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Résumé : Le pédoncule oculaire et la chaine nerveuse ventrale de la crevette d’eau douce, Palaemonetes punicus,
ont été le sujet d’investigations immunocytochimiques par le microscope fluorescent, utilisant des anticorps
contre : I’hormone hyperglycémiante du crabe Carcinus (CHH), I’hormone adipokinétique des insectes (AKH), la
sérotonine (SHT), la substance P et la bombésine du commerce.

Une réaction positive avec I’antisubstance P est faible au niveau de la glande du sinus et du neuropile de la
medulla terminalis. Par contre, aucune réaction n’a été observée avec 1’anti-bombésine.

CHH-like peptide a été observé mais faiblement dans un groupe de cellules neurosécrétrices de la medulla termi-
nalis (Medulla Terminalis Ganglionic X-organ = MTGX), dans les fibres reliant la MTGX a la glande du sinus, et
dans la majorité des terminaisons axonales de la glande de sinus.

AKH-like a été observé dans la région proximale de la glande du sinus et dans deux grosses cellules de la
MTGX2 région supposée de synthése de I’hormone qui concentre le pigment rouge dans les chromatophores
(RPCH). Le résultat positif explique la similitude entre I’AKH des corpora cardica des insectes Locusta migrato-
ria et la RPCH des Crustacés.

Des résultats positifs ont été aussi obtenus avec I’anti-SHT sur la chaine nerveuse ventrale de Palaemonets puni-
cus.

Recherches immunocytochimiques au niveau du pédoncule oculaire et de la chaine nerveuse ventrale de
Palaemonetes punicus (Crustacé Décapode).

Abstract : The eyestalk and the ventral nerve cord of the prawn Palaemonetes punicus have been the subject of
immunocytochemical investigations by fluorescent microscop. Five antibodies have been used against : the
Hyperglycemic Hormone of the crab Carcinus maenas (CHH), the Adipokinetic Hormone of Insects (AKH), the
Substance P Hormone, the Bombesin Hormone and the Serotonin Hormone.

The Substance P-like was observed in little quantities in the sinus gland and the Medulla Terminalis X Organ
(MTGX).

Any positive reaction was observed by using anti-Bombesin.

Using anti-CHH of Carcinus maenas, immuno-positive staining was obtained in some neurosecretory cells of the
MTGX, and in the major part of the sinus gland and in the nerve joining the MTGX to the neurohemal gland.

Using the antiserum produced against the Insect adipokinetic Hormone (AKH), it was possible to detect adipoki-
netic hormone-reactive peptides in some neurosecretory cells of MTGX, of MEX and in the lower part in the sinus
gland. -

The anti-SHT was used only on the ventral nerve cord of the prawn. The results are positives. '

INTRODUCTION

CONCEPT DE NEUROSECRETION

Les études des Crustacés ont contribué sérieusement a établir le concept de neurosécré-
tion. Ces études ont commencé depuis les années 1820 par la description morphologique
des centres nerveux des Crustacés et particulierement des Décapodes. Par la suite, les cher-
cheurs se sont intéressés a I’étude des cellules neurosécrétrices découvertes depuis les
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années 30 par Scharrer chez les Vertébrés. Ces cellules, d’abord appelées cellules “neuro-
glandulaires” dans le systéme hypothalamo-neurohypophysaire, ont été retrouvées un peu
plus tard, par Hanstrom en 1931 chez les Crustacés Décapodes. C’est cet auteur qui a décrit
une “voie neurosécrétrice protocéphalique” comportant : des cellules sécrétant le produit de
neurosécrétion, des axones pour le cheminement de ce produit, et des lieux de stockage de
ce produit que Carlisle et Knowles en 1953, appelérent organes neurohémaux. Gabe, en
1967, a donné une définition a la cellule neurosécrétrice ressemblant a celle de Hanstrom :

“De point de vue morphologique, le schéma de la cellule neurosécrétrice est simple, le
péricaryone d’un neurone multi, bi ou unipolaire est le siege d’un processus de sécrétion.
Cette derniere se déplace le long des axones, parvient aux terminaisons et s’y accumule
pour étre libérée. Cette zone d’accumulation se trouve au contact de vaisseaux et de lacunes
sanguines.”

