogéne 4 tréhalose a éte effectué sur cette
solution diluée 10 fois. Le glycogéne a été précipité dans des
portions aliquotes de la solution primitive et de la solution
diluée ot dosé a anthrone. Les résultats du dosage 4 'anthrone
sont quelque peu différents suivant qu’ils ont été obtenus sur
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le culot précipité dans la solution primitive ou dans la solution
diluée. Dans le tableau I, nous avons porté les résultats extrémes
obtenus. Les plus élevés, trouvés dans la solution plus concentrée,
sont probablement plus proches de la vérité, car, dans le cas
des solutions diluées, la précipitation du glycogéne n’est pas
compléte, méme aprés trois heures.

TaBLEAU 1. — Teneur du tissu adipeux
el du plasma en iréhalose el en glycogéne
(courbe d'élalonnage réalisée & Uaide de iréhalose)

Tissu adipeux Plasma
mg/100 g poids frais mg/100 ml

Exp. 1 Exp. 2 Exp. 1 | Exp. 2’

Tréhalose 4 glycogéne .. .. 5960 6800 616 660
Glycogéne . .............. 4260-5450 | 5200-6200 | 10 17.5
Tréhalose ............... 510 - 600 606 642

Les valeurs données dans le tableau pour le tréhalose ont été
calculées par différence en utilisant pour le glycogéne les valeurs
les plus élevées. Hiles sont évidemment entachées d'une erreur
importante.

Le glycogéne a été isolé du tissu adipeux en utilisant la
technique du «carrier». On a ajouté respectivement 91.2 et
95.6 mg de glycogéne Hofman-La Roche a4 5 ml du produit de
la digestion alcaline du tissu puis 6 ml d’alcool éthylique &
94 %,. Aprés une nuit, la suspension a été centrifugée, le culot
lavé deux fois & l'alcool a 66 9, séché, puis redissous dans
I'eau et précipité une nouvelle fois par addition d’alcool. Le
culot, lavé deux fois & P’alcool 4 66 9, et une fois a l'alcool
absolu, a été séché sous vide. On a obtenu respectivement 83 et
86 mg de glycogéne.

Le trehalose a éLé isolé de la méme facon que dans le plasma,
en utilisant 89.0 et 889 mg de tréhalose comme entraineur.
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. Mesures d activité.

I.a radicactivité des produits isolés a été mesurée 4 l'aide d'un
scintillateur liquide Packard Tri-Carb. Le tréhalose a été dissous
dams 1 ml d’eau et additionné de 10 ml de solution scintillante
contenant 1 g de naphtaléne, 100 mg de PPO (2.5-diphénylo-
xazole) et 2.5 mg de POPOP {1.4-bis-2 (5-phényloxazolyl)-
benzéne) dans du dioxane.

Le glycogéne n’é¢tant pas soluble dans les liquides organiques,
on a d Ihydrolyser avant de le soumettre aux mesures d’acti-
vité. La prise d'essai de glycogeéne a été dissoute dans I ml d’eau
ot 0.5 ml d'acide sulfurique 3N et hydrolysée pendant 2 heures
4 100°C. L'acide sulfurique a été 4liminé en versant la solution
sur 4 ml de Dowex 2(0H) et en lavant la résine avec 5 fois 2 ml
d'ean. Les eaux de lavage réunies au filtral ont été évaporées
a sec, le résidu repris dans de 'eau et distribué dans les fioles
du scintillateur. On a alors ajouté le mélange scintillant &

bhase de dioxane.
Résultats

Les reésultats des mesures d’activité ont été réunis dans le
tableau 11. L’activité du glycogéne isolé du tissu adipeux n’est
jamais supérieure au ¢ background » '

TapLEAU 11— Activilé spécifique du iréhalose
el du glycogéne isolés aprés injeciion de pyruuate-HG
& des vers & soie (désint.jmin. mg.)

