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Roéle des cellules B de l'intestin moyen chez
Centropages typicus (Copepoda, Calanoida)

J. ARNAUD, M. BRUNET, J. MAZZA

Laboratoire de Biologie animale, Case 18, Université de Provence,
Place Victor-Hugo, 13331 Marseille Cedex 3, France.

Summary. Role of midgut B-cells in Centropages typicus (Copepoda, Calanoida).

The role of B-cells was studied using both cytochemical and cytophysical techniques
(polysaccharide and protein detection ; use of a tracer and microanalysis investigations by
X ray spectrography). These techniques demonstrated : a) An intensive endocytose activity
during which the very numerous apical vesicles and vacuoles are labelled by the Thiéry’s
test and contain ferritin. b} The presence of sulphur (mainly in the form of sulphated subs-
trates) and aluminum, detected by microanalysis from sections through lysosomal material
of vacuoles and dense bodies. These findings suggest that B-celles might exert a double
function dealing with an intracellular digestive process and an excretion-detoxication
mechanism.

Introduction.

Au cours de recherches antérieures sur l'intestin moyen des copépodes cala-
noides, nous avons analysé les caractéres ultrastructuraux des principaux types
cellulaires de i’épithélium digestif (Arnaud et a/., 1978, 1980). Les cellules B repré-
sentent la catégorie la plus remarquable et ressemblent étroitement aux cellules
de méme nom décrites au niveau de I'hépatopancréas des décapodes (Loizzi,
1971). Elles montrent en effet dans ces deux phylums la formation d’un appareil
vacuolaire, édifié a partir de vésicules d’endocytose. Chez le copépode Centropa-
ges typicus, nous avons avancé que cet appareil, alimenté en phosphatases et en
arylsulfatases, est assimilable 3 un systéme lysosomal ol se déroule une phase
digestive intracellulaire (Arnaud et al., 1984). Par ailleurs, d’'autres observations,
notamment l'extrusion des cellules B dans la lumiére intestinale a la fin de leur
évolution, suggérent également pour elles un role excréteur. Aussi, dans le cadre
de la poursuite de nos investigations sur I'épithélium digestif, nous sommes-nous
attachés & préciser le fonctionnement des cellules B en utilisant conjointement
des techniques cytochimiques (détection de protéines et de polysaccharides) et
cytophysiques (emploi de traceur —ferritine— et microanalyse par spectrographie
des rayons X).
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Matériel et méthodes.

1. Expérimentation & l'aide de ferritine. — Les expériences sont réalisées sur
des spécimens de Centropages typicus prélevés dans le golfe de Marseille, triés au
laboratoire et laissés jusqu’au lendemain dans de I'eau de mer filtrée, sans nourri-
ture. Des lots de 7 a 8 copépodes sont alors répartis dans des erlenmeyers conte-
nant 10 ml d'un milieu nutritif algal et 10 mg de ferritine. Au bout de 30 mina 1 h
les copépodes sont prélevés et fixés pour I'étude en microscopie électronique
selon les modalités citées antérieurement {Arnaud et a/., 1980}, I'inclusion étant
faite au spurr.

2. Etude cytochimique. — Recherche de polysaccharides : des coupes fines
d’animaux prélevés en mer et inclus a I'araldite aprés double fixation sont traitées
selon la technique PATAg (acide périodique-thiocarbohydrazide TCH ou thiosemi-
carbazide TSC — protéinate d’Ag) (Thiéry et Rambourg, 1974) ; les durées du
traitement par la TCH ou la TSC ont été de 40 min, 5 h, 24 h, 48 h, 60 het 72 h ;
les contrdles correspondent a des coupes subissant le méme traitement mais oxy-
dées par une solution a 7 % d'H,0, & 110 volumes ; des coupes ont également
été observées aprés oxydation seule.

Action de protéases : les coupes proviennent d’animaux inclus a I'épon apres
double fixation ; les solutions d’enzymes et les modalités de leur utilisation et de
contréle sont identiques a celles employées antérieurement (Arnaud et al., 1982).

3. Microanalyse par spectrographie des rayons X (). — Une recherche quali-
tative d’éléments minéraux a été entreprise sur des coupes de spécimens inclus 3
l‘araldite aprés double fixation. Des coupes de 0,2 a 0,3 um d’épaisseur et mon-
tées sur grille sont étudiées grace & un systéme de microanalyse X Tracer N 2000
par dispersion d’énergie, adapté sur un microscope électronique a transmission
Philips EM 400 T ; le spot du faisceau de sonde a un diametre de 50 A . D’autres
coupes de 3 a b um d’épaisseur sont étalées sur des plots en carbone, métallisées
au carbone et étudiées grace au méme systéme adapté sur un microscope électro-
nique a balayage Jeol JSM 35 CF ; le faisceau de sonde est ponctuel (diametre de
300 A ) ou concerne une fenétre de 4,5 x 4,5 cm.

