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Résumé

Les constituants protéiques d'extraits de téguments calcifiés et d'épiderme de
Macropipus puber male ont été étudiés par, des méthodes électrophorétiques et
immunochimiques }iuls comparés aux protéines du sérum total en utilisant les
mémes techniques. Les composants des extraits de téguments calcifiés n'ont aucun
déterminant antigénique en commun avec les protéines sériques. Dans 1'épiderme,
par contre, on constate la présence, a des périodes déterminées du cycle d'intermue,
d'un composant antigéniquement identique a une protéine sérique déterminée.
Ce composant semble impliqué dans les processus de mue. Cette protéine a, soit
un réle informateur, soit un réle de transport d'hormone, soit un réli)e métabofique.

Les principales lignes de précipitation dénombrées par immuno-
¢électrophorese dans le sérum de Macropipus puber male ont été récem-
ment décrites (Ghidalia, Vicomte, King Bien Tan, 1973). Certaines
d'entre elles ont déja été identifiées. Ainsi, l'arc le plus anodique,
quantitativement le plus important et vraisemblablement de structure
complexe, correspond a I'hémocyanine (Fine et al., 1975). La nature
de deux autres lignes a également été précisée grace aux fonctions par-
ticulieres des protéines qui les constituent. L'une de ces derniéres est
une protéine transporteuse de métaux (Ghidalia, Fine, Marneux, 1972),
l'autre une hétéroagglutinine (Ghidalia, Lambin, Fine, 1975). La
nature des autres arcs demeure, soit encore inconnue, soit seulement
soupconnée.

L'examen comparatif d'immunoélectrophorégrammes de sérums
prélevés sur des crabes parvenus a différents stades du cycle d'inter-
mue montre que les arcs sont plus nombreux durant la période de
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prémue ; c'est-a-dire en un moment ou s'amorcent et se développent
les syntheéses des constituants organiques de la nouvelle carapace. Il
est donc possible que certains des arcs supplémentaires manifestent
la présence dans I'hémolymphe, en cette période déterminée, de
constituants protéiques impliqués dans les processus de mue consi-
dérés au sens large du terme. Le présent travail expose les recherches
entreprises pour tenter de confirmer cette hypothése.

I. - MATERIEL ET METHODES
A) Matériel.

Les crabes, tous de sexe male, ont été recueillis prés de Roscoff.
L'hémolymphe a été prélevée avec une seringue dans les sinus situés
a la base des péréiopodes. Elle est laissée durant 24 h a la tempé-
rature du laboratoire. Le caillot est alors dilacéré avec une baguette
de verre et le tout soumis a une centrifugation de 10 minutes a
6.000 t/mn. Le surnageant, souvent coloré en bleu, est considéré
comme du sérum.

B) Méthodes.
1. Techniques d'extraction

a) a partir des téguments calcifiés :

les téguments calcifiés subissent deux extractions successives
effectuées selon les procédés de Trim (1941) Ilégérement modifiés.
Compte tenu de leur minéralisation importante, les carapaces sont
préalablement soumises a un traitement destiné a faciliter ces opé-
rations. Des expériences préliminaires, au cours desquelles les cara-
paces étaient soit broyées dans des mortiers a billes d'agate, soit sou-
mises a l'action de différentes solutions décalcifiantes, ont montré que
les meilleurs résultats étaient obtenus lorsque la déminéralisation
était réalisée avec un mélange, a parties égales, de solutions d'acide
formique a 5 p. 100 et de citrate de sodium a 20 p. 100 (Greep, Fischer,
Morse, 1948).

Premiere extraction.

Les carapaces, préalablement lavées et débarrassées de tous les
tissus mous sous-jacents, sont, apres décalcification, plongées durant
36 h dans un tampon de pH 8,9, fait de cinq parties d'une solution de
borax a 19 g/l, cinq parties d'eau distillée, quatre parties d'alcool
a 95° et d'une partie d'éther. L'extraction est effectuée dans une étuve
réglée a une température de 50°. Apres filtration, le liquide recueilli
constitue le premier extrait.

