Institutional Repository - Research Portal

Dépébt Institutionnel - Portail de la Recherche

UNIVERSITE  researchportal.unamur.be
DE NAMUK

THESIS / THESE

MASTER EN SCIENCES BIOLOGIQUES

Les reactions de défense cellulaires chez le crabe Carcinus Maenas L (crustace
décapode brachyoure) in vivo et in vitro

Delvaux, Michéle

Award date:
1976

Awarding institution:
Universite de Namur

Link to publication

General rights
Copyright and moral rights for the publications made accessible in the public portal are retained by the authors and/or other copyright owners
and it is a condition of accessing publications that users recognise and abide by the legal requirements associated with these rights.

« Users may download and print one copy of any publication from the public portal for the purpose of private study or research.
« You may not further distribute the material or use it for any profit-making activity or commercial gain
« You may freely distribute the URL identifying the publication in the public portal ?

Take down policy
If you believe that this document breaches copyright please contact us providing details, and we will remove access to the work immediately
and investigate your claim.

Download date: 28. Apr. 2024


https://researchportal.unamur.be/fr/studentTheses/85df0609-a15b-49b7-b7d0-bd286db85826

LES REACTIONS DE DEFENSE CELLULAIRES CHEZ
LE CRABE CARCINUS MAENAS, L.

(CRUSTACE DECAPODE BRACHYOURE)
IN VIVO ET IN VITRO

MICHELE DELVAUX

Année académique 75-76




Je voudrais adresser mes plus sincéres remerciements
a tous ceux qui m'ont aidée dans 1'élaboration de ce travail.
Tout d'abord a Monsieur le Professeur A. Bauchau, qui en est
le promoteur. Son optimisme, sa compdétence et sa bonne humeur
ont été pour moi un stimulant constant. Et je n'oublie pas
les nombreux trajets de Namur & la Cdte, dont quelques-uns
méme furent infructueux, qu'il a consentis & faire gracieusement

afin que la réserve de crabes soit toujours pourvue.

Que Madame Elisabeth Passelecq et Mademoiselle
Marie-Bernadette De Brouwer trouvent également ici 1l'expression
de ma profonde reconnaissance; elles m'ont apporté leur aide
compétente et dynamique dans la partie expérimentale de ce

mémoire.

Je ne voudrais pas passer sous silence Madame
Nicole Fiévet ni Messieurs Jacques Collet et Yves Houbion de
L'Unité Interfacultaire de Microscopie Electronique qui m'ont
permis d'illustrer cette étude.

Enfin, merci de tout coeur d& Mademoiselle Gyselle
Detroye et a Monsieur Paul Peters qut, par leur gentillesse

et leur empressement ont contribué & la réalisation de ce texte.




PLAN

Introduction

Chapitre 1 :

Chapitre 2 :

Chapitre 3 :

I
Il
I

Résumé

Bibliographie

Les hémocytes et la coagulation de

1'hémolymphe

La phagocytose

L'encapsulation, la mélanisation

et la formation de nodules

I. Encapsulation in vivo
I. Encapsulation in vitro
I. Réaction a4 la Sacculine
V. Formation de nodules

V. Discussion générale

15

24

27
35
36
38
40

46

48




INTRODUCTION

L'immunité comprend 1'ensemble des réactions de défense
mises en oeuvre lors d'une confrontation entre les tissus internes
d'un organisme (le "soi) d'une part et un corps étranger macromo-
léculaire (le "non soi") d'autre part. Il s'agira par exemple de
parasites, de cellules ou de tissus, de grosses molécules comme
les acides nucléiques, les protéines, les polysaccharides ou une
combinaison de ces corps.

Chez les vertébrés, les réactions immunologiques se
présentent sous trois modalités fondamentales : 1) la réaction
inflammatoire ou immunité tissulaire, relevant en ordre principal
des mastocytes et des granulocytes; 2) 1'immunité cellulaire dé-
clenchée par les lymphocytes T et visant a détruire les cellules
et tissus étrangers; 3) 1'immunité humorale résultant de la sécré-
tion d'anticorps ou immunoglobulines par les lymphocytes B.

Les invertébrés en général, et les Arthropodes en par-
ticulier, ne disposent pas d'une gamme réactionnelle aussi diffé-
renciée.

Les dangers d'infection qui menacent les Arthropodes ne
sont cependant pas moindres que ceux courus par les vertébrés. La
multiplicité des habitats terrestres et aquatiques qu'ils occupent,
la diversité de leur régime alimentaire les exposent en fait aux

intrusions d'une énorme variété de parasites : virus, bactéries,




champignons, protozoaires, plathelminthes, némathelminthes,
insectes et crustacés.

Quelques unes de ces infections affectant les Crustacés
sont connues depuis longtemps. Certaines d'entre elles ont fait
1'objet d'un examen détaillé plus récemment.

L'invasion du crabe Carcinus maenas, L. par le crustacé

cirripéde rhizocéphale, Sacculina carcini, en fournit un bon

exemple. (Veillet, 1945).

L'épizootie de "peste" qui s'est abattue sur les popu-
lations d'Astacus en Europe occidentale, a la fin du l19éme sieécle,
a entrainé la disparition de cette écrevisse en de nombreuses
régions. Elle résulte de la-multiplication, dans le sang, du

Bacillus pestis astaci (Andrée, 1960).

Les protozoaires comptent de nombreux parasites de

Crustacés, tels les microsporidies du genre Thelohania qui infes-

tent les amphipodes Gammarus, les crevettes Leander et le crabe

Carcinus maenas (Perez, 1904). On peut citer aussi les ciliés

du genre Anophrys qui envahissent le sang et les tissus du crabe

Carcinus maenas (Bang, 1967); Pediococcus homari, agent étiologique

de la gaffkémie chez les homards Homarus vulgaris et Homarus

americanus ainsi que chez la langouste Panulirus interruptus

(Rabin, 1970); les amibes marines Paramoeba sp,qui provoquent la

"maladie du crabe gris" chez le crabe bleu Callinectes sapidus...

et bien d'autres encore (Vivarés, 1972-73).
Les deux embranchements d'helminthes parasitent également
un nombre important de Crustacés. Déja von Baer (1827) découvrait

chez Astacus des kystes d'un Trématode, le Distomum Astracotrema

cirrhigerum. Des cysticerques de Cestodes parasitent un certain

nombre de Brachyoures et aussi les écrevisses Astacus : 11 s'agit

de 1'Hymenolepis tenuirostris Rud. et de 1'Aploparaksis cirrosa

Korabbe (André, 1960). De méme, le crabe Carcinus maenas héberge

un Némertien Carcinonemertes carcinophila (Vivares, 1972-73).

L'invasion de certaines moisissures a été récemment

réétudiée par Unestam et ses collaborateurs (1970-72) chez Astacus



astacus : il s'agit du champignon Aphanomyces astaci.

Les viroses par contre n'ont été identifiées que rare-
ment et cela dans un passé trés proche par Vago (1966) et Bonami

et al. (1971) sur Macropipus depurator.

Pour conjurer ces menaces toujours présentes, les
Crustacés bénéficient de certaines protections passives mais
aussi de certains mécanismes de défense active.

L'exosquelette constitue une premiére barriére. Il

est formé de chitine (polymére de l'acétyl glucosamine), de

protéines tannées et d'une mince couche de cire. Il assure ainsi
une premiére protection contre l'invasion d'organismes étrangers;
1'isolement relatif qu'il apporte diminue notablement la perméa-
bilité superficielle et donc l'entrée de matériaux externes solublegq

Le tube digestif constitue une autre barriére. Les sucs

détruisent rapidement un grand nombre de microorganisems intro-
duits dans le tractus alimentaire avec la nourriture. L'intestin
enrobe également les résidus non assimilables dans une sorte de
sac chitineux ou membrane péritrophique qui emp@che la dissémina-
tion des parasites non détruits et assure leur élimination rapide
(Orihel, 1975).

Malgré toutes ces défenses, certains parasites parvien-
nent 38 s'implanter dans 1'hémocoele; ils s'y multiplient ou y gran-
dissent en puisant généralement dans le sang les é€léments néces-
saires 3@ leur croissance. De 1la, ils peuvent gagner les tissus
et provoquer des perturbations plus ou moins graves, parfois mor-
telles, dans le fonctionnement des organes.

Les Arthropodes ne subissent pas passivement ces inva-
sions mais mettent en oeuvre de nombreux moyens de lutte. Les

réponses sérologiques, contrairement 4 celles des vertébrés, sont

peu spécifiques. Elles n'impliquent pas la formation de véritables

anticorps.




Par contre, l'intervention des cellules sanguines ou
hémocytes est générale. Elle rappelle & certains égards celle
des leucocytes de vertébrés. C'est pourquoi il est légitime de

parler d'immunité cellulaire ou de réactions de défense cellulaires.

En fait, ces réactions ont surtout été étudiées chez
les Insectes. Salt (1970) a publié une revue générale des résul-
tats actuellement obtenus dans cette classe d'Arthropodes.

Quatre modalités d'intervention peuvent étre distinguées :
la phagocytose, l'encapsulation, la formation de nodules et 1'éli-
mination des toxines.

Les trois premiers points feront 1'objet d'une é&tude
plus approfondie dans les chapitres qui suivent. En ce qui concer-
ne l'élimination des toxines, nous ne pouvons que reprendre les
constatations faites par Salt (1970) sur les Insectes.

"Certains organismes libérent des toxines dans le sang
de leur hdOte. Les substances toxiques peuvent étre changées en
composés moins nocifs grace & des procédés biochimiques connus sous
le nom de "détoxication" et qui sont réalisés par certaines cellu-
les. Les toxines sont éliminées du sang, soit directement, soit
sous une forme moins nocive, par les cellules des tubes de Malpighi
(excrétion). Mais parfois, certaines substances toxiques sont
stockées au lieu d'@tre éliminées : cette '"ségrégation'" réalisée
par les cellules du péricarde et, dans certaines circonstances, par
les cellules des tubes de Malpighi, constitue, en quelque sorte, un
mécanisme de défense cellulaire."

Chez les Crustacés, nos connaissances sont beaucoup moins
avancées et ne reposent encore que sur un nombre limité de travaux,
dont certains sont trop anciens pour bénéficier des techniques mo-
dernes d'investigation (Hardy, 1892; Nolf, 1909; Tait, 1911;

Tait et Gunn, 1918; Toney, 1958).

Le but de notre travail est précisément de faire le

point des résultats acquis et d'analyser de maniére plus systéma-

tique certains aspects des processus réactionnels des hémocytes.




I1 sera possible alors de les comparer & ceux quli ont été iden-
tifiés chez les Insectes et de dégager ainsi 1'unité éventuelle
des réactions de défense cellulaires dans 1l'embranchement des
Arthropodes. ©Nous y ajouterons certaines données obtenues récem-
ment chez les Mollusques, de telle sorte qu'une image globale

de 1'immunité des Invertébrés pourra &tre esquissée.




CHAPITRE I. LES HEMOCYTES ET LA COAGULATION

DE L'HEMOLYMPHE

INTRODUCTION =

Les cellules sanguines ou hémocytes de Carcinus maenas

sont impliqués, notamment, dans la coagulation de 1'hémolymphe,
dans la cicatrisation des blessures et dans la défense vis-—a-vis
des parasites internes.