Résultats.

1. Expérimentation a l'aide de ferritine. — La ferritine se retrouve dans la
lumiére du tube digestif des copépodes, plus ou moins mélangée a des algues
(fig. 2). Des individus nourris pendant 45 min montrent une endocytose treés nette

(") Nous remercions M. Passerel pour son assistance technique lors de cette étude réalisée au
Centre Interuniversitaire de Microscopie Electronique et de Microanalyse des universités d’Aix-Marseille
Il et lll.
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de ferritine au niveau des cellules B : celle-ci s'observe au voisinage du plasma-
lemme, dans les vésicules de pinocytose en formation, dans la plupart des vésicu-
les et petites vacuoles apicales et méme dans les vacuoles plus grandes, sub-
apicales et médianes (fig. 1, 2). Les plans de coupes favorables indiquent que la
ferritine est localisée préférentiellement prés de la membrane des vésicules
endocytotiques.

FIG. 1-2. — Portions apicales de 2 cellules B montrant 'endocytose de ferritine. Noter la présence de
ferritine (fleches) dans la plupart des vésicules apicales et sa localisation prés de la membrane
dans les vésicules internalisées (triangles). (li = lumiére intestinale ; mv = microvillosités}.
x 35 000.
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2. Cytochimie. — Les tests PATAg fournissent des résultats positifs méme
avec de courtes durées d’incubation dans la TCH ou la TSC ; pour des temps pro-
longés, le marquage ne s’accentue que légérement. Ce marquage affecte la mem-
brane apicale, les membranes de toutes les vésicules et vacuoles, le matériel intra-
vacuolaire, quelle que soit sa densité, et tous les types de corps denses (fig. 3, 4).
Chez les témoins, il ny a aucun marquage des membranes et du contenu fibril-
laire des vacuoles ; mais, fréquemment, du matériel intravacuolaire en amas et
des inclusions denses structurées montrent des dépdts argentiques {fig. 5), par-
fois aussi importants que ceux des tests. Enfin des contréles soumis a une oxyda-
tion seule peuvent présenter encore des structures contrastées en raison d'une éli-
mination probablement incompléte de I'osmium.

L’action des trois protéases utilisées (pepsine, pronase, trypsine) est peu dif-
férente, quoique celle de la trypsine semble plus faible. Elles provoquent un éclair-
cissement partiel des amas denses déposés dans les grandes vacuoles (fig. 11) ;
les corps denses proprement dits subissent soit un éclaircissement généralisé et
prononcé (corps denses homogeénes) (fig. 7}, soit un éclaircissement périphérique
ménageant une zone centrale granuleuse (corps denses structurés) (fig. 10, 12).
Chez les témoins exposés seulement a l'action du solvant protéique, toutes ces
structures subissent également un éclaircissement, mais moins important que
dans les tests (fig. 8, 9).

3. Microanalyse par spectrographie des rayons X. — L’étude en microa-
nalyse permet de détecter dans les corps denses des cellules B la présence fré-
guente d’aluminium et de soufre, plus rarement de calcium (fig. 13a) ; ces miné-
raux peuvent apparaitre aussi au niveau des zones peu denses du contenu vacuo-
laire. Les résultats sont toujours significatifs sur les coupes de 3 a 5 um analysées
en balayage ; ils sont plus faibles & nuls sur ies coupes de 0,2-0,3 um analysées en
transmission, bien que les condensations de matériel intravacuolaire soient impor-
tantes et fréquentes, comme le montrent les clichés réalisés sur ces coupes
(fig. 14). Par comparaison, le contenu des zones intermédiaire et postérieure de
I'intestin moyen montre la présence constante des mémes éléments (fig. 13b),
auxquels peuvent s’ajouter un peu de chlore et de potassium. Des analyses effec-
tuées sur un calanoide d’eaux temporaires de Camargue, Mixodiaptomus kupel-
wieseri, fournissent des résultats tout a fait analogues ; le pic de Ca est générale-
ment plus élevé (fig. 13c-d) et du fer est parfois présent au niveau du contenu
intestinal.

>

FIG. 3-b. — Portions de cellules B aprés test PATAg sans contrastage. Fig. 3-4. Test PATAg (acide
periodigue : 256 min ; triocarbohydrazide : 60 h ; protéinate d’argent : 30 min). Noter le marquage
du plasmalemme, des membranes de toutes les vésicules et petites vacuoles, du matériel intrava-
cuolaire fibrillaire (fleche longue) et de corps denses (triangles) montrant parfois un noyau central
(astérisque} moins réactif que la couche de matériel périphérique. Remarquer le contenu vacuo-
laire d'aspect similaire au matériel présent au contact de la membrane des vacuoles (fleches cour-
tes). Fig. 3: x 14 000 ; fig. 4 : x 40 000. Fig. 5. Contréle PATAg {oxydation par H,0, : 15 min ;
thiocarbohydrazide : 72 h ; protéinate d'Ag : 30 min). Noter 'absence de réaction au niveau des
vésicules apicales et de la plupart des vacuoles ; cependant le matériel de certaines vacuoles offre
une réactivité au protéinate d’argent (fleches). x 9 000. Les contrdles effectués aprés une oxyda-
tion pendant 20 min et 25 min par H,0, fournissent des clichés analogues.



