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S U R  LA P R I ~ S E N C E  D E  CRI~ATINE C H E Z  LES  INVERTI~BRt) ;S  

E T  SA S I G N I F I C A T I O N  B I O L O G I Q U E  

JEAN ROCHE, NGUYEN-VAN THOAI ET YVONNE ROBIN 
Laboratoire de Biologie marine, Coll@e de France, Concarneau, FinistOre (France) 

On a longtemps admis qu'k de rares exceptions pr&s, chez certains Echinodermes et 
Protochord6sl, ~, la cr6atine et son d6riv6 phosphoryl6, la phosphocr6atine, 6taient 
biochimiquement caract6ristiques des Vert6br6s, comme l'arginine et la phospho- 
arginine l '6taient des Invert6br6s. De nombreuses exceptions ne tard~rent cependant 
pas k se manifester. D~s 1946, de la cr6atine a 6t6 isol6e des testicules d'oursin et 
d'6toile de mer et caract6ris6e dans ceux de plusieurs ascidies, de Protochord6s et 
d'Ann61ides marins 3. Le muscle de certains Ann61ides s'est par aiUeurs montr6 ren- 
fermer un phosphag~ne se comportant  comme la phosphocr~atine lors de son hydrolyse 
acide en pr6sence de molybdate 4 et l'identification de la cr6atine dans les tissus de 
certains Vers marins 5, puis celle de la phosphocr6atine chez ces m~mes animaux 6, ont 
6t6 r6alis6es par la suite. Enfin, la cr6atine a 6t6 caract6ris6e chez un Alcyonnaire 7 
et chez des Spongiaires s. 

Certains auteursg, l°, 4,11, ayant  interpr6t6 la pr6sence de la cr6atine chez des 
Invert6br6s comme un indice de leur rat tachement ~t des classes de transition entre 
Vert6br6s et Invertfbr6s, il nous a paru int6ressant de pr6ciser la r6partion de la 
cr6atine et de l'arginine chez ces derniers et d'6tudier dans quelle mesure cette 
r6partition pouvait  correspondre au degr6 d'6volution des organismes envisag6s. Nous 
avons donc entrepris de contr61er au moyen de techniques d'identification rigoureuses 
les r6sultats dfj~ acquis, obtenus pour la plupart  dans des conditions n'offrant pas 
de garantie de sp6cificit6 (r6actions ~ l 'a-naphtol-diac~tyle ou ~ l 'a-naphtol-hypo- 
bromite sur des extraits tissulaires entre autres), et de les 6tendre, afin de d6finir 
le r61e biologique de la cr6atine chez les Invert6br6s. 
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PARTIE EXPI~RIMENTALE 

L'identification de la cr6atine et de l 'arginine dans divers t issus d ' Inver t6br6s  a 6t6 r6alis6e par 
chromatographie  sur  papier,  selon la technique suivante:  

(i) Preparation des extraits 
Les tissus (muscle, t rac tus  digestif ou g6nital, oeufs, spermatozoides, etc.) ont  6t6 broy6s ~u sable 
ou au Waring-Blendor  en pr6sence de 2 5, 3 volumes d'acide ac6tique 5, 2 %. Les homog6nats  
6taient port6s cinq minutes  au bain-marie bouillant, puis centrifug6s. Les extrai ts  ainsi obtenus 
se sont, darts de nombreux  cas, pr6t6s directement ~. la chromatographie  sur  papier  clans divers 
solvants.  Cependant,  il a parfois 6t6 n6cessaire de proc6der 5, une purification pr6alable par  passage 
sur  colonne d '6changeur  d ' ions:  les extrai ts  ac6tiques ont  alors 6t6 filtr6s 5, t ravers  une petite 
colonne de permut i te  C 5o (forme H);  apr6s lavage de la colonne 5, l 'eau distill6e, l 'arginine et 
la cr6atine, fix6es sur  la r6sine, ont  6t6 61u6es par  l ' ammoniaque  2 N, et l'61uat ammoniacal  
concentr6 sous vide. 