Seconde extraction.

Les fragments de carapace récupérés sur le filtre au cours de la
précédente opération sont traités durant cinq heures, toujours a 50°,
par une solution de soude a 5 p. 100. Une filtration permet d'obtenir
le second extrait.
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b) a partir de ['épiderme :

des fragments d'épiderme, tapissant intérieurement les boucliers
dorsaux, sont prélevés avec une pince fine et soigneusement rincés a
l'eau courante, afin de les débarrasser des débris d'hépatopancréas
qui peuvent y adhérer. On les immerge alors dans de I'eau distillée et
le tout est conservé au réfrigérateur a + 4° durant deux ou trois
jours. L'extrait épidermique, souvent teinté¢ en brun, est obtenu par
filtration.

2. Techniques électrophorétiques
Supports :

Séphadex G 200 - agarose - amidon (S.A.A.) (Ghidalia, Vendrely,
Coirault, 1970) ; gels de polyacrylamide a gradient de concentration
(Gradipore, Townson & Mercer, Lane - Cove, Australie).

Tampons

Véronal pH 8,2 (Grabar, 1964) ; systéme de tampons discontinus
Tris-glycine pH 8,7 (Uriel, 1966) ; Tris-borate pH 8,3 (Tris : 10,75 g,
acide borique : 5,04 g, eau distillée en quantité suffisante pour ajuster
a un litre).

Conditions expérimentales :

S.A.A./véronal : 4 V/cm, 24 h, + 4° ; S.A.A./Tris-glycine : 6 V/cm,
7 h, + 4° ; Gradipore/Tris-borate : 4 V/cm, 17 h, température du
laboratoire.

3. Techniques immunochimiques

Les immun-sérums ont ¢été obtenus selon un protocole antérieu-
rement décrit (Fine et coll., 1975).

Les immunoélectrophoréses ont ¢été réalisées sur des gels a
1,5 p. 100 d'agarose (Industrie Biologique Frangaise) avec un tampon
a haut pouvoir de résolution (Gelman n°® 51104). La différence de
potentiel appliquée est de 5 V/cm pendant une heure et demie a la
température du laboratoire.

Immunodiffusion : technique d'Ouchterlony (1948).

II. - RESULTATS EXPERIMENTAUX

Analyse des extraits de carapaces calcifiées

|. Extrait alcooloboraté.

En gels de Séphadex G 200-agarose-amidon et avec des tampons
véronal ou Tris-glycine, cet extrait montre une composition hétéro-
géne qui se manifeste par la présence de sept fractions électrophoré-
tiques distinctes (Planche I, C).



160 W. GHIDALIA, C. MONTMORY, M. VICOMTE, P. LAMBIN ET J M. FINE

Les quatre antérieures, trés nettes, sont sensiblement situées a
hauteur des fractions cupriques postéricures d'un sérum total de
référence. Néanmoins, aucune d'elles ne réagit avec la dithiooxamide
qui est un réactif du cuivre.

Les trois postéricures sont quantitativement beaucoup moins
importantes.

Lorsque cet extrait est analysé par un immun-sérum anti-sérum
total de M. puber, en immunoélectrophorése et en immunodiffusion,
aucun arc de précipitation n'est observé.

2. Extrait sodé.

Les résultats ont toujours été négatifs. Aucune fraction électro-
phorétique, aucune ligne de précipitation, n'ont pu étre mises en
évidence avec cet extrait (Planches I, D et II, 1 D).

3. Extrait épidermique.

Les résultats obtenus sont variables. Un examen comparatif mon-
tre qu'ils dépendent, en fait, du stade d'intermue atteint par les crabes
dont les carapaces ont été utilisées.

De fin C*-début D° a la fin A, c'est-a-dire durant les stades qui
précedent ou suivent immédiatement l'exuviation, les électrophoré-
grammes d'extrait épidermique présentent — quel que soit le support
employé pour I'électrophorése — un seul composant électrophoréti-
quement homogene (Planches I, B et II, 2, emc) apparemment dépourvu
de cuivre car la dithiooxamide ne réagit pas avec la fraction qu'il
constitue.