Les premiéres investigations des systemes de neurosécrétion ont été réalisées avec les
techniques de microscopie photonique. Ainsi, depuis 1951 a nos jours, un grand nombre de
chercheurs ont décrit chez les Décapodes des cellules neurosécrétrices dans le cerveau, les
pédoncules oculaires, le ganglion sous cesophagien et le ganglion commissural (Bressac,
1978). Toutefois, ces descriptions et des essais de comparaison de ces cellules chez diffé-
rents groupes de Décapodes restent aléatoires. _

En parallele, ces auteurs se sont intéressés aux organes neurohémaux qui sont formés par
des terminaisons nerveuses n’innervant aucun muscle, et localisés le long ou dans les parois
des vaisseaux, ou dans des cavités sanguines. Comme organes neurohémaux la glande du
sinus était le premier organe étudié en détail par Hanstrom (1933). C’est un lieu de stocka-
ge pour les hormones sécrétées dans les cellules neurosécrétrices localisées au niveau du
ganglion optique proximal ou medulla terminalis dans les pédoncules oculaires des
Crustacés Décapodes. Ce groupe cellulaire, appelé d’abord organe de Hanstrom par Gabe
(1967) en I’honneur a cet auteur qui 1’a décrit le premier, porte actuellement le nom d’orga-
ne X de la medulla terminalis (MTGX). Les organes péricardiques forment le deuxieme
type de systéme neurohemal. Reconnu comme tel par Alexandrowitz et Carlisle (1953), ils
sont localisés dans la cavité péricardique. Des variations considérables de leur anatomie
existent chez les malacostracés et une spécialisation de leur structure ou les terminaisons
nerveuses viennent en contact du syst®me circulatoire est trés bien décrite par cet auteur.

Le troisieéme systéme neurohémal, les organes postcommissuraux, ont unestructure res-
semblant a celle de la glande du sinus. Carlisle et Knowles (1959) les ont décrits chez les
Caridea (Penaeus brasiliensis et Palaemon serratus) et chez le stomatopode Squilla mantis.
Les nerfs de ces organes surgissent de la commissure tritocérébrale qui lie les deux connec-
tifs perioesophagiens.

Un peu plus tard, en 1959, Fingerman et Aoto ont commencé 1’étude ultrastructurale de
la voie neurosécrétrice en s’intéressant & Cambarellus shuffeldti. Hisano (1976) a étudié les
cellules neurosécrétrices du pédoncule oculaire de Palaemon paucidens. Chez les isopodes,
des études ultrastructurales ont été suivies par Martin (1972), Chataignier, Martin et Ju-
chault (1978). Chez les amphipodes une étude sur Gammarus oceanicus a été faite par
Brodie et Halckrow en 1977.
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L’étude ultrastructurale de la glande du sinus a retenu 1’attention d’un plus grand nombre
de chercheurs depuis 1958 jusqu’a nos jours (Strolenberg, 1979). Par contre, I’ultrastructure
des organes péricardiques a fait 1’objet d’un nombre réduit de publications (Bressac, 1978).
L’étude ultrastructurale des organes post-commissuraux est I’ceuvre de Knowles (1958) qui
confirma leur fonction neurohémale.

Un trait commun a été révélé grace a l'ultrastructure de la voie neurosécrétrice, c’est
I’existence des granules de neurosécrétion, denses aux électrons, de taille et de forme
variables, dans le cytoplasme des cellules neurosécrétrices ou dans la lumiére des terminai-
sons des organes neurohémaux. Ces granules (Martin, 1980) sont synthétisés dans ’ergas-
toplasme, empaquetés en une prohormone par I’appareil de Golgi d’ou ils sortent en sac-
cules golgiens par bourgeonnement (Planche 1. Fig. 2, 3, 4).

Pour établir les criteres de la fontion endocrine, les chercheurs en plus de ces recherches
histologiques et cytologiques, ont fait des expériences d’ablation, de réimplantation ou
d’injection d’extraits d’organes. Toutefois, ces expériences restent insuffisantes car 1’abla-
tion d’un organe entraine 1’ablation inévitable d’organes voisins. Pour cela, les chercheurs
tendent a utiliser des méthodes indirectes comme :

- I’identification d’une substance dans la circulation, la détermination de son taux et de
ses variations.

- la culture des tissus in vitro et la recherche des principes libérés par stimulation,

- la séparation et la purification de I’hormone, la détermination de sa structure chimique,
le test de son activité avec des hormones synthétiques et 1’altération des molécules pour
voir le changement de leur activité physiologique (Kleinholz & Keller, (1979).

Plusieurs techniques sont utilisées :

La technique histochimique de Falck et Hillarp (1962) a permis de localiser des subs-
tances contenant des cathécolamines (dopamine, noradrénaline) ou indolamines (sérotoni-
ne). En les traitant par des vapeurs de formaldéhyde, ces produits forment des fluorophores.
L’utilisation de drogues comme la réserpine permet de tester cette fluorescence.

La technique de chromatographie liquide a haute performance (HPLC) (Hight Perfor-
mance Liquid Chromatography) est devenue largement utilisée pour le fractionnement, la
purification des neuropeptides contenus dans la glande du sinus (Stuenkel, 1983 ; Keller &
Kegel, 1984 ; Martin et al, 1984 a ; Newcomb et al, 1985 ; Schooneveld et al, 1985).