Lorsque 1'hémolymphe est exposée a l'air ou au contact

du verre, les hémocytes s'agglutinent et provoquent une gélifica-
s s g8 P q g

tion plus ou moins compléte du plasma. La coagulation de 1'hémo-
lymphe repose donc sur deux processus distincts : 1l'agglutination

des hémocytes et la gélification du plasma.

MATERIEL ET METHODES

Pour suivre les différentes étapes de la coagulation
nous utilisons des chambres de Burker, dans lesquelles nous intro-
duisons 1'hémolymphe, telle quelle ou mélangée a de 1'"EDTA (5 %
pH 7), en proportions égales. L'observation se fait directement
au microscope optique.

Certaines solutions nous ont permis de tester la sta-
bilité morphologique des hémocytes. Il s'agit de 1'EDTA (éthyléne
diamine tétra-acétate) a 5 % et a pH 7, de tampons phosphates 0,1 M

de pH variable (allant de 2 jusqu'a 7) contenant 3,8 7% NaCl, de




1'AMP cyclique sous forme sodique ou non, a4 une concentration
de 10_2 M, dissous dans un tampon PO4 0,1 M, a pH 7,2 avec

3,8 Z de NaCl. Ces différentes solutions sont ajoutées a 1'hé-
molymphe dans un rapport 1/1.

Les hémocytes sont alors examinés au microscope optique; et au
microscope électronique (Philips EM 201), selon les techniques

de fixation et d'inclusion habituelles, préconisées par M.F.

Ronveaux (cours sur les techniques d'analyse en morphologie, 1975).

RESULTATS EXPERIMENTAUX

1. Les hémocytes

Nous pouvons distinguer trois principaux types de cellules :

petites cellules, rondes ou ovales, de 8 p sur 6, dont le
noyau seul est visible, pratiquement, au microscope optique. Ce
noyau est généralement central et son diamétre est de 5 p environ.
Dans le cytoplasme, on trouve quelques granules faiblement opaques

aux électrons, a8 texture homogéne, mesurant 0,2 a 0,5 p.

cellules ovales ou fusiformes, relativement plus grandes que
les précédentes. Le cytoplasme renferme plusieurs granules denses,

sphériques ou fusiformes, allant de 0,2 a 1,5 p.

cellules ovoides, de 13 p sur 7, bourrées de gros granules
réfringents au microscope optique et trés opaques au microscope
électronique.
Dans les granules fusiformes, on observe parfois une formation cen-
trale d'apparence cristalloide. Les granules sphériques ont une

texture homogéne; leur diamétre varie entre 0,3 et 2,6 M-




L'agglutination se fait entre hémocytes contigus, par

contact direct, étalement et étirement de la masse cytoplasmique.

Les cellules hyalines et semi-granuleuses réagissent
les premiéres : une minute aprés le prélévement, des boursouflures
soulévent le plasmalemme en maints endroits de la périphérie; elles
s'élargissent, deviennent des vésicules qui disparaissent pour se
reformer bientdt. Quand ces vésicules "explosent'", les hémocytes
semblent se vider de leur cytoplasme : tout se passe donc comme sSi
une substance cytoplasmique était libérée dans le plasma.

En méme temps, les-cellules s'étalent de plus en plus
sur le support : elles émettent des expansions cytoplasmigues qui
envoient, & leur tour, des prolongements trés effilés, en forme
d'aiguilles. Ces pseudopodes ou "filipodes" s'allongent, assurent
le contact avec d'autres cellules plus éloignées : c'est l'agré-
gation, qui se généralise 5 minutes aprés le prélévement.

Pendant ce temps, les granulocytes interviennent aussi :
aprés 3 minutes environ, ils réagissent de maniére analogue. Au
bout de 10 a 15 minutes les granules commencent a4 disparaltre;
aprés une demi-heure d'observation, le cytoplasme des cellules est
véritablement transparent.

Chez Carcinus maenas, la gélification du plasma n'est

que partielle. Un caillot mou, blanchiatre, se forme en moins de

5 minutes, ce caillot n'est pas "consolidé" par la suite.

Nous avons réalisé ensuite une série de tests en vue
d'examiner l'action, sur les cellules sanguines, et plus spéciale-
ment au niveau des membranes, de 1'EDTA, de 1'AMP cyclique sous
forme sodique ou non et de différents tampons phosphates.

L'EDTA qui est chélateur du calcium ionisé emp@che 1'ag-
glutination et la formation d'un précipité finement granuleux.
Donc, le calcium ionisé joue un rdle déterminant dans la genése

du caillot. De méme, 1'AMP cyclique sous forme d'acide libre main-




tient les cellules sanguines, plus longtemps encore que 1'EDTA.
Par contre, le 3'-5" AMP sous forme de sel sodique est nettement
moins bon : la coagulation de 1'hémolymphe n'est pas bloquée mais
seulement un peu retardée. Il est vrai que dans cette derniére
molécule, les groupements acides sont bloqués par des ions sodium.
Or, ces charges négatives pourraient bien intervenir en neutrali-
sant des radicaux ou du moins des ions positifs, comme le calcium.
Dans toutes les expériences, 1'AMP cyclique était dissous

dans un tampon phosphate. Nous nous sommes demandés s'il n'avait
pas lui aussi un rdle et si oui, de quel genre. Il s'est avéré que
le tampon, & lui tout seul, est aussi efficace et méme , en général,
meilleur. Nous avons alors voulu préciser la gamme de pH qui se
révélait la plus favorable.

A pH 2 : les protéines précipitent au point de masquer les
cellules; l'observation est impossible.

A pH 3 : il n'y a plus qu'un léger précipité; mais, trés tot,
les hémocytes émettent des prolongements et s'agglutinent.

A pH 4 : les amas sont encore relativement nombreux; les
cellules prennent la forme de fuseaux. Aprés 10 minutes environ,

des digitations apparaissent.

A pH 5 : les hémocytes ne se déforment que rarement et lente-
ment. Les cellules hyalines sont "en fuseau'" avec un prolongement
cytoplasmique trés court a chaque pdle. Les granulocytes restent

bien ronds pendant plus d'une heure.
A pH 6 : les hémocytes se maintiennent, les uns en fuseau, les
autres arrondis pendant une bonne demi-heure. ©Puis les cellules
se déforment et s'agglutinent.
A pH 7 : des amas se forment presque immédiatement.
Les pH compris entre 5 et 6 semblent donc convenir le
mieux lorsqu'il s'agit de bloquer le processus de coagulation.
Notre dernier test a été de séparer les cellules sanguines
du plasma (par centrifugation a& 3.500 r.p.m pendant 2 minutes) afin
de départager le rGle de 1'un et des autres. Pour cette derniére
expérience, nous avons utilisé, comme précédemment, différents tam-

pons phosphates, compris dans la méme gamme de pH. Les pH compris
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entre 5 et 6 se sont avérés les plus efficaces mais toutes les
cellules sont déformées, bien avant 30 minutes, sans le plasma.
Un ou des facteurs plasmatiques interviendraient donc dans le

maintien de la morphologie hémocytaire.

DISCUSSION

Les trois types d'hémocytes présents chez Carcinus maenas

se retrouvent également chez Eriocheir sinensis, un autre crustaceé

décapode brahyoure, étudié par Bauchau et De Brouwer (1972) et

chez 1'écrevisse Orconectes virilis (Wood, Podlewski et Shenk, 1971).

Dans les publications plus anciennes, différents noms
ont été utilisés pour désigner, en fait, un méme type de cellules.
Jones (1962) a tenté de regrouper toutes ces dénominations et résume
comme suit les différentes classes d'hémocytes qui existent chez

les Arthropodes en général.

1. Prohémocyte : cellule souche
= amibocyte I de Cuénot (1895)
= leucocyte hyalin I de Kollmann(1908)
= lymphocyte de George et Nichols (1948)
= cellule hyaline de Wood et Visentin (1967)
= probablement thigmocyte hyalin de Tait (1918)

= cellules hyalines de Carcinus

2. Plasmocyte = amibocyte II de Cuénot (1895)
= leucocyte hyalin II de Kollmann(1908)
= amibocyte de George et Nichols (1948)

= thigmocyte de Dall (1964)




3. Hémocyte granulaire = leucocyte granulaire de Kollmann (1908)

= granulocyte amiboide de George et
Nichols (1948)

= granulocytes et hémocytes semi-granu-
leux de Carcinus

4. Cystocyte = corpuscule explosif de Hardy (1892)

= amibocytes III et IV de Cuénot (1895)

= leucocyte granulaire orthochromatique de
Kollmant (1908)

= granulocyte réfringent de George et Nichols
(1948)

= granulocyte a petits granules réfringents de
Wood et Visentin (1967)

= coagulocyte de Grégoire (1964)

= cellules hyalines et hémocytes semi—-granuleux
de Carcinus

5. Oenocytoide = oenocytoides des insectes (Jones, 1962)

oenocytoides des mille-pattes (Ravindranath,
1973)

6. Cellule "sphérule" = cellule protéique de Cuénot (1895)
= basophile de Hardy (1892)
= cellule sphéruleuse de Kollmann (1908)
= granulocyte réfringent de Toney (1958

= 'granulocyte a gros granules réfrin-
gents de Wood et Visentin (1967)

= granulocytes de Carcinus

7. Adipohémocyte

grand amibocyte granulaire de Dall (1964)

Tait (1911) décrivait, chez les crustacés, trois types
de coagulation : type A : simple agglutination sans gélification du
plasma type B agglutination et gélification totale du
plasma type C formation d'un gel 1imité initialement au

pourtour des hémocytes puis gélification plus compléte.
Récemment, Bauchau et De Brouwer (1972) se sont repenchés
sur le probléme. Ils ont pu ainsi attribuer le type B a Eriocheir

sinensis, Carcinus maenas se situe entre les types B et A, la

gélification du plasma n'est que partielle, mais elle a lieu.



C'est chez 1'écrevisse Astacus sp que Hardy (1892)
découvrait les "corpuscules explosifs'". Il les décrit comme
des cellules fusiformes qui, au contact d'une surface étrangere
non grasse, se contractent en une sphére. Aussitdot, des expan-
sions cytoplasmiques fusent de partout et les cellules prennent
un aspect épineux. Ce processus prend fin avec la cytolyse et
la libération d'une substance analogue a la ehzomiline (fribin-
ferment), qui provoque la coagulation du plasma et la lyse des
autres corpuscules explosifs.

Depuis, des phénoménes comparables ont été décrits

notamment par Wood, Podlewski et Shenk (1971) sur Orconectes

virilis et par Bauchau et De Brouwer (1972) sur Carcinus maenas

et Eriocheir sinensis. Les trois types d'hémocytes interviennent,

soit en se vidant de leur cytoplasme, soit en perdant progressi-

vement leurs granules. Chez Eriocheir, comme chez Orconectes,

la gélification du plasma est totale : un caillot mou se forme

en 3 minutes. Aprés 3 ou 5 minutes, il se forme chez Orconectes

un systéme a deux phases : un caillot semblable a un gel mou,
entouré d'un fluide plus aqueux (Wood, Podlewski et Shenk, 1971).