A partir du stade B, ce composant semble absent de 1'épiderme
car il n'apparait plus dans les électrophorégrammes réalisés avec des
extraits de ce tissu. Aucune observation concernant sa présence a des
stades ultérieurs n'a pu étre effectuée en raison du manque de spé-
cimens adéquats ; toutefois, son absence durant la plus grande partie
du stade C* est certaine.

Confronté par immunoélectrophorése a un immun-sérum anti-
sérum total de M. puber, le composant épidermique donne naissance
a un arc de précipitation unique (Planche II, 3, ee). I/ existe donc une
parenté antigénique nette entre le composant de ['extrait épidermique
et une protéine sérique déterminée.

Le recours au procédé d'immunodiffusion (technique d'Ouchter-
lony) a permis de préciser le degré de communauté antigénique, donc
de similitude structurale, existant entre la protéine sérique et celle
de 1'épiderme. Un immun-sérum anti-sérum total de M. puber donne
les résultats suivants :

dans le sérum total (Planche II, 1 A), deux lignes de précipitation
épaisses plus ou moins contigué€s apparaissent pres du puits des anti-
corps et une troisieme ligne, plus fine prés du puits des antigénes.
Compte tenu de leur emplacement et de leur importance, les deux
lignes principales correspondent probablement, en partie ou en tota-
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PLANCHE 1

Electrophorégrammes d'un sérum témoin de M. puber male (A), d'un extrait

d'épiderme (gB), d'un extrait hydroboraté de téguments calcifies (C), d'un extrait

sodé¢ des mémes téguments (D). Support : gel de Séphadex G 200-agarose-amidon,
tampon : véronal.



PLANCHE II

1 : Comparaison immunochimique par la technique d'Ouchterlony d'un sérum
témoin de M. puber male (A), d'un extrait d'épiderme (B), d'un extrait hydroboraté
de téguments calcifiés (C), d'un extrait sodé des mémes téguments (D
2 : Electrophorégrammes d'un sérum humain (hs), de deux sérums de M. puber

male (cws) et d'un extrait épidermique (emc). )
Sﬁpport : gel de polyacrylamide a gradient de concentration. Tampon : Tris-borate
pH 83. La fléche indique l'emplacement de la fraction cuprique qui préceéde la
fraction sérique correspondant au composant épidermique.

3 : Immunoélectrophorégrammes d'un sérum de M. puber male (cws) et d'un
extrait épidermique (ee). ) )
Support : gel d'agarose, tampon a haut pouvoir de résolution (Gelman). St : puits
des antigénes. IST : puits des anticorps.
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lité, aux cuproprotéines sériques, lesquelles ont toujours la mobilité
la plus anodique sur les électrophorégrammes ;

dans l'extrait épidermique (Planche II, 1 B) une ligne de précipi-
tation fine mais fort distincte, dont l'aspect est en tout point sem-
blable a celui de la troisieme ligne de précipitation d'un sérum total,
apparait. Avec le temps, ces deux lignes, I'épidermique et la sérique,
convergent l'une vers l'autre et finissent par fusionner en donnant
une ligne continue dépourvue de tout éperon, témoignant ainsi de
I'entiére similitude antigénique existant entre elles.

En conséquense, la protéine de ['extrait épidermique apparait
comme un composant normal du sérum de M. puber. Afin de le loca-
liser sur les électrophorégrammes et les immunoélectrophorégrammes
de sérum total, des migrations et des diffusions conjointes d'extraits
épidermiques et de sérums ont été¢ réalisées.

Sur les électrophorégrammes, l'emplacement et I'individualisation
méme de la fraction électrophorétique du sérum qui correspond au
composant €épidermique dépendent du support et du tampon utilisés
pour effectuer 1'¢lectrophorese.

Sur des supports inertes (papier, agarose, acétate de cellulose),
la protéine considérée forme une bande distincte, située juste en
arriere de la ou des fractions cupriques. Elle n'est présente que durant
la peériode de prémue et le début de celle de postmue.