Les méthodes immunocytochimiques en microscopie photonique ou électronique sont
utilisées en fabriquant des anticorps contre ces principes hormonaux purifiés. Ces méthodes
permettent de localiser, d’une part les sites de syntheses, et d’autre part de mesurer le taux
de I’hormone circulante.

Enfin, ces techniques immunocytochimiques, utilisant des anticorps contre des hor-
mones propres aux Crustacés, peuvent s’étendre a 1’utilisation d’anticorps contre des pep-
tides d’autres invertébrés ou de vertébrés. En effet, il est établi qu’il y a une “parenté immu-
nologique” entre les neurofacteurs de vertébrés et d’invertébrés (Martin, 1980). En plus, les
études biochimiques ont montré que les peptides détectés immunologiquement ou biologi-
quement sont structuralement identiques ou trés intimement apparentés chez les deux
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PLANCHE I

Fig. | : Pédoncule oculaire en coupe longitudinale montrant la medulla externa ME, la medulla interna MI, la
medulla terminalis MT, la glande du sinus GS, et I'organe-X de la medulla terminalis MTGX.

Fig. 2 : Ultrastructure d'une cellule neurosécrétrice montrant le noyau N, le réticulum endoplasmique R, les mito-
chondries M, et les granules de neurosécrétion G.

Fig. 3 : Ultrastructure de la glande du sinus avec deux types de terminaisons 1 et 2.

Fig. 4 : Ultrastructure de la glande du sinus montrant les trois types de terminaisons. Les plus nombreuses celles
du type 1 et ayant les granules les plus gros semblent étre 4 CHH.
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groupes. Ces données suggerent 1’évolution longue des molécules dans le monde animal
(Scharrer, B., 1978).

Apres avoir vu les nouvelles techniques utilisées, il est important de rappeler les diffé-
rentes catégories d’hormones. En effet, selon le role qu’elles jouent et la région ou elles
sont secrétées on distingue :

- Des neurones ordinaires qui communiquent avec leurs cellules cibles (autres neurones,
cellules musculaires...) par des zones de contact bien différenciées, les synapses. Ces jonc-
tions synaptiques entre les neurones dans la glande du sinus ont été bien visualisées par
Hisano (1978). Elles sont caractérisées par le contact intime de la membrane de deux termi-
naisons axonales qui restent séparées par des pores. Une autre caractéristique de ces jonc-
tions est le rangement important des granules et des petites vésicules de part et d’autre de
chaque membrane au niveau de ces synapses (Zampighi et al, 1978).

Dans ce type de neurones, I’information est véhiculée par petites quantités. La substan-
ce, appelée Neurotransmetteur, est libérée dans les fentes synaptiques. Elle a la caractéris-
tique, d’agir rapidement (millisecondes), d'agir a faible distance (millimetres) et d’étre rapi-
dement inactivée par dégradation enzymatique ou capture (uptake).

- Des neurones a activité sécrétoire extrémement spécialisée. Ils libérent leur message
chimique (peptide, amine) dans le systeme circulatoire par exocytose. Ces principes actifs
sont appelés neurohormones et sont transportés par la circulation a des longues distances
vers les organes cibles dont ils modifient I’activité physiologique. Ces neurohormones agis-
sent lentement (heures) et de facon plus durable car plus stables.

- Un intermédiaire, des neurones ayant des caractéres de neurohormones et des carac-
teres de neurotransmetteurs. Ces neurones libérent des neuromodulateurs. Des cellules neu-
rosécrétrices innervant directement des organes comme le tégument, 1’oviducte, le coeur
peuvent libérer des neuromodulateurs.

MATERIEL ET METHODES

Animaux A

L’espece Palaemonetes punicus est récoltée a 1’aide d’un haveneau dans les cours d’eau
de Tozeur dans le sud-ouest de la Tunisie, transportée a Tunis dans un seau plein d’eau
douce et muni d’un systéme d’oxygénation. Au laboratoire, les animaux sont installés dans
des aquariums a une température et une photopériode normale.

Expériences

Nous avons utilisé la méthode de I’immunofluorescence indirecte ou Sandwich selon De
Mey (1983).