Quelle est la nature du matériel libéré par les
cellules hyalines et granuleuses ? Wood, Podlewski et Shenk (1971)
ont réalisé une série de tests cytochimiques et ont mis en évidence,
par métachromasie induite, la présence d'un matériel muco- ou
glycoprotéinique dans le plasma, lors de la coagulation. '"Une
glycoprotéine ou une mucoprotéine (un mucopolysaccharide neutre ?)
est libérée par explosion des vésicules des cellules hyalines dans
le plasma." Les granules des granulocytes participent aussi a une
phase secondaire de la coagulation (réaction plus tardive et plus
lente); ils contiennent d'autre part en majorité des mucopolysaccha-
rides neutres (Bauchau et al. 1975).

Deux hypotheéses différentes ont €té proposées pour ex-—

pliquer la gélification du plasma.
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- Les hémocytes secrétent un ferment (le "fibrin-ferment"
de Hardy ou la coaguline de Nolf) qui convertit un précurseur
plasmatique, analogue au fibrinogéne, et détermine ainsi 1'appa-
rition du gel. Duchdteau et Florkin (1954), Stewart et al (1966)

ont isolé du "fibrinogéne'" dans le plasma du homard.
- La substance qui compose le gel proviendrait des hémocytes

eux-memes (Bang, 1971; Solum, 1970).

Wood a essayé d'identifier un facteur plasmatique, sem-—
.

blable au fibrinogéne de mammifére, chez 1'écrevisse Orconectes

virilis. Elle n'a trouvé aucune protéine ayant les caractéristiques
chimiques ou fonctionnelles de ce précurseur, de plus les bandes
€électrophorétiques du plasma et du sérum sont identiques. Stutman
et al (1968) font la méme constatation chez le crabe Gecarcinus
lateralis.

Nous avons vu que 1'EDTA empéchait la coagulation de
1'hémolymphe. Selon Bauchau et De Brouwer (1972), il est fort
probable que l'agglutination résulte de la formation, par sécrétion
cellulaire, d'un gel circonscrit au départ a la périphérie cellu-
laire; ce gel permet l'adhérence des hémocytes. Puis, au fur et a
mesure que les vésicules se vident dans le plasma, le gel s'étend.
I1 apparalt que le calcium ionisé déclenche la réaction corticale
des cellules, puisque 1'EDTA séquestre le calcium et suspend 1'ag-
glutination et la gélification.

Les résultats obtenus avec les deux types d'AMP cyclique
ne font que confirmer le rdle important joué par le calcium dans
la coagulation. De plus, un ou des facteurs plasmatiques semblent
indispensables pour assurer la stabilité morphologique des hémocytes
et enrayer toutes les étapes ultérieures de la gélification de

1'hémolymphe.




De nombreux problémes restent néanmoins i résoudre
nous en €évoquerons quelques-uns : quelle est la nature exacte du
matériel 1ibéré par les hémocytes durant 1la coagulation ?
S'agit-il d'une glucoprotéine ou de différents types de glyco-
protéines pour tous les crustacés ? Comment le tampon PO4 agit-1il
pour maintenir les hémocytes fusiformes ? Comment se fait-1i1 que
la forme "en fuseau" emp@che ou, du moins, freine 1'agglutination ?

Pourquoi les pH les plus favorables sont-ils acides ?
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CHAPITRE II. LA PHAGOCYTOSE

INTRODUCTION

La phagocytose a été observée chez tous les animaux
comme moyen de défense immunitaire. Dans le cas des Arthropodes,
elle suppose qu'un corps étranger ait réussi & pénétrer dans 1'
intimité des tissus malgré 1'épaisse barriére de 1l'exosquelette.
Le tube digestif constitue dés lors la voie de pénétration la
plus facile et la plus habituelle.

Mais toute lésion exterme ouvre une bréche dans 1la
muraille protectrice et comporte une menace d'infection. Cer-
tains champignons pathogénes réussissent méme 4 percer le reve-
tement tégumentaire par leurs propres moyens. C'est le cas pour

Aphanomyces astaci qui est 34 l'origine d'une infection grave, sou-

vent fatale, pour 1'écrevisse (Unestam et Weiss, 1970).

Trés souvent, l'agent infectieux pénétre dans 1'hémo-
coele et c'est 1a qu'il sera plus particuliérement exposé a la
phagocytose.

Si la réalité du phénoméne ne laisse place a aucun doute,
le mécanisme opérationnel de la phagocytose n'en est pas compléte-
ment élucidé pour autant. Il pose en effet une série de problémes

délicats qui n'ont pas tous regu de réponses tout a fait satisfai-

santes.

Les principales étapes du processus ont été décrites par




Metchnikoff dés 1892. Elles ont été récemment réexposées par

Bang (1967) et peuvent &tre résumées comme suit :

1 - reconnaissance qui peut mener, comme nous l'avons vu

au chapitre 1 a 1l'agglutination puis a la coagulation.
2 - ingestion
3 - digestion et utilisation, ou symbiose, ou destruction par

l'agent ingéré.

Cette description s'applique aussi bien a la phagocytose
des invertébrés qu'a celle des vertébrés.

Le premier probléme est celui de la reconnaissance. Chez

les amibes et les cellules sanguines de mammiféres, la phagocytose
n'a lieu que lorsqu'il y a eu adsorption de la particule a la sur-
face de la cellule phagocytante (Holter, 1965); l'interaction est
facilitée et peut—€tre méme nécessairement initiée par la présence
de substances inductrices ou opsonines, qui stimulent plus ou moins
spécifiquement la réaction de la cellule vis—-a-vis de la particule
(Newsome, 1967). Chez les Insectes, par contre, ni la nécessité
des opsonines, ni leur présence n'a été démontrée (Bang, 1967).
Pourtant, d'aprés Maramorosch et Shope (1975), les caractéristiques
de la particule a phagocyter sont trés importantes : une altération
chimique ou une opsonisation peuvent affecter le taux d'ingestion
d'une particule donnée.

L'ingestion, observée au microscope électronique, se
déroule, dans le cas des Insectes d'au moins trois facgons diffé-

rentes :

a) formation de vésicules de pinocytose pour englober le

liquide contenant les petites particules (Leutenegger, 1967).

b) encerclement des particules par des pseudopodes (Groosley,
1964 et Smith, 1968). C'est le mode d'ingestion utilisé principa-
lement par les cellules des crustacés. Les pseudopodes émis par
les hémocytes entourent des gouttelettes d'hémolymphe contenant les
particules. Les vacuoles formées de cette maniére ont de 1 a 1,5

microns de diamétre (Grimstone, Rotheram et Salt, 1967).
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c) ingestion par contact direct et extension de la membrane
plasmatique. D'aprés Grimstone et al (1967), il n'y a pas d'es-
pace visible entre la membrane plasmatique invaginée et la surface
de la particule. D&ji en 1937, Rooseboom avait essayé d'expliquer
ce phénoméne : "Les particules englobées se trouvent d'abord plon-
gées dans le cytoplasme; c'est seulement aprés qu'elles sont en-

tourées de vacuoles."

La digestion et donc la destruction de l'organisme ou
de la substance ingérée constitue trés souvent 1'é@tape finale de
la phagocytose. Les microorganismes englobés sont généralement
détruits : dissolution progressive, immédiatement dans le cyto-
plasme ou dans les vacuoles formées autour des organismes ingérés
(Metalnikev, 1924). Au cours de la digestion, les granulocytes
perdent leurs granules. Ces granules ont &été décrits chez les
Mollusques, comme des lysosomes par Feng et al. (1971) et par
Cheng et al. (1974) ou encore comme des phagosomes secondaires
par Cheng et Cali (1974). 1I1 faut ajouter que le lysozyme présent
dans le sérum de nombreux organismes a son origine dans les cellu-
les sanguines. Dés lors, la dégranulation ou décharge explosive
du contenu des granules cytoplasmiques pourrait étre, en fait, la
manifestation morphologique de la libération d'enzymes protéoly-
tiques dans le milieu (Foley, 1974).

La fonction du lysozyme sérique consiste a neutraliser
ou a8 tuer les microorganismes sensibles qui ont envahi 1'hémolym-
phe mais qui n'ont pas été phagocytés. Elle compléte ainsi le rdle
de la phagocytose en étendant son résultat final. S'agit-il d'un
facteur humoral ?

La symbiose. La digestion n'est pas la seule éventuali-
té qui accompagne la phagocytose. Certains microorganismes peuvent
rester vivants dans les hémocytes durant la métarmorphose d'un in-
secte, jusqu'au stade adulte. Parfois, ils restent non seulement

vivants mais continuent 3 se développer dans les cellules qui les

ont ingérés.




La phagocytose peut aussi affecter le phagocyte. L'in-
gestion de quelques particules inertes n'a aucun effet; mais, quand
les cellules sanguines absorbent beaucoup de particules, leur
noyau dégénére. Comme Rooseboom (1937) 1'a écrit : les phagocytes
se désintégrent complétement, libérant les particules dans le sang.

Nous nous sommes intéressés a la phagocytose pratiquée
par les hémocytes des Crustacés. L'examen du phénoméne in vivo
étant impraticable, nous 1'avons suivi comme tous les auteurs in

vitro.

MATERIEL ET METHODES

Aprés avoir sectionné un péréiopode du crabe, nous lais-
sons tomber 5 gouttes d'hémolymphe dans un tube de polyallomére
contenant 1,5 ml d'EDTA 5 % pH 7. Aprés homogénéisation, nous
prélevons une goutte de ce mélange et nous la déposons sur une
chambre de Biurker, dégraissée. Rapidement, nous posons un couvre-
objet et,a l'aide d'une pipette Pasteur, nous introduisons, par capil-
larité, une goutte de solution de carmin ou de charbon de bois a
1 7 dans de 1'eau de mer artificielle.

Nous avons aussi observé la phagocytose de levures colo-
rées d'aprés la méthode de Van Harreveld (1973), dans un tampon PO

0,1 M + NaCl 3,8 % de pH 4,35 ou dans de 1'EDTA 5 7 pH 7.

4

En vue de voir si l'opsonisation jouait un rdle chez

les Crustacés, les cellules de Carcinus sont isolées du plasma par

centrifugation & 3.500 r.p.m. pendant 2 minutes environ. Pour
cela, nous introduisons une seringue contenant 0,6 ml d'EDTA 5 7

pH 7 dans 1l'articulation d'un péréiopode et nous aspirons 0,3 ml

de sang. La seringue est alors vidée dans un tube contenant | ml
d'EDTA 5 % pH 7. Aprés centrifugation, les cellules sont remises
en suspension dans 0,5 ml d'EDTA 5 7 pH 7. Entretemps, on traite

le carmin ou le charbon de bois : 0,5 cc de plasma sont mis en pré-
sence de la méme quantité de carmin ou de charbon actif, a 1 7 dans

de 1'eau de mer artificielle. Une goutte du mélange cellules-EDTA



est déposée sur une chambre de Burker; par capillarité, on ajoute
une goutte de la solution "prétraitée'.

La phagocytose est suivie au microscope optique pendant
une heure. Les solutions sont maintenues i la température de la

glace fondante et examinées aux temps 5, 15, 30 et 60.

RESULTATS
T ——————

Comme lors de la coagulation, ce sont les hémocytes
hyalins et semi-granuleux qui réagissent les premiers. Aprés
5 minutes environ, les deux .types de cellules ont émis des pseu-
dopodes qui encerclent les particules. Les granulocytes font de
méme, mais au bout d'une heure seulement. A ce moment, nous
pouvons dire que sur 100 hémocytes présents dans la préparation,

56 ont ingéré une particule : 28 hyalins, 22 semi-granuleux et
6 granulocytes.