Sur des supports présentant un effet filtrant (gels d'amidon
hydrolysé, Séphadex G 200 agarose amidon, acrylamide), son indivi-
dualisation requiert I'emploi de tampons a haut pouvoir de résolution,
tel le tampon Tris-glycine. La fraction qui apparait posséde alors les
mémes caractéristiques que sur les supports non filtrants ; méme loca-
lisation en arriere des fractions cupriques et méme période de pré-
sence (fin C* - début D° a début de stade A).

Avec d'autres tampons — le véronal, par exemple — la protéine
ne s'individualise pas et la fraction électrophorétique correspondante
se confond avec la fraction cuproprotéique qui la précéde dans les
conditions expérimentales définies plus haut. Toutes deux constituent
une fraction unique qui, de ce fait, donne une réaction positive avec
les réactifs du cuivre et demeure présente sur les ¢électrophorégrammes
tout au long du cycle d'intermue.

Enfin, sur les gels de polyacrylamide a gradient continu de
concentration (Gradipore), avec lesquels on utilise généralement des
tampons a haut pouvoir de résolution, le composant épidermique forme
une fraction trés nette dont la présence dépend du stade d'intermue
de l'animal étudié mais qui est, cette fois, localisée entre les second
et troisiéme groupes de fractions cuproprotéiques (Planche I1,2emc).

En analyse immunoélectrophorétique et avec un immun-sérum
antisérum total de M. puber, le composant épidermique donne nais-
sance a un seul arc de précipitation (Planche 11, 3) qui occupe le méme
emplacement que l'arc de précipitation II-I d'un sérum total témoin
(Ghidalia, Vicomte, King Bien Tan, 1973).
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I1l. - DISCUSSION

L'étude des relations existant entre les protéines sériques et les
composants de différents extraits tégumentaires, effectuée par des
techniques électrophorétiques et immunochimiques, a mis en évidence
les faits suivants :

les composants hydrosolubles présents dans la carapace calcifiée,
dont certains manifestent une mobilité électrophorétique voisine ou
semblable a celle de certaines protéiques sériques, n'ont aucun déter-
minant antigénique en commun avec ces protéines et apparaissent, en
conséquence, comme totalement différents de ces dernieres ;

la méme constatation s'appliquerait aux éventuels constituants
de l'extrait sodé¢ de carapaces calcifiées ; cela, dans la mesure ou des
composants de nature protéique seraient présents dans cet extrait et
qu'ils n'aient subi aucune dénaturation au cours de leur extraction.
L'absence de fractions protéiques décelables sur les ¢électrophoré-
grammes d'extraits sodés laisse a penser que tel n'est pas le cas ;

dans [I'épiderme on trouve, a des périodes déterminées du cycle
d'intermue (période exuviale et début de période post-exuviale), un
composant protéique hydrosoluble, dépourvu de cuivre, dont la mobi-
lit¢ électrophorétique et l'antigénicité sont identiques a celles d'une
protéine sérique déterminée. Cette similitude entre ces deux protéines
est non seulement d'ordre physique ou chimique mais également phy-
siologique puisque toutes deux apparaissent (période pré-exuviale) et
disparaissent (début de la période post-exuviale) presque simultané-
ment, l'une dans le sérum et l'autre dans 1'épiderme. En conséquence,
le composant hydrosoluble présent dans l'extrait épidermique semble
de nature identique a la protéine sérique qui se manifeste par l'arc
de précipitation II-I sur les immunoélectrophorégrammes de sérum
total.

Compte tenu du moment de son apparition dans I'hémolymphe
(essentiellement période préexuviale du cycle d'intermue), cette pro-
téine parait manifestement impliquée dans les phénomenes de mue. Or,
durant cette période, ceux-ci sont de deux ordres :

une dégradation partielle de l'ancien exosquelette, suivie d'une
résorption de certains produits de cette lyse ;
une synthése des parties organiques des couches préexuviales,
épi- et exocuticules, de la nouvelle carapace. Deux protéines sont
essentiellement impliquées dans ce processus. L'une d'elles, hydro-
soluble, l'arthropodine, est particuliérement abondante dans les
téguments non encore calcifiés et les membranes arthrodiales. La
seconde, ou sclérotine, est insoluble dans I'eau et ne se ren-
contre que dans les téguments calcifiés.