- Les pédoncules oculaires disséqués, sont fixés dans le Bouin Hollande sans acide acé-
tique ajouté de 10 % de sublimé saturé dans H20. Apres déshydratation, 1’inclusion est faite
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a la paraffine. Des coupes sériées de 5 |1 d’épaisseur sont effectuées. Elles sont étalées sur
des lames propres a ’alun de chrome gélatiné contenant 0,5 g de gélatine, 0,5 g d’alun de
chrome dans 100 cc de H20. Les coupes déparaffinées, hydratées, tannées et blanchies sont
rincées au Phosphate-Buffer-Saline PBS ou tampon phosphate (0,1 M + 8 g/l de NaCl) ;
elles sont passées au Normal-Goat-Serum NGS ou sérum de chévre normal 1/20 dans PBS
pendant une heure & température ambiante pour saturer les sites non spécifiques. Rincées au
PBS les coupes sont passées au premier anticorps qui se fixe sur I’hormone existante dans
I’organe quand il la reconnait et cette hormone est un peptide-like ou apparenté parce
qu’elle peut ne ressembler & I’anticorps que par quelques séquences d’acides aminés. Les
anticorps utilisés sont :

- Rabbit antisubstance P du commerce d 1/40 dans PBS 24 h a 4°C et dans une chambre
humide.

- Rabbit anti-bombésine du commerce dans les mémes conditions que pour le 1* anti-
corps. :

- Rabbit anti-CHH du crabe Carcinus maenas (Jaros & Keller, 1979) 1/250

- Rabbit anti-AKH, 4 de Locusta migratoria (de Schooneveld et al, 1985) 1/4000. Les
deux derniers anticorps sont utilisés dans une chambre humide a 4°C et pendant 24 h.

Pour les témoins ’anticorps est remplacé par du Normal-Mouse-Serum (NMS) ou sérum
de souris non immunisé dilué¢ au 1/40 dans PBS + Acide + Albumine. Aprés lavage au PBS
les coupes sont passées au 2¢ anticorps qui reconnait le 1 anticorps, c’est le Goat-Anti-
Rabbit (GAR) ; il est couplé a I’isothiocyanate de fluoresceine (FITC) qui est fluorescent en
lumiére ultra-violette et peut donc étre visible au microscope fluorescent ; la dilution est au
1/35, la durée est d’une heure. Apres lavage les coupes sont contrastées par du Bleu Evans
1/5000 pendant 10 mn puis montées dans du citifluor.

- La chaine nerveuse ventrale, disséquée, est fixée pendant une nuit en chambre froide
dans 2 g de para formaldéhyde dans 100 cc de cacodylate de Na 0,4 M a pH 7,5, lavée dans
PBS salé a 8,5 % a pH 7, 4, déshydratée.dans plusieurs bains d’alcool 50°, 75°, réhydratée
dans 1’alcool 50°, PBS+Triton X-100 0,3 %. La déshydratation-réhydratation permet la per-
foration des parois et une pénétration meilleure de I’anticorps. Deux anticorps sont utilisés,
le Rabbit antisérotonine 1/1000 et le rabbit antibombésine 1/500 dans PBS+Triton X-100
pendant 48 h. Apres lavage, les échantillons sont passés dans le 2° anticorps qui est le
GAR/FITC 1/100 pendant 24 h. Les tissus rincés sont éclaircies par du salicylate de méthy-
le qui sert aussi de liquide de montage. L’observation s’effectue en UV.

Les témoins sont gardés dans du PBS+Triton X-100.

RESULTATS ET DISCUSSION

Le pédoncule oculaire

Rappel : Le pédoncule oculaire est formé de zones ganglionnaires distinctes qui sont :
sous les ommatidies la lamina ganglionaris, la medulla externa, la medulla interna et la
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medulla terminalis suivie du nerf optique. Trois groupes de cellules neurosécrétrices sem-
blent exister : la MEX (medulla externa x-organ), la MTGX1 (medulla terminalis X-
organl), et la MTGX2 (medulla terminalis X-organ2). La glande du sinus est située dorsa-
lement a la hauteur de la MEX (Planche I, Fig. 1).

SUBSTANCE P (Planche IV, Fig. 4)

C’est un neuropeptide de vertébrés. Elle est visualisée en faible quantité dans la glande
du sinus et le neuropile de la medulla terminalis. Ces résultats joignent ceux de Mancillas
et al (1981) chez Panulirus interruptus. Ces auteurs étaient les premiers a trouver ce pepti-
de apparenté dans des photorécepteurs tels que les cellules rétiniennes. Cette hormone était
visualisée en grande quantité dans les quatre neuropiles et dans la glande du sinus de
Panulirus interruptus. Par contre, chez Uca pugilator Fingerman et al. (1985), n’ont pas
signalé d’immunoréactivité au niveau de la medulla terminalis. Cette différence de réaction
entre les trois animaux peut suggérer des différences moléculaires entre les peptides biolo-
giquement actifs retrouvés chez les trois groupes : crevettes, brachyoures, et astacoures
(Van Deijnen,1986 ; Van Deijnen et al.,1985). La présence de cette substance en faible
quantité dans la glande du sinus et le neuropile suggere aussi que ce neuropeptide peut
fonctionner comme neurorégulateur dans la libération des neurohormones de la glande du
sinus ou partage-t-il des séquences avec les peptides présents dans cette glande (Fingerman
etal., 1985).