(2) Solvants 
La chromatographie  des extrai ts  a 6t6 r6alis6e sur  papier W h a t m a n  No. i (chromatographie 
ascendante  avec arginine et cr6atine t6moins), dans les m61anges de solvants suivants :  I. n- 
butanol-ac ide  ac6tique--eau (73 : io:  17) ; I I .  pyridine, alcool iso~mylique-acide ac6tique-eau 
(80 : 40 : ,o  : 40) ; I I I .  pyridine-alcool isoamylique-eau~(8o : 4 ° : 7 o) ; IV. pyridine-alcool isoamylique-- 
ammon iaque -eau  (8o : 4 ° : i o : 4 o) ; V. n-propanol-acide ac6tique-eau (73 : i o: 17) ; VI.  n -propanol -  
ammon iaque -eau  (73 : 20 : 7). 

(3) R~v~lation des chromatogrammes 
Pour  la recherche de l'arginine, les chromatogrammes  6taient r6v616s par  la r6action de Sakaguchi, 
sp6cifique des guanidines monosubst i tu6es:  le papier  est d 'abord pulv6ris6 avec un m61ange 
pr6par6 ex temporan6ment  de 0.2 ml de N a O H  4 ° % + o.2 ml de solution aqueuse d'ur6e 5, 4 ° % 
+ 0.2 ml de solution alcoolique d 'a -naphtol  5, i % + H~O q.s.p, io  ml. Apr~s s6chage 5, froid, 
le papier  est pulv6ris6 avec une solution d 'hypobromi te  de sodium pr6par6e par  dilution i/4 d 'une 
solution stock r6cente contenant  0.9 ml de brome dans ioo ml de N a O H  io %. Les d6rivt~s guanidi- 
ques monosubs t i tu6s  sont  r6v616s sous forme de taches roses sur  fond blanc. 

Pour  la recherche de la crdatine, nous avons utilis6: (a) La r6action au diac6tyle-ct-naphtol, 
appliqu6e de la mani6re suivante:  le ch romatogramme est pulv6ris6 avec une solution pr6par6e 
ex temporan6ment  par  m61ange de 16 ml H~O + 2 ml N a O H  40% + 2 ml solution alcoolique 
d 'a -naphtol  5, 1% + i gout te  de diac6tyle. La cr6atine, comme certaines autres  guanidines mono- 
et disubstitu6es, appara i t  apr6s I 5, 2 minutes  en violet sur  fond cr6me. (b) La r6action de Jaff6 
au picrate alcalin, n6gative avec la cr6atine, mais positive a v e c l a  cr6atinine qui se forme par  
cyclisation de cette derni6re lorsque le ch romatogramme est chauff6 pendant  I heure 5, l '6tuve 
5, 1io% Le ch roma togramme ainsi chauff6 est pulv6ris6 avec un m61ange de 8 ml acide picrique 
en solution satur6e + 2 ml NaOH 4 ° %. La cr6atine cyclis6e apparai t  en orange sur  fond jaune. 

La cr6atine a pu  ainsi 6tre caract6ris6e dans les extrai ts  6tudi6s non seulement par  son R F 
dans diff6rents solvants  mais aussi par  ses crit6res d'identit6: r6action positive avec le r6actif 
au diac6tyle-a-naphtol,  n6gative avec le r6actif au picrate alcalin avan t  chauffage du chromato-  
gramme,  positive avec ce m~me r6actif apr6s chauffage du chromatogramme pendant  I heure  