D'une maniére générale, le charbon actif suscite plus de
réaction de la part des cellules que le carmin. Apré&s un quart
d'heure, pratiquement toutes les particules de charbon sont phago-
cytées par des cellules hyalines et semi-granuleuses. En ce qui
concerne le carmin, il faut attendre une heure avant de voir les
premiéres cellules en activité. De méme, 1'affinité des hémocytes
pour les levures est trés grande. La nature chimique de 1la parti-
cule a phagocyter semble donc jouer un rdle.

Lorsque nous travaillons dans de 1'EDTA 3 pH 7, le pro-
cessus s'observe plus ou moins rapidement. Par contre, dans un
tampon phosphate a pH 4,35, il ne se passe rien, méme aprés 2 heures.
I1 semble donc que les pH acides inhibent ou, du moins, retardent
considérablement 1'ingestion.

Parfois, il ne se produit pas de phagocytose. C'est le
cas lorsque les particules 3 ingérer sont trop grandes (gros grumeaux
de charbon de bois). On observe alors une réaction d'agglutination :

les granulocytes et les hémocytes semi-granuleux explosent, libérant
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leurs granules dans la préparation. Ces granules libres ont
tendance a4 se masser autour des particules et se collent vérita-
blement a4 elles. Au bout d'une heure environ, des cellules hyalines
viennent s'agglutiner & leur tour. Aprés un quart d'heure, les
semi-granuleuses arrivent aussi. Il faut attendre encore deux
heures pour voir les granulocytes réagir enfin. Les hémocytes
forment alors un manchon l3dche autour des particules. Cette
agrégation représente-t-elle une tentative de phagocytose ? Il
s'agit plus vraisemblablement de la premiére étape d'une encapsu-
lation, phénoméne dont il sera question plus loin.

Apparemment, l'opsonisation ne joue pas. Le taux de
particules ingérées et la vitesse de la réaction ne changent gueére.
S'agit—il d'une erreur d'expérience ? Ou la phagocytose est-elle
déja si rapide par elle-méme que l'addition de facteurs plasmati-
ques semble ne plus avoir d'effet ? Autant de questions qu'il

faudrait réexaminer de fagon expérimentale.

DISCUSSION

Certains auteurs sont plutdt sceptiques en ce qui concer-
ne la phagocytose, in vitro, par les cellules d'insectes. Quand
les hémocytes sont confrontés avec les particules in vitro, aucune
phagocytose n'a lieu (Jones, 1956; Salt, 1970). Au contraire, si
les particules sont injectées dans 1'insecte in vivo, avant de pré-
lever le sang, on peut suivre le processus : comme 1'écrit Grégoire
en 1951, les cellules sont examinées in vitro mais elles ont pha-
gocyté in vivo.

Pourtant la phagocytose s'observe réellement in vitro,
méme si elle est plutdt rare. Il ne faut pas oublier que 1'on
travaille dans des conditions modifiées de pH, de température,d'
osmolarité, de composition ionique... De plus, 1l faut se rappeler
que les cellules sanguines examinées sur une lame de verre ont déja

été stimulées; dés lors, leurs propriétés de surface sont modifiées,
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du moins d'un coté (Fauré-Fremiet, 1927). Ce seul fait suffit
pour réduire la capacité de phagocytose d'une cellule normalement
active in vivo.

Quoi qu'il en soit chez les Insectes, la phagocytose
in vitro constitue un phénoméne courant chez les Crustacés.

Chez Carcinus maenas, les opsonines ne jouent apparem-

ment aucun role. Par contre Mac Kay et al. (1969) et Mac Kay

et Jenkin (1970) ont trouvé, chez 1'écrevise Parachaeraps

bicarinatus, notamment, des hémagglutinines qui semblent agir comme

des opsonines : elles augmentent 1'adhérence des particules aux

hémocytes et activent la phagocytose.

CONCLUSIONS

I1 apparalt donc que tous les types hémocytaires des
Crustacés peuvent phagocyter. La différenciation des hyalins
en granulocytes n'entraine pas la perte de cette fonction. La
réaction est plus rapide pour les particules de charbon de bois
et pour les levures. Les pH acides (4,35) inhibent pratiquement
la phagocytose; au contraire, a8 un pH neutre (7), le processus
semble normal et peut—€tre méme un peu accéléré.

Ce qu'il faudrait vérifier par de nouvelles expériences,
c'est le role éventuel joué par un ou des facteurs plasmatiques

dans cette réaction de défense.

Immunité humorale

Les Invertébrés n'ont pas d'anticorps. Il existe cependant des
agglutinines et les lysines bactériennes : pour Bang (1962), ce sont des
antisomes, analogues aux anticorps. Rabin (1970) et Shapiro (1975) ont
approfondi le sujet : les crustacés décapodes reconnaissent les protéines
étrangéres et les bactéries non pathogénes et les chassent de 1'hémolymphe

. A ’
au moyen d'une précipitine. C'est le cas du homard Homarus americanus
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confronté a la protéine S.A.B. (sérum albumine bovine). In vitro, 1'hémo-
lymphe a une action antibactérienne qui est bactériostatique dans certains
cas, bactéricide dans d'autres. Evans et al (1968) ont induit dans 1'hé-

molymphe de la langouste Panulirus argus une bactéricidine active contre

Salmonella typhosa.

De méme, il existe des hémagglutinines et des hémolysines. Le

sérum du crabe des cocotiers Birgus latro contient des hémagglutinines

pour tous les érythrocytes humains. Le crabe bleu Callinectes sapidus

posséde une hémagglutinine pour les globules rouges de poulet et de lapin.

Le sérum de Maia squinado renferme une agglutinine qui immobilise le cilié

Anophrys magii (Rabin, 1970)...

Chez les vertébrés, les réponses humorales impliquent la prolifé-
ration et la différenciation de lymphocytes B qui synthétisent et libérent
des anticorps, les immunoglobulines. L'immunité cellulaire est due aux
lymphocytes T qui ne secrétent pas ou peu d'anticorps, mais sont responsa-—
bles du rejet des greffes de tissus et des réponses d'hypersensibilité (Ada,
1970; Nossal et Ada, 1971).

Deux caractéristiques majeures des réponses immunitaires des ver-
tébrés manquent dans 1'immunité des Arthropodes : la spécificité, c'est—-a-dire
la complémentarité anticorps—antigéne et la mémoire immunologique.

Chez un mammifére, un anticorps distinct réagit avec un antigéne
spécifique; chez un arthropode, ce sont tous les phagocytes ou des facteurs
de 1'hémolymphe qui réagissent au contact d'un seul corps étranger. La
spécificité est donc bien différente.

Se peut—il que les invertébrés aient des facteurs humoraux non
spécifiques, capables de remplir le rdle des anticorps ? Salt (1970) pense
que si les immunoglobulines ne peuvent étre invoquées dans les réactions de
défense chez les invertébrés, les mucopolysaccharides, par contre, seraient
des candidats plus que probables. Ce point sera développé dans le chapitre
suivant.

I1 est fort possible qu'un systéme, originaire des Invertébrés les
plus primitifs, basé sur les mucopolysaccharides, ait &té transmis aux Arthro-
podes et aux Vertébrés; mais, chez ces derniers, un systéme paralléle, basé
sur les immunoglobulines, est venu suppl@er au manque de spécificité du pro-—

cessus primitif.




23.

CHAPITRE ITITI. L'ENCAPSULATION

INTRODUCTION

L'encapsulation est une réponse impliquant 1'agrégation,
1'adhésion et 1'aplatissement des hémocytes sur des surfaces étran-
géres trop grandes pour &étre englouties par des cellules indivi-
duelles. Généralement, 1'encapsulation s'accompagne d'un dépodt
extra— et intracellulaire de mélanine (Salt, 1963 et 1970; Poinar,
1969; Shapiro, 1969; Whitcomb et al, 1974).

Quand elle a lieu, un stimulus doit @tre communiqué 2
des milliers de cellules qui se combinent alors, éventuellement,
pour former une capsule. Quel est le degré de reconnaissance né-
cessaire ? Quels sont les stimuli qui vont déclencher les réac-
tions cellulaires ? Pour résoudre de tels problémes, il est né-
cessaire de rechercher les réactions a4 des corps étrangers implan-

tés artificiellement.

MATERIEL ET METHODES

L'encapsulation se fait, expérimentalement, en introdui-
sant dans 1'abdomen de différents crabes, un fil de coton ou de

soie ou ce qui donne de meilleurs résultats, un cheveu stérile ou




CAPILLAIRE

TUBE PLASTIQUE

i —— HEMOLYMPHE

PARAFFINE

Montage pour 1'examen de 1'encapsulation
in vitro d'un cheveu par les hémocytes.
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non. Les crabes sont alors tués a des temps différents : apreés
5 h, 12 h, 24 h, 48 h, 72 h, 3 et 10 semaines. Les capsules sont

examinées au microscope optique et au microscope €lectronique.

La formation de capsules nécessite un petit "montage".
Dans un tube de polyallomére, on introduit 3 1'aide d'une aiguille,
un cheveu plus ou moins long, que 1'on fixe avec de 1a paraffine.

On verse alors quelques gouttes de tampon PO, O,1 M pH 7,2 - NacCl

b
3,8 7 et la méme quantité de sang. Puis, trés vite, on referme

le tube a 1'aide d'un bouchon traversé par un fin capillaire, on
colmate les trous avec de 1la paraffine et on adapte le tout 3 un
appareil rotatif réglé sur une faible vitesse (3).

Les cellules sanguines sont, de ce fait, maintenues en
suspension et peuvent continuellement entrer en contact avec le
cheveu.

On laisse les hémocytes réagir autour du cheveu pendant
5, 10, 30 minutes, 1 et 4 heures puis on fixe les capsules, direc-

tement dans les tubes.

Microscopie optique

Trois types de fixation sont utilisés :

= pour_les capsules "in vitro"

glutaraldéhyde 2,5 Z dans un tampon PO4 0,1 M pH 7,2 + NacCl 1,8 Z

lavage dans ce méme tampon.

=~ pour_des abdomens "entiers'" :

formol neutre a 10 ¢

décalcification pendant une semaine dans une solution 3 5,5 Z de

verséne pH 7,2,




2:6::

- pour des abdomens "sans exosquelette"

liquide de Bouin.
Une fois la fixation terminée, déshydratation dans les différents
alcools, clarification par le toluéne, inclusion 3 la paraffine,

débitage des piéces et coloration.

Trois type de coloration

- Trichrome de Masson : mode opératoire préconisé par Goldner
(1938)

- coloration régressive par 1'hématoxyline de Regaud (1910) avec
comme coloration de fond un vert lumiére

- Azan de Heidenhaim (1916)°

Ces méthodes et colorations sont détaillées et discutées
dans les livres suivants : Histochimie normale et pathologique
I et II. Ganter et Jollés, 1970. Gauthier-Villars-Paris.

Techniques histologiques. Gabe, 1968.

Masson—-Paris.

Remarque : tous les temps préconisés ont di étre réduits de moitié.

Microscopie électronique

Fixation

Glut. 5 Z dans un tampon PO, 0,1 M; pH 7,2 + NaCl 2,04 Z

Lavage dans ce méme tampon.4
Acide osmique 2 7 dans un tampon PO4 0,15 M pH 7,2 + NaCl 2,04 7.
Lavage dans ce méme tampon.