Dhainaut-Courtois et al. (1985) ont essayé ce neuropeptide sur le systtme nerveux d’un
annélide polychete, Nereis diversicolor. Le fort marquage de leur systéme nerveux central
laisse ces auteurs suggérer que cette hormone transmettrait des stimuli externes aux centres
neurosécréteurs.

BOMBESINE

C’est un tetradécapeptide retrouvé chez la grenouille et agissant comme agent modula-
teur du systtme nerveux central. Son injection a des rats a des basses températures pro-
voque une hypothermie ; par contre, il entraine une hyperglycémie sans égard a température
ambiante (Moody et al., 1982). Agissant par faible quantité, cette hormone est considérée
comme un neurotransmetteur. Tenté sur la glande du sinus et la chalne nerveuse ventrale de
Palaemonetes punicus, aucune réaction positive n’a été observée avec 1'anti-boimbésine.

CRUSTACEAN HYPERGLYCEMIC HORMONE CHH (Planche I1, Fig. 1, 2, 3, 4)

C’est une hormone native des Crustacés (Greenberg, Price, 1983) c’est-a-dire trouvée
uniquement chez les Crustacés. Au début appelée facteur diabétogene, puis HyperGlycemic
Hormone HGH et enfin Crustacean Hyperglycemic Hormone CHH, elle a recu 1’attention
de nombreux chercheurs. Kleinholz (1975) I’a isolée et purifiée et a déterminé sa composi-
tion en acides aminés chez Cancer magister. Keller, dés 1976, soupconnait la spécificité de
cette molécule peptidique selon les groupes de Crustacés. En 1977, il a évalué son taux
dans la glande du sinus, principal organe de stockage de cette hormone, 2a10-20 % du taux
total des protéines de glande. En 1978, Keller et Wunderer ont obtenu 1’hormone pure a
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partir d’extraits de la glande du sinus de Carcinus maenas et ont déterminé sa composition
en acides aminés. Cette hormone injectée a Uca pugilator augmente le taux de son glucose
sanguin de 150 %. Van Herp et Van Buggenum (1979) ont purifié I’hormone chez Astacus
leptodactylus et ont fabriqué un antisérum contre cette hormone, a 1’aide duquel ils ont pu

PLANCHE 11

Fig. 1 : Marquage a l'anti-CHH du crabe Carcinus maenas des cellules neurosécrétrices de la MTGX1, vue au
microscope fluorescent.

Fig. 2 : Les mémes cellules colorées a 1'éosine bleu de toluidine.

Fig. 3 : Histologie de la glande du sinus colorée a la fuschine paraldéhyde montrant les terminaisons (fleches) et
son contact avec un sinus sanguin SS.

Fig. 4 : La méme glande du sinus aprés marquage a l'anti-CHH de Carcinus maenas. t = tractus nerveux reliant la
glande a la MTGX1. La fluorescence est intense.
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localiser les différents sites de synthése et de stockage de cette hormone. Un autre anticorps
a été fabriqué contre la CHH du crabe Carcinus maenas en injectant I’hormone a des lapins
par Jaros et Keller (1979).

La CHH des isopodes a été purifiée et sa composition en acides aminés déterminée par
Martin et al. (1984 a) chez Porcellio dilatatus. Martin et al. (1984 b), ont essayé 1’anti-
CHH du crabe sur Porcellio et ont déterminé la voie de synthése de cette hormone ; il a
montré d’autre part que CHH du crabe est sans effet sur le cloporte, ce qui représente un
autre indice de la spécificité de cette hormone. Gorgels-Kallen et Van Herp (1981), dans la
méme voie ont décrit le chemin suivi par cette hormone chez Astacus leptodactylus. Ces
études sont confirmées par Gorgels-Kallen (1985) qui a montré que les axones donnés par
les péricaryones parcourent le neuropile de la medulla terminalis, atteignent la glande du
sinus ou ils se divisent en plusieurs terminaisons. L’auteur conclut a un contact postsynap-
tique a CHH et suggere une neuromodulation aminergique dans les jonctions présynap-
tiques et il pense a la sérotonine comme amine biogene puisqu’elle a été trouvée par Falck
et Hillarp dans tout le pédoncule oculaire.