Tissu adipeux
Plasma
Tréhalose
Tréhalose Glycogéne
Pyruvate-1-14C . 3200 190 0
Pyruvate-2-14C ... 7300 440 0

Le tréhalose a été recristallisé dans de l'alcool & 94° addi-
tionné d’éther. Llactivité spécifique n'a pas changé de fagon
significative apres la recristallisation. L’activité spécifique du
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tréhalose du tissu doit étre considéré comme indiquant un
ordre de grandeur. En effet, clle est calculée en tenant compte
d’'un facteur de dilution qui dépend de la concentration du
tissu en tréhalose, obtenue par différence entre deux valeurs
élevées dont 'une est approximative.

Discussion

Quatre heures aprés l'injection de pyruvate-*C 4 des vers

_a sole & la fin du 5¢ 4ge larvaire, l'incorporation d’activité dans

le glycogéne est nulle. Il n’est pas tout & fait exclu cependant
que du pyruvate soit transformé en glycogéne, mais celui-ci se
trouverait tellement dilué par le glycogéne déja présent dans le
tissu que le marquage passerait inapergu. Il parait plus vraisem-
blable de penser que le pyruvate, plaque tournante du méta-
bolisme, a été utilisé trés rapidement pour d’autres bubs, en
particulier pour alimenter le cyecle de Krebs, pour la synthése
d’acides aminés et pour la synthése de tréhalose.

En effet, une radioactivité appréciable apparait dans le tréha-
lose plasmatique et dans le tréhalose du tissu adipeux. Ce dernier
n’est pas directement en équilibre avec le tréhalose plasmatique,
son activité spécifique étant nettement moins élevée.

En supposant que chaque larve contenait environ 1 ml d’hémo-
lymphe, on peut calculer approximativement 'activité totale du
tréhalose de 'hémolymphe. Dans le cas de l'injection de pyru-
vate-1-14C, V'activité spécifique du tréhalose plasmatique était
de 3180 d/min.mg et la teneur de I'hémolymphe en tréhalose
de 6.2 mg/ml; lactivité totale d'un ml d’hémolymphe était
done de 20.000 d/min environ. Si le furnover du tréhalose est
négligeable pendant la durée de V'expérience, ces 20.000 d/min
sonl, représentatives de la quantité de pyruvate qui a été effec-
tivement transformée en trébalose. Par contre, si le {urnover du
tréhalose n’est pas négligeable, la quantité de pyruvate trans-
formée en tréhalose peuf étre beaucoup plus grande. Chaque
ver ayant recu 0.77 uC ou 1.71.10% d/min, ¢’est un minimum de
1.2 9% du pyruvate injecté qui a été effectivement transformé
en tréhalose.

Dans le cas de l'injection de pyruvate -2-14C, 'activité injectée
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4 chaque ver était de 1.75 pC ou 3.88.10° d/min. L’activité
totale du tréhalose contenu dans 1 ml d’hémolymphe étant
de 45.000 d/min environ, le pourcentage minimum de trans-
formation du pyruvate a été de 1.2 % également.

Les observations rapportées ci-dessus montrent que, s'il est
vrai qu’on observe, dans les conditions de nos expériences, une
incorporation du pyruvate-1-4C ou du pyruvate-2-"C dans le
tréhalose, on n’observe pas d'incorporation dans le glycogéne
du tissu adipeux. Elles montrent donc que le tréhalose peut
trouver son origine dans le pyruvate sans passage par le glyco-
géne, c’est-A-dire que l'organisme du ver & sole peut étre le
sitge d'une tréhalosonéogenése directe & partir de pyruvate.

Les faits rapportés dans 'Introduction faisant penser que le
tissu adipeux pourrait é&tre, selon les conditions de nulrition,
le sidge d’'une synthése de tréhalose ou d'une synthése de
glycogéne & partir du G-6-P, il serait indiqué de rechercher
dans différentes conditions de nutrition, 1'éventuelle synthése
des deux osides & partir do pyruvate. :

Conclusion

Du pyruvate-14C a été injecté & des vers A soie a la fin du
5o Age larvaire. Le tréhalose du plasma et du tissu adipeux et le
glycogéne du tissu adipeux ont été isolés et leur radioactivité
a 6té mesurée. Le glycogene, dans les conditions des expériences
décrites, n’a incorporé aucune radioactivité. Le tréhalose
plasmatique a incorporé au moins 1.2 %, de Pactivité du pyruvate
injecté.
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