Ensuite, déshydratation, inclusion a4 1'EPON 812, débitage et colo-

ration.

Coloration

Pour les semi-fines : bleu de toluidine

Pour les coupes sur grilles : citrate de plomb (Reynolds)

acétate d'uranyl 1 7




Photo 1. Encapsulation in vivo aprés 4-5 heures. Le chéveu est
entouré par des cellules formant une couche mince, lache, aux
contours mal définis, souvent avec des projections irréguliéres.
100 x (Azan de Heidenhaim).

Photo 2. Encapsulation in vivo aprés 4-5 heures. Les projections
irréguliéres sont bien visibles. 400 x (Azan de Heidenhaim).




Photo 3. Encapsulation in vivo aprés 12 heures. La couche d'hémocytes
est plus épaisse et plus cohérente. Les cellules les plus externes
s'aplatissent déja. 400 x (Hématoxyline de Regaud).
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Le mode opératoire est expliqué dans le cours de T.P. de

M.F. Ronveaux : "Techniques d'analyse en morphologie'.

Philips EM 201 et 301.

RESULTATS

Bien que le temps nécessaire pour une encapsulation
compléte soit relativement long, la séquence des événements peut
étre décrite en examinant les hOtes a des intervalles fréquents.

- Aprés 4-5 heures : le cheveu se trouve enveloppé par des cellules

formant une couche mince, lache, aux contours mal définis, souvent

avec des projections irréguliéres (photos 1 et 2).

- Aprés 12 heures : la couche d'hémocytes est devenue plus épaisse
et plus cohérente. Généralement, son pourtour est bien défini et

presque régulier. Les cellules les plus externes commencent déja

d s'aplatir (Photo 3).

- Aprés 24 heures : la capsule est bien consolidée; on peut vy
compter jusqu'ad 50 assises cellulaires (photos 4 et 5).

- Apreés 48 heures : 1'épaisseur est généralement la méme, mais la
capsule est plus compacte et son tissu qui précédemment était re-
lativement homogéne devient "opaque'" dans sa moitié interne, plus
"transparent" dans sa moitié externe.

- Aprés 72 heures : les capsules cellulaires sont complétement dé-
veloppées; leur épaisseur est légérement inférieure a ce qu'elle
était auparavant, probablement 3 cause de la consolidation des

cellules (photos 6 et 7).




Photo 4. Encapsulation in vivo aprés 24 heures. La capsule est
bien consolidée. 100 x (Hématoxyline de Regaud).




Photo 5. Encapsulation in vivo aprés 24 heures. On peut compter
jusqu'ad cinquante assises cellulaires autour du cheveu.
400 x (Hématoxyline de Regaud).



Photo 6. Encapsulation in vivo aprés 72 heures. La capsule est
complétement développée. 100 x (Hématoxyline de Regaud).



Photo 7.

Encapsulation in vivo aprés 72 heures. On distingue
aisément les trois couches (1 : couche interne; 2 : couche médiane;
3 : couche externe). 400 x (Hématoxyline de Regaud).
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- A partir du quatriéme jour, les capsules se réduisent considé-
rablement. Beaucoup de cellules périphériques retournent dans le

courant sanguin.

2. Structure et ultrastructure

Les capsules complétes sont formées de trois couches.
La couche médiane représente environ la moitié de l'épaisseﬁr de
la capsule. Les hémocytes y sont trés étirés et aplatis paral-
lélement 3 la surface de 1'implant. Cette couche a un aspect feuil-
leté en "pelures d'oignon" selon 1'expression de Frangois (1975).
Les couches interne et externe comprennent des cellules qui, pour
la plus grande part, sont arrondies ou seulement légérement apla-
ties.

Le changement le plus frappant, c'est—a-dire 1'aplatis-
sement des hémocytes centraux, commence a se manifester entre 12
et 24 heures aprés le début de 1'encapsulation; il est trés net
aprés 48 heures et terminé au bout de 3 jours.

- La couche externe compte 5 a 6 strates cellulaires.
Les hémocytes les plus externmes sont pratiquement sphériques; les
autres sont trés peu aplatis. Toutes ces cellules ont la méme
ultrastructure que les cellules sanguines libres. L'espace inter-
cellulaire est rempli par un dépdt floconneux : Frangoié (1975)
s'est demandé s'il s'agissait d'une précipitation de 1'hémolymphe.

- Les cellules aplaties de la couche médiane (photo 8)
sont les plus caractéristiques des capsules. Chaque hémocyte a
la forme d'un disque mince, plus épais au niveau du noyau, extré-
mement atténué a ses deux pdles. En dépit de cet aplatissement
important, ces cellules ont aussi une ultrastructure comparable a
celle des cellules sanguines libres et ne montrent aucun signe de
nécrose. A l'intérieur des cellules sanguines, le nombre de micro-
tubules augmente considérablement (photos 9 et 10). Les granules

des granulocytes se déchargent (par extrusion) dans 1'espace in-

tercellulaire; celui-ci est d'ailleurs rempli de fibrilles disposées




Photo 8. Encapsulation in vivo aprés 48 heures. Vue d'ensemble
montrant la couche interne nécrosée, mélanisée (I) et la couche
médiane (M), fortement aplatie. 8940 x.




Photo 9. Encapsulation in vivo aprés 48 heures. Dans la couche
médiane, fortement aplatie, le nombre de microtubules (M) augmente.
Ces microtubules sont paralléles ou perpendiculaires a la surface
du cheveu. 13440 x.




Photo 10. Encapsulation in vivo aprés 48 heures. Micrographie
montrant 1'importance des microtubules (M) dans la couche médiane.
19200 x,
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parallélement a la surface de 1'implant (photo 11). Wigglesworth
(1956) parlait de "membranes de tissu conjonctif'".

- La couche interne, formée d'une dizaine de strates,
comprend des cellules ayant plus ou moins le méme diamétre, par-
fois 1légeérement aplaties. La plupart des hémocytes apparaissent
nécrosés dans des capsules de 72 heures. Ces signes de nécrose
se manifestent déja aprés 24 heures, mais surtout aprés 48 heures :
a4 ce moment, les cellules contiennent beaucoup de petits lysbsomes.
Au bout de 3 jours, on y trouve beaucoup de grands lysosomes, des
corps résiduels et des mitochondries gonflées (Photos 12 et 13).

A 1'intérieur des hémocytes, le nombre de microtubules
est encore plus élevé (photo 14); la dégranulation est encore plus
marquée. Les cellules sont imbriquées les unes dans les autres
gridce a des desmosomes (maculae occludentes) (photo 15). Entre
l1'implant et la premiére couche cellulaire, il y a un dépdt trés
dense de mélanine.

Les cellules des trois couches de la capsule gardent
leur indépendance ; on n'a aucune preuve de la formation d'un
syncytium.

Les cellules ne sont pas les seuls constituants des
capsules cellulaires : en effet, des substances sont libérées dans
les espaces intercellulaires. Nous avons déja noté un dépodt
floconneux au niveau de la couche externe et une sécrétfon fibril-
laire entre les cellules aplaties de la couche médiane. Dans la
couche interne de la capsule nous observons en outre une substance
dense intercellulaire (photo 16).

Dans des sections de capsules de 48 heures et plus,
examinées au microscope électronique, la moitié interne de 1la
capsule apparailt dense aux électrons, la ligne de démarcation

passant entre les hémocytes aplatis de la couche centrale (photo 8).

Salt (1970) observait la méme chose chez les insectes. Ce qui
provoque cette différence entre les moitiés interne et externe

n'a pas encore été élucidé.




Photo 11. Encapsulation in vivo aprés 48 heures.
sont surtout disposés parallélement & 1'implant.

Les microtubules (M)
19200 x.




Photo 12. Encapsulation in vivo aprés 72 heures. Les cellules de
la couche interne renferment de la mélanine (Me), de grands lysoso-—

mes (M), des corps résiduels (C.R.) et des mitochondries gonflées (Mi).
26280 x.




Photo 13. Encapsulation in vivo aprés 72 heures.
mitochondrie gonflée (Mi) dans la couche interne.

Mélanine (Me) et
83400 x.



Photo 14. Encapsulation in vivo aprés 72 heures.
et mélanine (Me) de la couche interme. 36450 x.

Microtubules (M)




Photo 15. Encapsulation in vivo aprés 72 heures.
internes sont imbriquées les unes dans les autres
somes (D). 19200 x.

Les cellules
grace a des desmo-—
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L'encapsulation cellulaire prend fin lorsque le corps
étranger est enfermé dans une enveloppe fibreuse, non cellulaire,
de tissu conjonctif. Matz (1965) parlait de '"capsule conjonctive
stabilisée'". Tou autour de 1'implant, des fibres, probablement
analogues au collagéne, s'accumulent et se disposent, toujours
parallélement 3 sa surface. Selon certains auteurs, cette enve-
loppe est composée de cellules transformées : il reste parfois des
débris cellulaires et quelques cellules vivantes. Pour d'autres
et notamment Salt (1963, p. 561), elle est sécrétée par les hémo-
cytes eux-mémes.

Dans des capsules de 10 semaines, le cheveu est vérita-
blement emprisonné par une "épaisse matrice de fibres." En fait,
il s'agit de cellules fortement aplaties, bourrées de lysosomes.
Comme Salt le faisait remarquer en 1970 : '"Des sections d'une
telle structure, observées au microscope optique, pouvaient bien
apparaitre fibreuses et, parce que les noyaux semblent dispersés
parmi les cellules fort aplaties, elles peuvent avoir été décrites

comme non-cellulaires !".

3. Mélanisation

Des objets inertes implantés dans des insectes n'in-
duisent, généralement aucune mélanisation, probablement parce qu'ils
ne désorganisent pas les cellules (pas de mouvements, pas de lyse).
Comme Salt (1956) le faisait remarquer : '"si un objet inerte est
continuellement déplacé du fait qu'il est attaché ou du moins trés
proche d'un organe musclé, comme 1'intestin, les hémocytes peuvent
étre détruits et déposent de la mélanine."

De fait, dans nos expériences ol le cheveu introduit
jouxte des masses musculaires, 1'encapsulation cellulaire est
suivie par l'apparition d'un pigment sombre a la surface du cheveu
et dans les hémocytes de la couche interne, surtout. Le dépdt de
mélanine n'est pas trés important : dans des capsules de 3 jours,

on observe des petites masses, ¢3 et 13a, principalement dans les




Photo 17. Encapsulation in vivo aprés 72 heures. La mélanine (Me)
forme de petits amas dans la couche la plus interne de la capsule.
19200 x.
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cellules les plus intermnes (photo 17).

Le pigment a parfois &été appelé '"mélanine" alors que
le mot ne signifiait rien de plus qu'une substance fort noire;
mais Eckstein (1931) en vint a la conclusion qu'il &tait formé
par l'action de la tyrosinase sur la tyrosine et il est maintenant
prouvé qu'il s'agit de mélanine au sens chimique du terme. Salt
en 1950 a d'ailleurs montré que le dépdt de pigments dans les cap-
sules était inhibé par la phénylthiourée, un inhibiteur de la réac-
tion tyrosine — mélanine.