11o% 

R~SULTATS 

Les r6sultats obtenus sont rassembl6s dans le Tableau I. Si l'arginine est pr6sente 
dans tous les tissus d'Invert6br6s 6tudi6s, ~ l 'exception du muscle de quelques 
Ann61ides et de certains produits g6nitaux, la cr6atine n'en est pas moins assez large- 
ment r6partie chez ces animaux. On la rencontre en effet em quantit6s importantes 
chez des Echinodermes (ophiures: Amphipholis squamata, Ophiothrix [ragilis; tousles 
tissus de l'oursin, Sphaerechinus granularis, ~ l 'exception des oeufs; testicules mfirs 
d'6toile de mer, Martasterias glacialis, et d'holothurie, Leptosynapta inhaerens), chez 
des Ann61ides Polych~tes (divers tissus d'Audouinia tentaculata, Dasybranchus caducus, 
Glycera convoluta, Lumbriconereis sp., Marphysa sanguinea, Scolophos armiger, 
l 'exception des oeufs; spermatozoides d'Arenicola marina), chez des G6phyriens 
(produits g6nitaux de Sipunculus nudus), chez des Coelent6r6s (spermatozoides 
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d'an6mone de mer, Calliactis parasitica) et chez des Spongiaires (tissus de diverses 
@onges; Halichondria panicea, Hymeniacidon caruncula, Thetia lyncurium). 

DISCUSSION I)ES RI~SULTATS 

La pr6sence de cr6atine chez les Invert6br6s peut ~tre envisag6e sch6matiquement 
sous un double aspect: comme un ph6nom~ne permanent (cr6atine du muscle) et 
comme un ph6nom~ne temporaire, ne se manifestant qu'en p6riode de maturit6 
sexuelle (cr6atine des spermatozoides). 

Au premier cas se rattachent les animaux (oursins, ophiures, divers Ann61ides, 
@onges) dont les tissus et principalement le muscle sont riches en cr6atine, g6n6rale- 
ment accompagn6e de son d6riv6 phosphoryl6 ~ liaison phosphorique riche en 6nergie, 
la phosphocr6atine. Cette derni~re a en effet ~t6 identifi6e chez des oursins et des 
ophiuresl,2, 4, chez des Ann61ides marins ~ et chez une @onge .1~. La signification de 
la cr6atine semble alors li6e ~ la formation d'un phosphag~ne musculaire, la phospho- 
cr6atine, jouant ch~z ces animaux le r61e assum6 par diff6rentes phosphoguanidines 
monosubstitu6es chez les autres Invert6br6s. 

Au second cas se retient des Invert6br6s ne renfermant souvent pas, X l'6tat 
normal, de cr6atine dans leurs tissus, mais off ce d6riv6 apparait dans les glandes 
g6nitales males au moment de la maturation sexuelle. La pr6sence de cr6atine dans 
les testicules mfirs d'ascidies (Boltenia et Microcosmus), d'un oursin (Strongylo- 
centrotus), d'une 6toile de met (Asterias ]orbesii), d'une holothurie (Hololuria tubulosa) 
et de plusieurs Ann~lides marins a ~t6 signal6e par GREENWALD 3, qui a pu, dans 
certains cas, mettre en 6vidence le d6riv6 phosphorique labile correspondant. Au cours 
de notre travail, nous avons confirm6 ces r6sultats chez un oursin (Sphaerechinus 
granularis), une 6toile de mer (Martaslerias glacialis), une holothurie (Leptosynapta 
inhaerens), des Ann61ides (Arenicola marina, Audouinia tentaculata, Dasybranchus 
caducus), un G@hyrien (Sipunculus nudus) et une an6mone de mer (Calliactis para- 
silica). L'absence de cr6atine dans les testicules en involution de l'6toile de mer, 
comme son apparition dans les glandes retires (volt Tableau I), montre bien qu'il 
s'agit d 'un ph6nom~ne temporaire, paraissant li6 ~ la production des spermatozoides. 
Toutefois, comme l'avait entrevu GREENWALD 3, la pr6sence de cr6atine dans les 
produits g~nitaux males ne peut 6tre g6n6ralis6e ~ l'ensemble des Invert6br6s; nous 
n'avons en effet dfcel6 aucune trace de ce corps dans les testicules mfirs d'un Arthro- 
pode (Maia squinado) ni dans ceux d'un N6matode (Ascaris lumbricoides). 