FIG. 6. — Portion apicale d’une cellule B (coupe contrastée standard obtenue apras double fixation
glutaraldéhyde - OsQ, et inclusion & |'araldite). Noter le feutrage important entre les microvillosités
et dans les vésicules de pinocytose et la présence d'un revétement externe bien visible au niveau
d’une vésicule en formation (triangle) suggérant I'intervention de clathrine lors de I'endocytose.
x 21 000.
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FIG. 7-12. — Tests de digestion enzymatique par des protéases. Fig. 7. Portion de cellule B aprés
action d’une solution de pepsine 0,5 % pendant 13 h : les corps denses (fléches) sont éclaircis a
des degrés divers alors que le matériel moins concentré de vacuoles n’est pas aitéré, sauf locale-
ment (triangle} au niveau d'une zone plus dense. x 9 300. FIG. 8-9. — Portions de cellules B
aprés action du solvant de la pepsine seul pendant 12 h : des corps denses (fleches) sont égale-
ment éclaircis. Fig. 8 : x 9400 ; fig. 9: x 8 000. FIG. 10-12. — Portions de cellules B aprés
action d’une solution de trypsine 0,5 % (fig. 10-11) et d'une solution de pronase 0,5 % (fig. 12)
pendant 12 h : action similaire a celle de la pepsine, mais un peu moins forte pour la trypsine ;
seule la couche périphérique des corps denses structurés {triangles) est éclaircie ; dans les vacuo-
les, le matériel est peu altéré sauf au niveau des foyers de concentration (fleches) ; chez les
témoins, les structures denses subissent également un éclaircissement, mais celui-ci est générale-
ment moins marqué que dans les tests. Fig. 10 : x 9000 ; fig. 11 : x 6 600 ; fig. 12 : x 9 900.
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FIG. 13. — Microanalyse par spectrographie des rayons X. Fig. 13a-b : microanalyse au niveau d'un
corps dense d'une cellule B de I'épithélium intestinal (a) et du contenu luminal (b} chez Centro-
pages typicus. Fig. 13c-d : microanalyse au niveau d'un corps dense d'une cellule B de |'épithé-
lium intestinal (c) et du contenu luminal (d) chez Mixodiaptomus kupelwieseri. Dans ce dernier
cas, le pic de Si peut s’expliquer par la présence de frustules de diatomées et (ou) par celle de par-
ticules provenant du couteau de verre utilisé pour la réalisation des coupes. En abscisses : nombre
de coups ; en ordonnées : énergie de rayonnement en KeV ; temps de lecture : 100 s.

FIG. 14. — Coupe épaisse (0,3 um) non contrastée réalisée au niveau de I'épithélium intestinal de
Centropages typicus. Noter les trés nombreuses condensations de matériel dans le systéme
vacuolaire des cellules B. (n : noyau). x 2 760.
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Discussion.

1. Activité endocytotique. — Les résultats des tests de Thiéry et de I'expéri-
mentation a la ferritine confirment que les cellules B sont le siége d’une activité
endocytotique intense : en effet, toutes les structures vésiculaires présentes a
I'apex sont marquées aprés le test de Thiéry et, par ailleurs, presque toutes rece-
lent de la ferritine. L'activité d’endocytose aboutit 3 la formation du systéme
vacuolaire des cellules B ; le marquage trés sélectif au test de Thiéry de la mem-
brane plasmique apicale, des membranes des vésicules de pinocytose et des diffé-
rents éléments de ce systéme tend & prouver que celui-ci résulte, pour |'essentiel,
d’une coalescence des vésicules de pinocytose. Nos données appuient celles d’Al-
Mohanna et a/. (1985) sur les cellules B de Penaeus semisulcatus (décapode),
acquises en utilisant différents traceurs ; par contre, elles différent sensiblement
de celles obtenues par Durfort (1981) pour le copépode d’eau douce Cyclops stre-
nuus chez lequel de nombreuses vésicules tubulaires apicales, non réactives au
test de Thiéry, représenteraient du réticulum endoplasmique lisse.

Nos résultats tendent aussi & montrer qu’une membranogenése a partir de
certaines vésicules apicales semble insignifiante dans ces cellules ; la consé-
quence serait 3 terme un déficit membranaire apical expliquant I'aspect conique
fréquent des volumineuses cellules B agées et, finalement, leur extrusion dans la
lumiére intestinale.