Danneel (1946) a étudié du point de vue chimique les
différentes étapes de la '"mélanisation'". Salt en 1970 a montré la
présence de tyrosinase et dans le sang et dans les tissus des in-
sectes. D'aprés lui, quand les cellules sanguines sont détruites,
des réactifs peuvent se rassembler et entreprendre une réaction
qui méne, aprés trois étapes au moins, a la formation de mélanine.
Decleir et Vercauteren (1965) ont confirmé la présence de phénolo-
xydase dans les hémocytes en particulier les granulocytes, de dif-
férentes espéces de crabes. Par contre elle manque dans les hémo-
cytes hyalins. Cet enzyme activé détermine une déshydrogénation
des O-diphénols et les produits de la réaction sont généralement
des pigments.

Pourquoi, quand et comment la mélanisation a-t-elle
lieu ? I1 est difficile de répondre 3 ces questions d'aprés nos
observations : en effet, nous avons vu que dans des capsules de
3 jours, la réaction était relativement faible. Nous pouvons ajou-
ter que le dépdot de mélanine n'augmente guére par la suite. Les
mouvements des masses musculaires ne sont—-ils pas suffisants ? La
capsule est-elle trop éloignée ?

Dés lors, pour résoudre ce probléme, nous nous référerons
a d'autres auteurs. Voici, par exemple, ce que Poinar et ses coé-
quipiers ont suggéré pour les Coléoptéres. Les premiers hémocytes
qui entrent en contact avec un parasite sont lysés et abandonnent
leur cytoplasme sur la cuticule du parasite. Le cytoplasme 1libéré

est transformé en une couche dense aux électrons,identifiée comme
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édtant de la mélanine. La réaction initiale est considérée comme
une autolyse résultant du contact des cellules sanguines avec la
surface du parasite. Cependant, la majorité des cellules qui for-
ment la capsule ne sont pas détruites mais présentent divers degrés
de nécrose et contiennent beaucoup d'inclusions opaques : stades
intracellulaires dans la production de mélanine.

Misko (1972) propose une autre théorie pour Periplaneta

americana. Durant les premiers stades de la formation de la cap-
sule, les espaces extracellulaires & la surface du corps étranger
contiennent un matériel amorphe; on y trouve des noyaux libres et
des fragments cytoplasmiques d'hémocytes rompus, sous la forme de
vésicules. Lorsque l'encapsulation se poursuit, ces vacuoles se
pigmentent et s'@tendent extracellulairement pour former des nappes
de pigment qui se déposent sur le parasite. Il a aussi observé

que les cellules a la surface de 1'implant contiennent beaucoup de
microvésicules denses. Mais pour lui, ces petites vésicules fusion-
nent pour former une couche amorphe, non pigmentée, qui joue un rdle
dans 1'adhérence des cellules et il ne s'agit pas des stades intra-

cellulaires dans la formation de mélanine !

pmguE Sy s = S

Parfois, la mélanisation est précoce : une couche rela-

tivement fine de cellules couvre le parasite et se mélanise trés

vite pour former une enveloppe brune, résistante : une capsule-
gaine. Ces capsules sont donc beaucoup plus minces que les capsu-
les cellulaires. Elles ont été décrites, chez les insectes, par

Salt (1970) (photo 18).

Aprés 72 heures, la capsule est complétement formée :
on y distingue une couche interne mélanisée contenant du matériel
cellulaire désintégré; une fine couche d'hémocytes nécrosés; une

couche de cellules aplaties, formée de trois a quatre assises; et

une couche de cellules sanguines arrondies d'aspect normal.




Photo 18. Capsule-gatne complétement développée.
400 x (Hématoxyline de Regaud).
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Dans la nature, 1'effet principal des capsules cellulai-

res est métabolique elles privent le parasite d'oxygéne et proba-
blement d'autres substances. Les parasites encapsulés suffoquent
et meurent; ceci explique pourquoi 1'encapsulation doit &tre complé-

te pour étre efficace.
La mélinisation et les capsules—-gaines ont surtout un
effet physique : elles emprisonnent définitivement le parasite,

empéchant sa croissance, mais lui permettant de rester vivant pen-

dant un temps considérable (Salt,

Selon Matz et al (-1971),

1970) -

les hémocytes en contact avec

1'implant phagocytent le voile microbien,

lorsque celui-ci n'est

pas stérile.

6. Discussion

Beaucoup d'auteurs ont étudié 1'encapsulation chez les

insectes. Nos observations sur les crustacés concordent avec celles

de Salt (1970), de Reik (1968) et de Francgois (1975) qui a étudié

le probléme plus particulieérement chez le 1épisme Thermobia domesticsa

Grimstone et al (1967) se sont intéressés aux différentes

jonctions présentes dans les capsules d'insectes : "tight junctions"
(zonulae occludentes) et desmosomes (macula et zonula adherens)

(note ci-dessous).

Note :

jonctions intercellulaires

- localisées = macula (taches)
— €tendues = zonula (font le tour des cellules)

occludens : réduisent ou obstruent 1'espace

150 a

intercellulaire

adherens

laissent un espace de 200 A

macula adherens = desmosome

zonula occludens = tight junction

zonula adherens = gap junction
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Salt (1970) distingue une "capsule' d'un "granulome"
en effet, dans la premiére, il n'y a pas de cellules géantes,
pas de fibrilles de collagéne; pourtant, on y trouve de la méla-
nine et un grand développement des microtubules et des microfi-
laments. Ceux-ci auraient, avec les différents types de jonctions,
un rdole de cytosquelette. 1Ils remplaceraient donc peut-&tre le
collagéne.

Matz et al (1971) ont mis en évidence chez les Orthop-
téres une réaction de défense un peu spéciale : 1'enkystement
épithélial. Il s'agit, en somme, d'une capsule cellulaire ordi-
naire, dans laquelle un épiderme se forme. "Entre les cellules
dégénérées, au contact de liimplant et les assises externes in-
tactes, apparaissent des cellules épithéliales d'origine épider-
mique ou trachéenne. Ces cellules sécrétent une cuticule fibreuse,
trés épaisse par endroits." Donc, ce néo-épiderme se met en place
au milieu de la capsule, laissant plusieurs assises cellulaires entr
lui et 1'implant. A 1'extérieur du néo-épiderme, la capsule devient

conjonctive. Une fois cet épiderme mis en place, 1'épaisseur de

la capsule diminue.
Le néo-épiderme semble correspondre,chez les autres insec-

tes et chez Carcinus maenas, a la couche médiane, formée de cellules

fortement étirées et de "fibrilles conjonctives'". Ces fibrilles
représentent—elles une ébauche de cuticule ? Selon Franéois (1975) ,
il s'agirait de mucopolysaccharides acides non-sulfatés; dés lors,
cette hypothése est plausible et renforce 1'idée de Salt (1970) :
"les microtubules et microfilaments auraient un r8le de cytosque-
lette". )

Brehelin et al (1975) ont réétudié les capsules cellulai-

res chez deux Orthoptéres Locusta migratoria et Melolontha melolonth:

Selon eux, seuls les hémocytes contenant de grands granules opaques
(= hémocytes granuleux) constituent les capsules. Dans les couches
internes, ils n'observent pas de modification, c'est-a-dire, pas de
nécrose. Dans les couches externes, les gros granules sont progres-—

sivement détruits et ne sont plus reformés; en méme temps, ils confi:
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ment 1'apparition de microtubules et de microfilaments intracel-
lulaires et intercellulaires, paralléles au corps étranger ('"réac-
tion microtubulaire'").

Pour Salt (1970), 1'encapsulation et les processus de
phagocytose sont fondamentalement semblables. '"L'aplatissement
des hémocytes durant 1'encapsulation peut représenter des essails,
vains, de cellules trop petites pour englober de grandes particules".
Comme, chez les insectes, la phagocytose est uniquement réalisée
par les cellules hyalines, ces cellules sont les seules a former
des capsules. "Evidemment, d'autres types de cellules peuvent
étre emprisonnés par hasard."

Chez Carcinus maenas, par contre, et les cellules hyalines

et les granulocytes sont présents. Comme nous le verrons un peu
plus loin, ces deux types de cellules participent "activement" 3

la réaction et semblent méme indispensables.

Salt, en 1970, semblait plutdt sceptique : "L'encapsula-
tion n'a jamais pu @tre observée in vitro et le processus est dés
lors connu grace 3 1'examen d'hOtes disséqués a différents inter-
valles, aprés implantation d'un parasite ou d'un autre corps étran-
ger."

Depuis, Unestam et Nylund (1972) sont parvenus a suivre
les différentes étapes du processus chez 1'écrevisse Astacus sp.
Nous avons nous-mémes mis au point un systéme de culture, qui mime
la situation in vivo, dans lequel les hémocytes sont continuellement
maintenus en suspension et, plis ou moins, en "circulation'.

Les cellules sanguines réagissent avec une extréme rapi-
dité. Aprés cing minutes déja, un manchon cellulaire continu enrobe
entiérement le cheveu (photo 19). Les hémocytes hyalins et granu-
leux participent les uns et les autres a la réaction. Celle-ci va
se poursuivre pendant une heure, donnant parfois naissance i de

volumineux cylindres cellulaires (photo 20). Les hémocytes s'im-




Photo 19. Encapsulation in vitro aprés 5 minutes. Un manchon
cellulaire continu enrobe entiérement le cheveu.
400 x (Hématoxyline de Regaud).
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entouré par un volumineux cylindre cellulaire.

Encapsulation in vitro aprés 30 minutes.
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briquent les uns dans les autres. Dans certains cas, 11 semble
que deux couches se différencient plus ou moins nettement. La
couche la plus interme compte des cellules plus arrondies, tandis
que la stratification se marque mieux a4 hauteur de la couche médiane;
en périphérie 1'adhérence hémocytaire se revéle plus lache (photo 21)

Ultérieurement les cellules se lysent et le manchon de-
vient transparent. Nous avons essayé de prolonger la réaction en
renouvelant le sang toutes les heures, et cela pendant 4 heures.
Aucune transformation ne s'est manifestée. En particulier nous
n'avons pas observé la formation de dépdts mélaniques.

Ceux—-ci peuvent cependant apparaltre in vitro comme
Unestam et Nylund (1972) 1'ont observé dans le cas d'hémocytes mis

en présence d'hyphes du champignon Aphanomyces. Ces auteurs décri-

vent le processus comme suit : "En quelques minutes, les granules

sont libérés; ils explosent et émettent de petites particules qui

s'attachent aux hyphes du champignon Aphanomyces astaci. En quel-

ques heures, la polyphénol oxydase contenue dans de petites parti-
cules devient active. Le ou les enzymes de méme que le ou les
substrats pour la réaction de mélanisation semblent provenir des
hémocytes. Le pigment est déposé surtout a la périphérie des gra-
nulocytes, dans les pseudopodes et dans les granules externes aux
cellules. Les granules internes sont rarement mélanisés : 1'enzyme
est-il activé a 1'extérieur des hémocytes ?"

Une couche légérement réfringente se dépose a la surface
de 1'hyphe, qui se mélanise progressivement. Toutefois lorsqu'un
hyphe vivant parvient a4 rompre cette couche de mélanine et i repren-
dre sa croissance, ce nouveau segment échappe au processus de mélani-

sation. Celui-ci réclame apparemment la présence d'hémolymphe

fraiche. Dans nos expériences cependant des apports répétés de

sang n'ont pas amorcé le noircissement superficiel.