Si l'on cherche ~ interpr6ter le r61e de la cr6atine dans les spermatozoides de 
certains Invert6br6s, il y a lieu de remarquer qu'on la rencontre uniquement dans 
des esp~ces g spermatozoides flagell6s (oursin, 6toile de mer, holothurie, div. Ann61ides, 
an6mone de mer), alors que les esp~ces ~ spermatozoides amiboides, peu mobiles, 
(Maia, Ascaris) en sont d@ourvues. On peut ainsi envisager que la cr6atine contribue 

la mobilit6 des spermatozoides par l'interm6diaire de son d6riv6 phosphorique plus 
labile que ceux des guanidines monosubstitu6es (phosphoarginine, phosphoglyco- 
cyamine, phosphotaurocyamine, phospholombricine). Ainsi s'expliquerait 6galement 
l'absence de crfatine dans les oeufs, constat6e par MENDE ET CHAMBERS 13 chez les 
oursins et les 6toiles de mer, et que nous avons v6rifi6e chez tousles Invert6br6s dont 

* Chez une autre 6ponge, Hymeniacidon caruncula, dont les extraits totaux renferment 6gale- 
merit de la cr6atine, mais off nous avons identifi6 le phosphag~ne ~ l'argininephosphate, la cr6atine 
pourrait provenir des produits g6nitaux. 
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T A B L E A U  I 

R]~PARTITION DE LA CRI~ATINE ET DE L'ARGININE DANS DIVERS TISSUS D'INVERTI~BR]~S 

Espdces animales Tissus Crdatine Arginine 

ECHINODERMES 

Echinides 
Sphaerechinus granularis Lmk. 

Stellerides 
Martasterias glacialis L. 

Ophiurides 
Amphipholis squamata Da Chiaje 
Ophiothrix /ragilis L. 

Holothur ides  
Leptosynapta inhaerens Miiller* 

ARTHROPODES 

Crustac~s 
Main squinado Risso 

Insectes 
Apis  mellifica L. 
Bombyx mori L. 

MOLLUSQUES 

Cdphalopodes 
Sepia o[ficinalis L. 

Gast6ropodes 
Helix pomatia L. 

Limnaea stagnalis L. 

Lamellibranches 
Mytilus edulis L. 

Ostrea edulis L. 

ANN]~LIDES 

Polych~tes 
Arenicola marina L. 

A udouinia tentaculata Mtg. 

Muscles bucaux  + + 
Tractus  intestinal + + 
Glandes g6nitales ~ mfires traces + 
Oeufs o + 
Glandes g~nitales ~ mfires + + 
Liquide spermat ique + o 

Muscles p6dieux o + 
Tractus  intestinal o + 
Glandes g6nitales ~ mfires o + 
Oeufs o + 
Glandes g~nitales c~ mfires + + 
Glandes gdnitales C~ en involution o + 

Animal entier + + 
Animal entier + + 

Muscle o + 
Tractus  intestinal o + 
Glandes gdnitales C7 mfires + + 

Muscle o + 
H6patopancr6as  o + 
Glandes g6nitales ~ mfires o + 
Oeufs o + 
Glandes g6nitales ~ mflres o + 
Liquide spermat ique o + 

Animal entier o + 
Animal entier o + 

Muscle o + 
Hdpatopancr6as  o + 

Muscle o + 
H6patopancr6as o + 
Muscle o + 
H6patopancr~as o + 

Muscle o + 
H6patopancr~as o + 
Muscle o + 
Oeufs o + 

Muscle o o 
Tractus  o + 
Oeufs o o 
Spermatozoides + o 
Muscle + traces 
Trac tus  + + 
Oeufs o traces 
Spermatozoides + traces 

* Animal hermaphrodi te ,  mais dont  les sexes ne sont  pas mfirs en m6me temps.  