Plus d’un type de molécules hyperglycémiantes a été isolé derniérement chez Homarus
americanus (Van Deijnen, 1986 ; Soyez et al., 1990) et chez Cardisoma carnifex
(Newcomb et al., 1985). Différentes hypotheses sont émises pour expliquer ce polymor-
phisme (Soyez et al., 1990) :

- Substitution d’un acide aminé par un autre de méme poids moléculaire.

- Différence dans 1’hydrophobicité qui résulte du taux différent d’amidation en résidus
acides. Ce polymorphisme peut expliquer les différentes actions de cette hormone) car non
seulement elle agit sur le glycogene, elle libéere aussi 1’amylase, diminue le taux d’ecdysté-
roides circulants et inhibe le phénoméne de mue. D’autres faits suggérent un changement
évolutif de ce peptide hormonal, ce qui peut expliquer les différences dans la composition
en acides aminés selon les animaux et la spécificité de cette hormone. Certains auteurs pen-
sent a I’existence d’une prohormone précurseur qui subit une maturation lors de son trans-
port axonal ce qui peut expliquer I’augmentation de Ia taille des granules 2 CHH en allant
des péricaryones a la glande du sinus.

Récemment, la séquence compléte en acides aminés de la CHH du crabe Carcinus mae-
nas a été obtenue par Kegel er al. (1989). Ce peptide contient 72 acides arr_l_\inés, 3 ponts
disulfures et N- et C- terminal bloqués.

Dans nos essais de localisation de CHH, nous avons pu trouver une réaction positive au
niveau de la MTGXI1 zone reconnue de synthése de cette hormone, une réaction forte au
niveau de la glande de sinus et du tractus qui la relie a la MTGX1.

ADIPOKINETIC HORMONE : AKH (Planche Il Fig. 1, 2, 3,4, 5)

Le systeme pigmentaire des Crustacés est formé par des chromatophores dans le tégu-
ment (mélanophores, xanthophores, érythrophores et leucophores) et par les pigments réti-
niens associés aux ommatidies qui montrent des changements de position selon la lumiere.
Il y a deux séries d’hormones chromatophorotropiques, les unes dispersant les pigments
(Pigment Dispersing Hormon : PDH), les autres les concentrant (Pigment Concentrating
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Fig. 1:
Fig.2:
Fig.3:

Fig. 4:

Fig. 5:

PLANCHE 111

Cellules de la MTGX2 colorées a 'éosine bleu de toluidine.
Les mémes cellules marquées a l'anti-AKH.

La portion proximale de la glande du sinus marquée a l'anti-AKH (p). La portion distale restant sombre
(d). n = neuropile.

Coloration histologique de I'organe-X de la medulla externa MEX zone de synthese de RPCH. ME =
medulla externa ; MI = medulla interna ; MT = medulla terminalis.

La méme zone MEX marquée par l'anti-AKH.AKH est apparenté & RPCH (red-pigment-concentrating-
hormone).
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Hormon : PCH). Dans les extraits crus de pédoncules oulaires de Crangon crangon les
PCH inhibent les PDH (Skarkowski, 1971). Cet apercu se limitera a 1’hormone qui
concentre le pigment rouge dans les érythrophores (Red Pigment Concentrating Hormon :
RPCH = Erythrophore Concentrating Hormon : ECH).Cette hormone est le premier neuro-
peptide des crustacés déterminé biochimiquement en 1972 chez Pandalus borealis ; c’est
un octopeptide (pGlu-Leu-Asn-Phe-Ser-Pro-Gly-Trp-NH2) (in Keller & Kegel, 1984).
Fingerman, en 1976, a montré I’action inhibitrice de la colchicine et de la cytochalasine B
sur la RPCH. Quackenbush et Fingerman(1984), par des excitations électriques de pédon-
cules oculaires isolés de Uca pugilator, ont essayé de voir le seuil d’excitation pour la libé-
ration des différentes chromatophorotropines et ont trouvé le seuil le plus bas pour la
RPCH.