Ainsi, trois hypothéses peuvent étre avancées au sujet de la nature
du composant de l'extrait épidermique :
1° produit d'hydrolyse de I'ancien exosquelette ;
2°  produit de sécrétion des cellules épidermiques ;
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3° protéine impliquée dans la synthése de la nouvelle carapace soit
comme matériau protéique, soit comme protéine informatrice, au
sens le plus large du terme.

Dans 1'état actuel des recherches, il est possible d'écarter les deux
premieres hypotheéses et cela pour deux raisons. Premicrement, les
activités tant de résorption que de sécrétion des cellules épidermiques
débutent en fin de D° et plus exactement en début de D'. Or, la
protéine considérée apparait nettement plus tot, début de D° et parfois
méme fin de C*. En second lieu, les ¢électrophoreses simultanées
d'extrait épidermique et de sérum, obtenus a partir du méme crabe,
ont montré que cette protéine se rencontre d'abord dans I'hémo-
lymphe, puis dans 1'épiderme. En conséquence, les deux premicres
hypothéses qui impliquent une premicre étape, résorption ou sécrétion
s'effectuant dans la couche épidermique, ne cadrent pas avec les faits
mis en évidence.

En se référant a la solubilit¢é dans I'eau du composant épider-
mique, il aurait été¢ tentant de le considérer comme de I'arthropodine,
protéine hydrosoluble qui est présente dans les téguments mous ou
calcifiés. Mais, en fait, la protéine en question a été extraite non pas
de l'exosquelette mais de I'épiderme. De plus, aucune relation anti-
génique, méme partielle, n'a pu, jusqu'ici, étre mise en évidence entre
cette protéine et les composants protéiques de la carapace obtenus
selon la technique mise au point par Trim pour extraire l'arthropodine
des téguments d'Insectes et de Crustacés.

En fait, cette derniére observation n'est valable que dans le cas
ou aucune dénaturation ne s'est produite au cours de I'extraction, ce
qui est loin d'étre prouvé.

Si la méthode d'extraction utilisée ne lése point la structure des
protéines récupérées, ce dont sont convaincus Trim (1941) et Lafon
(1948), cette absence de communautés antigéniques manifesterait
alors I'existence d'une différence structurale indiscutable, primitive ou
secondaire, entre la protéine du composant épidermique et 1'arthro-
podine.

Dans le premier cas, ces deux protéines seraient chimiquement
distinctes dés l'origine et, dans cette optique, la premiére de celles-ci
interviendrait dans les phénoménes de mue, soit comme une protéine
transporteuse d'une hormone de mue, soit comme agent déclenchant
(protéine informatrice). Dans le second cas, les différences structurales
existant entre l'arthropodine et le composant épidermique seraient la
conséquence de modifications chimiques subies par ce dernier au cours
de la synthese et de la calcification de la nouvelle carapace. Dans
cette perspective, le composant épidermique pourrait constituer un
précurseur de l'arthropodine.

Summary

Electrophoretic and immunologie study of some tegument components and Of their
relation with serie proteins in Macropipus puber (Crustacea Decapoda).

1. Extracts from hard shells and epidermis taken on Maeropipus puber male
crabs have been analyzed by electrophoretic and immunologie means.

2. The hard shells extracts components, even when their electrophoretic
mobility is close to that of some serie proteins, have no antigenic determinants
in common with those.
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3. Epidermis contains, at a definite period of the intermoult cycle, a,(%)rot,ein
component of which the electrophoretic mobility and the antigenicity are identical
with those of a série protein.

4. The nature of this protein, which corresponds to the II-I precipitin arc
of a whole serum immunoelectrophoretic pattern, is discussed.
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