34 



518  J .  ROCHE, N.-V. THOAI, Y. ROBIN VOL. 2 4  (1957) 

TABLEAU I (suite) 

R]~PARTITION DE LA CR~ATINE ET DE L'ARGININE DANS DIVERS TISSUS D'INVERT]~BR~S 

Esp~;ces animales T issus Cydatine Arginine 

Clymene lumbricoides Qfg. Muscle o o 
T r a c t u s  o + 

Dasybranchus caducus Grube  Muscle + t races  
T rac t u s  + + 
Spermatozo ides  + t races  

Glycera convoluta Kfst .  Muscle + t races  
T r a c t u s  + + 

Lineus marinus Mtg. An i ma l  ent ier  o + 
Lumbriconereis sp. Muscle + t races  

T rac t u s  + + 
Marphysa sanguinea Mtg. Muscle + o 

T r a c t u s  + + 
Nephthys hombergii Muscle o o 

T r a c t u s  o + 
Nereis diversicolor Mfiller Muscle o o 

T r a c t u s  o + 
Sabella pavonina Say. An i ma l  ent ier  o + 
Scolophos armiger Mfiller An i ma l  ent ier  + t races  

Oligoch~tes 
Lumbricus terrestris sp. Muscle o o 

T r a c t u s  o + 
Hi rud in4s  

Hirudo medicinalis L. Muscle o o 
T r a c t u s  o + 

G]~PHYRIENS 

Phascolosoma elongatum Kfst .  Muscle o t races  
T r a c t u s  o t races  

Sipunculus nudus L. Muscle o + 
P rodu i t s  g6n i t aux  

(oeufs + spermatozo~des) + + 

An i ma l  ent ier  o + 
Glandes  gdnitales  9 mfires  o + 
Glandes  g fn i t a les  c~ mfires  o + 

NEMATODES 
A scaris lumbricoides L. 

COELENT~RI~S 

A ctinia equina L. An i ma l  ent ier  o + 
Anemonia sulcata Penn.  An i ma l  ent ier  t races  + 
Calliactis parasitica Couch.  An i ma l  ent ier  t races  + 

Muscle o + 
Spermatozo ides  + t races  

A n i m a l  ent ier  + + 
An i ma l  ent ier  + + 
An i ma l  ent ier  + + 

S P O N G I A I R E S  

Halichondria panicea J o h n s t o n e  
Hymeniacidon caruncula B o w e r b a n k  
Thetia lyncurium L. 

P R O T O Z O A I R E S  

Tetrahymena geleii Ani ma l  ent ier  o + 

n o u s  a v o n s  p u  6 t u d i e r  l e s  o e u f s  a u  c o u r s  d e  ce  t r a v a i l  ( d i v e r s  E c h i n o d e r m e s ,  A r t h r o -  

p o d e s ,  M o l t u s q u e s  e t  A n n 6 1 i d e s ) .  

N o t o n s  e n f i n  q u e  l a  c r 4 a t i n e  e s t  p l u s  r 6 p a n d u e  c h e z  l e s  I n v e r t 4 b r 6 s  q u ' o n  ne  

l ' a  l o n g t e m p s  s u p p o s 6 ;  o n  l a  r e n c o n t r e  e n  e f f e t  c h e z  d e s  E c h i n o d e r m e s ,  d e s  Ann61ides~  
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des G6phyriens, des Coelent6r6s et des Spongiaires, off elle ne saurait cependant 
constituer un caractbre de classe, puisque certaines esp~ces en sont d6pourvues. Etant  
donn6e la diversit6 de cette r6partition, la signification biologique de la cr6atine dans 
le degr6 d'6volution des organismes 6tudi6s n 'apparal t  pas clairement. Toutefois les 
anciennes th6ories, bas6es sur la pr6sence de cr6atine chez les Echinodermes et faisant 
de ces animaux une classe de transition entre les Vert6br6s et les Invert6br6s 9, lo, a, n 
ne sauraient d6sormais 8tre retenues. 