ITI. Réaction a la Sacculine

Certains parasites ne sont pas détruits, bien qu'ils

soient "encapsulés'". 1Ils ont été qualifiés par Salt (1968) de
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Photo 21. Encapsulation in vitro aprés 10 minutes. On voit trés
nettement la couche interme (I) lache, arrondie et la couche médiane (M)
stratifiée, aplatie. 400 x (Azan de Heidenhaim).
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parasites habituels. "Les parasites habituels d'une espéce donnée
d'insecte sont, par définition, ceux contre lesquels ses réactions
de défense sont inefficaces'".

La Sacculine (Sacculina carcini) se range parmi les

"parasites habituels" de Carcinus maenas. Au stade adulte, elle

est formée de deux parties : la partie interne se présente comme
une tumeur avec de longues racines qui se ramifient dans le corps
de 1'hGte, tandis que la partie externe constitue un sac viscéral
qui .aprés avoir percé le tégument fait hernie au niveau de 1'abdo-
men de 1'hote.

Les hémocytes de Carcinus entreprennent une réaction de
défense autour de chaque ramification parasitaire, mais cette "en-
capsulation" reste trés réduite vu le diamétre et surtout vu le nom-
bre de racines. En général, on peut compter de 1 a3 7 assises cellu-
laires : les hémocytes, aussi bien hyalins que granuleux, sont
arrondis ou 3 peine aplatis et gardent la méme ultrastructure que
les cellules sanguines libres (photo 22). Tout contre la surface
du parasite, des déchets cytoplasmiques et des granules s'accumu-
lent (photo 23). Dans le cytoplasme, on observe des amas de gly-
cogéne et divers signes de nécrose.

Plusieurs auteurs ont essayé de comprendre et de justifie
cette "tolérance" du parasite. Cheng (1974) émit 1'hypothése sui-
vante : incompatibilité de la surface du corps du parasite avec les
enzymes de 1'hdte. Selon von Brand (1973), les constituants des
cuticules des parasites seraient protégés contre les hydrolases de
1'hOte, soit en les inhibant, soit en présentant une surface imper-
méable ou résistante. Une autre possibilité peut étre envisagée
les enzymes, concentrées dans les cellules de la '"capsule" ne sont
pas libérées pour 1'une ou 1'autre raison (Harris, 1974).

D'autre part, Salt (1968) a montré que les parasites
habituels utilisaient des stratagémes multiples parfois trés comple
xes pour échapper aux réactions de leurs hotes habituels. Dans ce
méme ordre d'idées, Salt (1970) notait, par exemple, que si un corp

étranger était complétement recouvert par une membrane de tissu



Photo 22. Réaction & la Sacculine. On observe, et dans la Sacculine
et dans les hémocytes des amas de glycogéne (G) et divers signes de
nécrose (Ne). 13440 x.




Tout contre la surface du
(C) et des granuels (Gr)

la Sacculine.

a
parasite des déchets cytoplasmiques
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Photo: 23

8940 x.

s'accumulent.
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conjonctif approprié, les cellules sanguines ne réagissaient plus
contre lui. Mais une rupture de cette membrane, comme par exemple
lors de la croissance, déclenchait une réponse locale : '"quelques
hémocytes la réparent et colmatent la bré@che". Toute décomposi-
tion ou altération de la membrane menait a 1'encapsulation ou a

la phagocytose si le contenu dégénérait; 1'absence de membrane
stimulait 1'encapsulation compléte.

Cette explication semble la plus exacte dans le cas qui
nous occupe ici. En effet, si on observe une '"racine" de Sacculine
au microscope életronique, on trouve, a sa surface, un manchon ho-
mogéne, probablement de tissu conjonctif. Le revétement semble
envoyer des '"projections" sur lesquelles les hémocytes de 1'hdte
viennent se fixer. Apparemment, ces cellules tolérent la présence
de la Sacculine, comme s'il s'agissait d'un tissu de 1'hGte lui-
meéme .

Le probléme est évidemment de savoir d'ol vient cette cou-
verture de tissu conjonctif : de 1'hdte ou du parasite ? Pour
Damian (1964) et pour Salt (1968), les parasites seraient recouverts
par une couverture de mucopolysaccharide provenant de 1'hdOte et
c'est elle qui empécherait les cellules sanguines de les considérer
comme étrangers. Damian a d'ailleurs donné a ce processus le nom de
"parodie moléculaire'". C'est vrai dans le cas d'une encapsulation
"normale" mais ici ? Il semblerait plutdt que ce soit la Sacculine
elle-méme qui cherche 3 passer "inapergue".

En conclusion, nous pouvons reprendre ces quelques mots
de Salt (1970) : "... tous les insectes encapsulent un parasite
qui envahit leur hémocoele 34 moins que ce dernier n'ait, et n'utilise

quelque moyen spécifique pour éviter ce destin."

Le moyen de défense entre en action contre des micro-
organismes (amas de bactéries) et autres petites particules intro-

duits & la suite d'une perforation de la paroi intestinale ou d'une
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blessure externe. Ils peuvent former alors des amas dans 1'hémo-
coele. Le nodule correspond a4 une combinaison de la phagocytose
et de 1'encapsulation : les cellules sanguines s'infiltrent dans
1'amas et s'accumulent tout autour. Certaines phagocytent des
particules ou des bactéries isolées; d'autres y adhérent. Un
agglomérat de particules étrangéres, de phagocytes nécrosés et
de cellules sanguines vivantes se développe alors et constitue
une capsule compesite (photo 24).

Selon Metalnikov (1924), les micro-organismes isolés
dans des nodules sont pour la plupart détruits : digestion progres-
sive, dégénérescence et mélanisation.

Parce que les nodules sont formés par les cellules cir-
culantes, susceptibles d'amorcer la phagocytose et 1'encapsulation,
il est évident qu'ils sont composés et de cellules hyalines et
de granulocytes.

Nous avons observé, aux environs des capsules, de grands
nodules 3 structure lamellaire : en effet, ce sont des capsules
dont la couche interne ne constitue pas une surface continue, mais
s'engage dans un agglomérat de cellules sanguines dégénérées, de
particules étrangéres et de débris mélanisés (photo 25). Le méme
genre de nodules a été décrit chez les insectes par Salt en 1970.

D'aprés Metalnikov (1924), les phagocytes, au contact
d'un amas de bactéries tendent a s'agglomérer et d former des
"cellules géantes'" par disparition des parois cellulaires et con-
fluence du protoplasme. Ceci, pensait-il, servait a emprisonner
de grandes masses de bactéries et permettait aussi une digestion
rapide des microbes par transfert efficace des enzymes intracellu-
laires.

Cependant, 1'examen de nodules au microscope électronique
révéle sur notre matériel la persistance des parois cellulaires.
I1 n'est pas exclu cependant que des phagocytes, confrontés avec
une quantité excessive de particules i ingérer, tendent a former
des syncytia soit par division incompléte, soit par fusion des

cellutes (Salt, 1970).




Photo 24. Nodule : agglomérat de particules étrangéres (P), de
phagocytes nécrosés (Ne) et de cellules sanguines vivantes (H).
e Masson
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Photo 5. Nodule "lamellai
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V. Discussion générale du phénoméne d'encapsulation
Les cellules sanguines réagissent en six étapes suc-

cessives :

1) contact entre une cellule sanguine et le corps étranger

2) adhérence des deux

3) la réaction a4 un corps étranger volumineux implique 1la
cohésion de cellules qui 'mont aucun contact direct avec la sur-
face étrangeére

4) cela implique aussi 1'agrégation d'un grand nombre de
cellules.

5) développement de la capsule : quelques cellules se nécro-
sent; d'autres s'étalent fortement.

6) déclin de la capsule

Tous ces problémes ont été examinés par Salt (1970); ils n'en

sont pas résolus pour autant.

1. Contact

Les cellules sanguines de 1'hOte sont-elles attirées,a
distance, vers le corps étranger ou entrent—-elles en contact avec
sa surface par hasard, au cours de leur circulation, ce qui les

stimule alors & adhérer ? Aucune réponse sire ne peut étre donnée

aucune preuve de chimiotactisme n'a été trouvée. De plus, il a été

~

démontré, expérimentalement, que les hémocytes adhérent moins a un
corps étranger situé en-dehors du flux sanguin principal qu'a
un corps étranger localisé au beau milieu de ce flux (Salt, 1956).

Les cellules sanguines réagissent probablement aprés

contact plutdt que sous 1'action d'un stimulus agissant a4 distance.

2. Adh

1o\

rence

-——

Au cours de leur circulation, les hémocytes touchent
fréquemment d'autres cellules sanguines ainsi que les membranes de

tissu conjonctif limitant 1'hémocoele. Ils n'y adhérent pourtant
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que rarement. Mais lorsqu'ils rencontrent une surface différente,
celle de la plupart des corps étrangers, beaucoup d'entre eux s'y

attachent. Vu le nombre impressionnant de particules et de corps

étrangers auxquels les hémocytes adhérent, il paralt invraisembla-
ble qu'ils aient une caractéristique positive commune; ils se res-
semblent uniquement par le fait qu'il leur manque quelque chose.

Nous sommes donc conduits 3 envisager un stimulus gé-
néral pour adhérer, en méme temps qu'un mécanisme qui, dans quel-
ques cas, inhibe ce stimulus. Les hémocytes réagiraient 3 un
stimulus négatif (1'absence de quelque chose); ou alors, cette
caractéristique commune, négative, se transformerait en un stimulus
positif. Une transformation de ce genre pourrait résulter de la
fixation de substances du plésma sur des surfaces étrangeéres. Le
plasma dans lequel les hémocytes circulent constitue un fluide
complexe dont certains éléments pourraient réagir au contact d'un
corps étranger. Certaines protéines pourraient étre dénaturées ou
du moins, modifiées 3 sa surface. Si ces molécules altérées du
plasma stimulent les cellules sanguines, elles pourraient bien cons-
tituer le stimulus positif requis.

Salt (1965) propose un argument contre cette théorie :
des substances inertes, comme le verre, stimulent les cellules aussi
fort que les surfaces des tissus hétérologues ou des parasites,
mais il n'est pas démontré que le verre n'ait aucune action sur le

plasma. Dés lors le probléme reste posé.

3. Cohésion

Si les premiéres cellules qui adhérent a4 un corps
étranger réagissent 4 un stimulus recu a sa surface, les autres
n'entrent plus en contact avec elle et doivent dés lors recevoir
leur stimulus de la surface des premiers hémocytes et donc, seule-
ment indirectement, de la surface du corps étrangers qu'elles en-
capsulent. Quel est le facteur qui stimule les hémocytes i la
cohésion pour former une capsule pluristratifiée autour d'un parasi-

te alors que seule la couche la plus interne est en contact direct
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avec lui ? Les cellules émettent facilement des pseudopodes;

ceci augmente certainement la fréquence des contacts et altére peut-
€tre les propriétés de surface, "si bien que les cellules deviennent
étrangéres aux autres" (Grimstone et al, 1967).

Une cohésion analogue s'observe aussi aprés une phago-
cytose excessive : si un phagocyte engloutit beaucoup de particules,
il en stimule d'autres et les fait adhérer a lui; il peut alors
€tre lui-méme phagocyté (Hollande, 1930), ou encore se voir entouré
par d'autres cellules et former le centre d'un nodule(Metalnikov,192:

Wigglesworth, 1956). Une phagocytose intensive pourrait conduire 3

un raccourcissement de la membrane plasmique et changer les proprié-

tés de surface de sorte que .d'autres hémocytes soient stimulés i
y adhérer.