En parallele, il s’est avéré que les corpora cardiaca des insectes Locusta migratoria et
Schistocerca americana contiennent un décapeptide (pGlu-Leu-Asn,-Phe-Thir-Pro-Asn-Trp-
Gly-Thr-NH2) qui est une hormone adipokinétique AKH qui entraine la libération des
lipides diglycérides (diacylglycérol) a partir des corps gras durant le vol (Schooneveld et
al., 1985). La structure moléculaire de ce décapeptide est trés proche de celle de RPCH.
Des tests-cross, utilisant ces hormones sur les Crustacés et les insectes locustes donnent des
résultats positifs. Deux AKH synthétiques et leur antisérum ont été fabriqués ; ce sont
(Tyr)-AKH code 241 ou pGlu est remplacé par Tyr et AKH, , code 433 qui est un tétrapep-
tide (pGlu-Leu-Asn-Phe) (Schooneveld er al., 1987). Ces antisérums ont été testés
immunologiquement sur différents Invertébrés (Schooneveld et al., 1983, Schooneveld et
al., 1985 ; Schooneveld, 1986 ; Bellon-Humbert et al, 1986). L’antisérum 241 ne reconnait
que les locustes alors que I’autre a une plus large étendue (Schooneveld & Van Herp & Van
Mirlen, 1987) ce qui suggere pour ces chercheurs une évolution phylogénétique de cette
hormone a partir d’un précurseur. L’existence de I’immunofluorescence dans les neuropiles
peut suggérer un role neurorégulateur de cette hormone en plus de son rdle neurohormonal.
Nos marquages immunocytochimiques ont donné les mémes résultats que ceux de Bellon-
Humbert et al., 1986, chez Palaemon serratus. En effet, la réaction positive a été observée
dans la MEX qui semble étre I’organe de synthése de cette hormore, dans les grosses cel-
lules neurosécrétrices de la MTGX?2 et dans la partie proximale de la glande du sinus.
Puisque la séquence de AKH, , forme une portion de RPCH, il est possible que 1’anti-
AKH,_, réagisse avec toute la famille des PCH. o

LA SEROTONINE : 5 HT ( Planche IV, Fig. 1, 2, 3).

L’action de la sérotonine sur différents facteurs hormonaux, depuis longtemps étudiée,
nous a incité pour essayer son anticorps sur la chaine nerveuse ventrale, d'autant plus que
cette amine biogéne est reconnue avoir une grande distribution aussi bien dans la glande du
sinus que dans les organes péricardiques. En effet, les organes péricardiques sont spéciali-
sés dans la production et le stockage des cathécolamines et des indolamines dont la séroto-
nine. La synthése de la sérotonine retrouvée aussi bien dans les organes péricardiques que
dans le pédoncule oculaire, se fait a partir d'un précurseur le trytophane qui subit une
Shydroxylation pour donner SHTP lequel subit une décarboxylation pour aboutir a la séro-
tonine (in Cooke & Sullivan, 1982).
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PLANCHE IV
Fig. 1 : Chaine nerveuse thoracique marquée a l'anti sérotonine t4, t5 = ganglions thoraciques 4 et 5 ; cs = Cellules
sérotonergiques.
Fig. 2 : Chaine nerveuse abdominale (cna) montrant un tronc d'axones sérotonergiques.

Fig. 3 : Au niveau de la chaine nerveuse thoracique (cnt) on observe des axones présentant des ramifications allant
probablement aux nerfs segmentaires des organes péricardiques.

Fig. 4 : Glande du sinus faiblement marquée a I'antisubstance P. mt = medulla terminalis gs = glande du sinus.
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La sérotonine est considérée comme une ‘“neurohormone circulante” d'une étendue
importante ; c¢’est un cardioexcitateur du cceur. Le role neurorégulateur de la sérotonine au
niveau des jonctions présynaptiques neuromusculaires chez les Décapodes est bien connue
aussi. Cette action entraine la libération des ions calcium des zones intracellulaires dans les
terminaisons présynaptiques. Son action dispersante du pigment rouge des érythrophores
est aussi démontrée, et c'est une action neurorégulatrice comme pour les muscles, parce que
le taux nécessaire pour produire la dispersion du pigment rouge est tres faible. D'autre part,
I’existence de la sérotonine dans les neuropiles du cerveau et des pédoncules oculaires
confirme son c6té neurotransmetteur ou neuro modulateur synaptique. C’est un “Releasing
factor” des hormones peptidiques (Martin, 1980). Ces conclusions sont affirmées par la
découverte du role hyperglycémiant de la sérotonine chez Orconectes limosus (Keller &
Beyer, 1968) par augmentation de libération de la CHH, chez 1’écrevisse (Strolenberg &
Van Herp, 1977) par stimulation du phénoméne d’exocytose dans la glande du sinus. Cette
action hyperglycémiante a été retrouvée aussi par Martin (1978) chez I’isopode Porcellio
dilatatus. Cette neurorégulation sérotonergique dans les jonctions présynaptiques a été aussi
suggérée par Gorgels-Kallen en 1985 chez Astacus leptodactylus.