RI~SUMt~ 

I. La  r6par t i t ion  compar6e  de la cr6at ine e t  de l ' a rg in ine  a 6t6 6tudi6e, pa r  c h r o m a t o g r a p h i e  
sur  papier ,  dans  d ivers  ex t r a i t s  t i ssulai res  d ' Inver t6br6s .  

2. Les  r6su l ta t s  ob t enus  m o n t r e n t  que  la cr6atine, mo ins  un ive r se l l ement  r 6pandue  chez ces 
a n i m a u x  que  l 'arginine,  y es t  n 6 a n m o i n s  pr6sente  en  quan t i t 6 s  i m p o r t a n t e s  chez des Ech inode rmes ,  
des  Ann61ides, des G6phyriens ,  des  Coelent6r6s et  des Spongiaires ,  off elle p e u t  ~tre rencont r6e  
soit  dans  le musc le  e t  d ivers  t i s sus  (~ l ' except ion  des oeufs), soit  dans  les spermatozoides .  

3. Selon les modal i t6s  de sa r6par t i t ion,  la cr6at ine p e u t  ~tre, d ' u n e  fa~on p e r m a n e n t e ,  le 
c o n s t i t u a n t  d ' u n  phosphag~ne  muscu la i re  (divers Ech inodermes ,  Ann61ides et  Spongiaires) ou, 
t e m p o r a i r e m e n t ,  celui du  phosphagbne  des spermatozo ides  (divers Ech inodermes ,  Ann61ides, 
G6phyr iens  et  Coelent6r6s). 

4. E n  ra ison de la r6par t i t ion  de la cr6at ine dans  des esp~ces tr~s vari6es, la pr6sence de ce 
corps  d a n s  cer ta ins  g roupes  d ' Inve r t6b r6s  ne  saura i t  8tre invoqu6e  c o m m e  un  a r g u m e n t  bio- 
ch imique  en f aveu r  de leur r a t t a c h e m e n t  ~ des classes de t r ans i t i on  en t re  Vert6br6s et  Inver t6br6s .  

S U M M A R Y  

I. The  rela t ive d i s t r ibu t ion  of creat ine  and  arginine  ha s  been s tudied,  by  pape r  c h r o m a t o -  
g raphy ,  in va r ious  t i s sue  ex t r ac t s  of inver tebra tes .  

2. The  resul ts  ob ta ined  show t h a t  creat ine,  less un iversa l ly  p resen t  in these  an ima l s  t h a n  
arginine,  is never the less  p re sen t  in s ignif icant  quan t i t i e s  in ech inoderms,  annel ids ,  gephyreans ,  
coe len te ra tes  and  sponges,  in which  i t  can  be found  e i ther  in t he  musc le  and  va r ious  t i ssues  
(with the  except ion  of t he  eggs) or in t he  spermatozoids .  

3. Accord ing  to t he  c i r cums tances  of d i s t r ibu t ion  t he  creat ine  m a y  be, p e r m a n e n t l y ,  a con- 
s t i t u e n t  of m u s c u l a r  p h o s p h a g e n  (various ech inoderms,  annel ids  and  sponges) or, t empora r i ly ,  
a c o n s t i t u e n t  of t he  p h o s p h a g e n  of spe rmatozo ids  (var ious ech inoderms,  g e p h y r e a n s  a n d  coelente-  
rates) .  

4. Consider ing t he  d i s t r ibu t ion  of creat ine  in widely differing species, t he  presence  of th i s  
subs t ance  in cer ta in  g roups  of t he  inve r t eb ra te s  should  no t  be invoked  as a b iochemical  a r g u m e n t  
in f avou r  of thei r  a t t a c h m e n t  to t he  t r ans i t i on  classes be tween  t he  ve r t eb ra t e s  and  t he  inver te -  
bra tes .  
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