La cohésion des cellules durant l'encapsulation représen-
te le cas critique. Des milliers d'hémocytes s'agglutinent autour
d'un corps étranger avec lequel quelques centaines d'entre elles
seulement sont en contact. Qu'est-ce qui fait que ces cellules,
au départ indépendantes, se joignent aux couches externes de la
capsule ?

Différentes hypothéses sont proposées
On pourrait supposer qu'un stimulus venant du corps étranger serait

transmis ou diffuserait 3 travers les couches internes de la capsule|

Une telle hypothése est séduisante parce que le stimulus s'affai-
blirait probablement en traversant les strates cellulaires successi-
ves, ce qui expliquerait pourquoi les hémocytes cessent finalement
de s'agréger a une capsule. Mais on peut prouver qu'elle est fausse |
En effet, 1la diffusion d'une substance chimique est concevable quand
l'ogjet encapsulé est un organe implanté ou un parasite, (par exem-
ple, transmission d'une charge électrostatique) mais pas quand 11

s'agit d'un bout de verre ou de polyfluorocarbone (Salt, 1966).

Si on considére une capsule compléte, avec des cellules nécrosées
prés de la surface étrangére et des cellules fortement aplaties 3
1'extérieur, deux remarques s'imposent. Les hémocytes nécrosés sti-
mulent les cellules sanguines qui les touchent. L'aplatissement

marqué des cellules des couches médianes implique une augmentation de
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leur surface : celle-ci est multipliée par cinq (Grimstone et al.,
1967). La surface de ces cellules se voit modifiée par 1'extension
et suscite la cohésion des autres cellules.

Mais ces suggestions sont '"balayées'" lorsqu'on considére une cap-
sule en train de se développer : les cellules les plus internes ne
montrent aucun signe de nécrose, méme aprés avoir adhéré pendant
plusieurs heures au corps étranger et bien avant d'€tre couvertes
par d'autres couches d'hémocytes. C'est donc plutdt le tassement
des cellules qui explique la dégénérescence des couches internes.
De méme, les cellules de la région médiane amorcent leur étalement
caractéristique bien aprés leur attachement a la capsule : elles
s'agrégent aux capsules comme des cellules mrophologiquement inal-
térées et c'est seulement suite a leur contact et a leur adhésion
qu'elles s'aplatissent et montrent des changements pathologiques
(Grimstone et al, 1967). Elles sont encore sphériques ou commencent
a peine a s'aplatir quand d'autres cellules sanguines sont stimulées
a s'accoller. Reik (1968) émit une hypothése différente : les
cellules situées sur la face externe d'une capsule en croissance
sécrétent un matériel micro-fibrillaire a leur surface, y compris
du coté externe, resté libre. Le contact avec la surface de 1la
capsule stimule apparemment la production de ce matériel, qui con-
tient assurément un mucopolysaccharide acide. "A mon point de vue,
1'élaboration de ce matériel est responsable d'une augmentation non
spécifique de la "viscosité" de la surface cellulaire et les cellu-
les sanguines libres qui le touchent sont "attrapées" et fixées a
1a surface de la capsuvule."

En conclusion, il semble probable que le facteur commun
s'identifie avec une modification de la surface cellulaire. En
sécrétant un matériau conjonctif, peut-€étre aussi en multipliant
les pseudopodes ou aprés une phagocytose répétée, les cellules
sanguines modifient leur surface au point de stimuler la cohésion

des autres cellules.
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4. Développement de la capsule

Par l'adhérence, la cohésion et 1'agrégation des cellu-
les sanguines, un corps étranger est vite entouré& par une masse
épaisse d'hémocytes. Mais ces cellules ne sont pas initialement
disposées en couches. Le développement de la capsule nécessite
plusieurs étapes : l'étalement de beaucoup de cellules, la sécré-
tion de substances dans les espaces intercellulaires et 1'é&tablis-
sement de jonctions entre les cellules finalement la dégénérescence
et la mort des cellules les plus internes. Considérons tout d'a-
bord la sécrétion : un matériel fibrillaire contenant un mucopoly-
saccharide acide apparait & la surface des cellules peu aprés le
contact et le stimulus pour -sa libération vient probablement de
1'adhésion. Une autre substance, qui semble agir comme un ciment
liant les cellules de la capsule entre elles, est sécrétée a un
stade ultérieur : elle apparalt entre 12 et 24 heures aprés le
début de la formation de la capsule. La sécrétion semble donc asso-
ciée a l1'étalement des cellules et pourrait &tre provoquée par cela.
Venons—en aux contacts entre les cellules de la capsule : ces jonc-
tions n'apparaissent pas durant les premiers stades de 1'encapsula-
tion et on n'en trouve pratiquement que dans les couches médianes.
Elles semblent donc aussi associées a l'aplatissement extréme des
hémocytes; mais on ignore si c'est la formation de contacts qui
méne & l'étalement ou si c'est 1'étalement qui conduit a la forma-
tion de jonctions. Commen expliquer 1'aplatissement des cellules ?
Selon Weiss (1958), les cellules qui adhérent a4 un objet s'étalent
généralement et s'étendent au maximum pour augmenter leur surface
de contact. Il n'est pas difficile de comprendre pourquoi les
cellules les plus internes ne s'étalent pas sur la surface du corps
étranger : les hémocytes s'attachent a la surface en si grand nom-
bre et la couvrent si fermement qu'aucune cellule ne pourrait s'é-
tendre sans déloger une cellule adjacente. De plus, cet étalement
extréme nécessite probablement de 1'énergie; or les cellules inter-

nes sont de plus en plus séparées des réserves d'oxygéne et de sub-
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stances nutritives qui sont par contre beaucoup plus a la portée
des cellules médianes; le dépdt simultané de ciment intercellulai-
re pourrait accentuer l'isolement des cellules internes et contri-
buer 3 la fois 3 leur étalement réduit et a la nécrose qui les

affecte.

A partir du troisiéme jour, trés peu de cellules s'atta-
chent encore a la capsule. Le signal qui détermine 1'affaiblisse-
ment et finalement 1'arrét de 1'agrégation est inconnu : le nombre
de cellules qui sécrétent le matériel finement fibrillaire de Reik
pourrait décroltre. Le seul-indice du mécanisme du déclin de la
capsule est la chronologie : le taux de recrutement d'attachement
diminue quand les cellules médianes s'étalent et quand le ciment in-
tercellulaire est sécrété; il s'annule quand ces processus sont
terminés. Aprés avoir atteint sa taille maximale, la capsule com-
mence a se rétrécir : ce changement de diamétre indique clairement
que certains hémocytes sont capables de quitter la capsule et de
rentrer dans la circulation. Dans le cas des cellules superficielles
arrondies, il n'y a pas de probléme; par contre le retrait des cel-
lules extrémement aplaties de la région médiane demande une explica-
tion (il en reste, oui, mais trés peu ). Bien que la sécrétion
intercellulaire puisse agir comme un ciment, il ne peut s'agir d'un
ciment rigide ou permanent. Comme on le voit, le nombre des problée-
mes a résoudre est important. Ils touchent aux mécanismes cellu-
laires fondamentaux, ce qui souligne tout 1'intérét biologique de

1'"étude des phénoménes d'encapsulation.
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RESUME

Le but de ce travail est d'examiner les réactions de
défense mises en oeuvre par les cellules sanguines (hémocytes)
des Crustacés, lorsque des corps étrangers ont pénétré dans le
milieu intérieur. Nos expériences ont été faites sur le crabe

Carcinus maenas,L., un décapode brachyoure.

Trois types hémocytaires principaux peuvent Gtre dis-
tingués d'aprés la richesse du cytoplasme en granules : les cel-
lules hyalines, semi-granuleuses et granuleuses.

1. Aprés avoir quitté 1'hémocoele, le sang coagule
rapidement de fagon a obturer une plaie ouverte et a éviter tout
saignement prolongé. L'obtention d'un échantillon sanguin conser-—
vant sa liquidité implique donc 1'utilisation d'inhibiteur de la
coagulation.

Les pH acides compris entre 5 et 6 arrétent ou du moins
freinent trés nettement aussi bien 1'agglutination des cellules que
la gélification du plasma. L'agglutination ne dépend d'ailleurs
pas de la présence du plasma car des hémocytes isolés gardent leur
intégrité et leur indépendance dans un tampon phosphate a un pH

variant entre 5 et 6. Leur morphologie se conserve cependant mieux
lorsqu'ils baignent dans le plasma.

L'emploi simultané d'un pH acide et d'un chélateur du Gal
comme 1'EDTA se révéle plus efficace encore et réduit au minimum
les déformations hémocytaires. Ce procédé est donc tout indiqué
lorsqu'il s'agit d'examiner séparément les propriétés des cellules
et du liquide plasmatique.

L'AMPC, a une concentration de lO—ZM, inhibe également la
coagulation mais étant donné le caractére acide de cette solution,
il est probable qu'il ne s'agit pas la d'une action spécifique.

2. La phagocytose de petites particules est un phénoméne

courant chez les Crustacés, la nature chimique de ces particules

joue cependant un rdle non négligeable. Les hémocytes captent plus
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rapidement et plus fréquemment des particules de charbon actif ou
des cellules de levure que des grains d'une poudre de carmin.

Le traitement préalable de ces différents corps par le
plasma ne modifie pas le taux de phagocytose de telle sorte qu'un
phénoméne d'opsonisation n'a pu €tre mis en évidence sur notre
matériel.

3. Un corps étranger (fil de coton, cheveu) implanté dans
1'"hémocoele se voit rapidement encapsulé par les hémocytes de
Carcinus. Complétement développée, la capsule est constituée de
trois couches cellulaires : une couche interne de cellules plus ou
moins arrondies ou étirées, souvent nécrosées ¢t mélanisées; une
couche médiane trés importante de cellules fort aplaties, ot 1l'on
découvre également des faisceaux de microfilaments et de microtubu-
les intra- et extra-cellulaires, tassés parallélement a la surface
de 1'implant; une couche externe, lache, constituée par des cellule
bien rondes.

A proximité de ces capsules, nous avons trouvé des cap-
sules-gaines et une série de beaux nodules lamellaires, comparables
au point de vue structural aux capsules elles-mémes. Il s'agit
vraisemblablement de bactérices ou de particules étrangéres intro-
duites accidentellement dans 1'hémocoele lors de l'implantation et
qui suscitent une réaction hémocytaire.

La mise en présence in vitro d'hémolymphe et d'un cheveu
permet de suivre la progression des phénoménes observés in vivo;
toutefois dans ce cas, nous n'avons pas constaté de mélanisation.

D'autre part la Sacculine est un des '"parasites habituels
du crabe Carcinus. Sa présence stimule les hémocytes dans une
certaine mesure mais n'aboutit pas 4 la formation d'une capsule,
soit que le parasite neutralise les tentatives hémocytaires, soit
qu'un mimétisme moléculaire lui permette d'éviter le déclenchement
d'une réaction importante.

Ces résultats soulignent 1'homogénéité des mécanismes de
défense cellulaire dans 1'embranchement des Arthropodes. Les réac-—
tions hémocytaires des Crustacés et des Insectes s'aviérent en effet

parfaitement comparables.

S

"
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