D’autres expériences immunocytochimiques dans la chaine nerveuse ventrale du homard
(Beltz & Kravitz, 1987) ont permis de trouver des neurones sérotonergiques avec leurs pro-
jections centrales et périphériques et leurs ramifications terminales. Ces neurones ayant des
potentiels d'action dans leur corps cellulaire sont spontanément actifs. Ils forment 1'origine
des fibres neurosécrétrices des deuxiemes racines des ganglions thoraciques appelées popu-
lairement nerfs segmentaires (Cooke & Sullivan, 1982).'Ces fibres neurosécrétrices sortent
dorsalement par paire de chaque ganglion thoracique chez les macroures et les brachyoures,
se projettent dans la cavité péricardique ot ils s’anastomosent formant les organes péricar-
diques. Siwiki er al. (1987) reportent que les neurones des 5 ganglion thoracique et 1 gan-
glion abdominal contiennent en méme temps que la sérotonine un neuropeptide, la proctoli-
ne, dont la formule est retrouvée et déterminée en HPLC par Stangier, Dircksen & Keller
(1986) dans les organes péricardiques.

Nous avons essayé 1’anti sérotonine sur la chaine nerveuse ventrale de Palaemonetes
punicus. Nos expériences nous ont permis de localiser deux paires de cellules sérotoner-
giques au niveau des 4° et 5° ganglions thoraciques, une paire projette ses axones vers
I’avant, I’autre paire vers I’arriere. Ce sont des neurones unipolaires donnant des ramifica-
tions latérales allant probablement aux deuxiémes racines motrices pour joindre les organes
péricardiques. D’autres axones moins visibles parcourent la chaine nerveuse ventrale ; ces
axones latéraux et médians ne montrent pas de corps cellulaires. Ces recherches doivent
étre poursuivies pour montrer toute la voie des neurones sérotonergiques.

CONCLUSION

Toutes les données auparavant signalées nous ont permis de faire ces conclusions :
Une intime relation entre les systémes aminergiques et peptidergiques est devenue tres
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apparente. Ces systémes sont en contact étroit voire entremélés : ’exemple de ’existence
de la proctoline comme peptide et de la sérotonine comme aminé dans les mémes corps cel-
lulaires ainsi que leur impact commun suffit pour arriver a cette conclusion.

Van Deijen (1986) a remarqué une réaction immunologique treés restreinte dans le syste-
me nerveux central des Décapodes. Ceci est en contradiction avec toutes les descriptions
faites auparavant des cellules neurosécrétrices du cerveau aussi bien en microscopie photo-
nique qu’électronique. Aussi peut-on conclure a I’insuffisance des méthodes histologiques
et cytologiques, bien que préliminaires, dans 1’acquisition des connaissances précises sur la
neurosécrétion.

Les neurones décrits auparavant comme neurosécréteurs sont actuellement considérés
comme des motoneurones ou interneurones. Mais ceci n’exclut pas I’activité peptidergique
de quelques-uns.

Ainsi, les centres neurosecréteurs du pédoncule oculaire, plus particulierement les cel-
lules de la medulla terminalis (MTGX1), leurs prolongements axonaux et leurs terminai-
sons formant la glande du sinus, restent les centres endocrines majeurs qui contrélent 1’acti-
vité physiologique des Crustacés. Ce complexe MTGX-SG a été méme comparé au systéme
hypothalamoneurohypophysaire des vertébrés surtout aprés avoir démontré les similitudes
importantes qui existent entre les hormones des vertébrés et des invertébrés.

Le nombre peu élevé des cellules neurosécrétrices décrites en microscopie photonique et
électronique ne coincide pas avec I’innombrable variété d’hormones isolées jusqu'a nos
jours, ce qui rejoint encore une fois les résultats aléatoires donnés en microscopie. Les
recherches cytochimiques ont montré qu’une méme cellule peut contenir différents peptides
puisque réagissant positivement avec différents antisérums. De méme un peptide peut avoir
différents effets et différents organes cibles. 11 suffit de se rappeler par exemple le rdle
hyperglycémiant de CHH, son réle dispersant du pigment rouge des érythrophores, les dif-
férents effets et organes cibles de la sérotonine...

Beaucoup de questions sont posée quant a ’origine des hormones, 1’évolution de leur
structure avec les différents groupes d'animaux. L’existence d’une hormone précurseur ou
prohormone a été suggérée depuis Andrew et Saleudin (1979). Ce précurseur subit diffé-
rents processus tels que des clivages protéolytiques d’un ou de plusieurs sites ou des modi-
fications non protéolytiques. Newcomb, Stuenkel et Cooke (1985) ont ‘décrit chez
Cardisoma carnifex deux groupes peptidiques dans la glande du sinus. Ces deux groupes,
I’'un hyperglycémiant, ’autre de réle inconnu, ont d’aprés Stuenkel (1986) un méme pré-
curseur. L’existence de six types de terminaisons chez Cardisoma est contradictoire avec la
découverte de ce précurseur qui recouvre 90 % des peptides de la glande du sinus. Ce qui
laisse suggérer que les différences morphologiques ne sont que des différences dans la
maturation des granules neurosécréteurs ou du taux de rassemblement dans le granule.
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