2. Origine et nature du contenu vacuolaire. — Lors de la pinocytose, des
molécules provenant du contenu intestinal doivent étre incorporées dans les cellu-
les B puis soumises & l'action d’hydrolases intracellulaires telles que phosphatase
acide et arylsulfatase, déchargées dans le systéme vacuolaire de nature lysoso-
male (Arnaud et al., 1984). Le glycocalyx joue probablement un rdle dans ce phé-
noméne bien qu’il soit peu apparent sur les clichés obtenus avec les spécimens
d’expérimentation. Par contre, un feutrage important s’observe parfois nettement
au niveau apical des cellules B sur des coupes de copépodes préparés dans des
conditions standard (fig. 6); ce feutrage, qui se retrouve dans les vésicules
d’endocytose, représente sans doute le glycocalyx et les substances piégées
ayant pour origine des aliments et peut-étre des résidus des sécrétions provenant
des glandes labrales, qui jouent un réle digestif important (Arnaud et a/., 1981).
On peut donc penser que ces substances auxquelles s’ajoutent les enzymes lyti-
ques, et éventuellement la fraction polysaccharidique des glycoprotéines membra-
naires appartenant au glycocalyx, contribuent dans un premier temps a la nais-
sance d’'un matériel vacuolaire dispersé, finement fibrillaire ; sa réactivité rapide et
forte au PATAg (supprimée chez les témoins) indique qu’il s'agit de polysacchari-
des ou de glycoprotéines aisément accessibles lors du test. Ce matériel doit se
transformer progressivement en corps denses plus ou moins structurés, produits
du catabolisme vacuolaire. Ces formations résiduelles ne sont pas élaborées a par-
tir de structures myéliniques, trés rarement observées dans les cellules B ; elles
contiennent une fraction protéique assez faible d’aprés les tests de digestion enzy-
matique et probablement une fraction polysaccharidique (cf. ci-dessous) ; mais,



Cellules B de l'intestin de Centropages typicus 825

comme la plupart sont réactives dans les contréles PATAg en raison sans doute
de la persistance d’osmium aprés oxydation, on ne peut conclure avec certitude 3
la présence d’'hydrates de carbone & partir des tests effectués.

3. Réle excréteur des cellules B. — La présence d’'éléments minéraux dans
les inclusions denses principalement indiquerait une phénoméne de concentration
intralysosomale, déja observé chez d'autres invertébrés (Chassard-Bouchaud et
Galle, 1986 ; Martoja et Martoja, 1973 ; Jeantet et al., 1980 ; Mason et Simkiss,
1984}, des crustacés décapodes, notamment (Gibson et Barker, 1979 ; Chassard-
Bouchaud, 1981 ; Chassard-Bouchaud et Galle, /.c. ; Lyon et Simkiss, 1984). De
telles inclusions lysosomales, assurant essentiellement une fonction d’excrétion et
de détoxication, comprennent toutes les formations originales signalées sous le
nom de « grains pigmentés » ou « inclusions brunes » et se rencontrent dans des
cellules d’organes divers (coeur, intestin et diverticules intestinaux, hépatopan-
créas, organes excréteurs, tissu conjonctif). Dans I'hépatopancréas des décapo-
des, ces inclusions n’étaient signalées qu'au niveau des cellules R, mais elles vien-
nent d'étre détectées aussi dans les vacuoles des cellules B au cours du cycle
digestif de Penaeus semisulcatus (Al-Mohanna et Nott, 1986). Par ailleurs,
I'aspect structuré de certaines inclusions chez Centropages typicus rappelle celui
des concrétions minérales de divers types décrites chez de nombreux invertébrés,
souvent désignées sous le nom de sphérites ou sphérocristaux et ne constituant
parfois que des formes particuligres d’inclusions lysosomales. Ces concrétions dif-
férent par leur origine — réticulum, le plus souvent, mais aussi lysosomes, mito-
chondries, espace extra-cellulaire — et leur role — réserves minérales, régulation
ionique, détoxication et excrétion —. Elles se distinguent des inclusions précéden-
tes par leur mode de formation, résultant d'un dép6t en couches concentriques
d’éléments minéraux sur un ligand organique, mucosubstances acides ou métal-
lothionéines dans le cas d’exposition & des métaux lourds, comme |'attestent
les travaux réalisés chez les décapodes (Graf et Michaut, 1977 ; Gibson et Barker,
l.c., Chassard-Bouchaud, 1981, 1982) et chez divers autres invertébrés (Martoja et
Martoja, /.c. ; Humbert, 1978 ; Jeantet et al., /c. ; Durfort, 1982b). Chez les
copépodes, les seuls travaux relatifs & des inclusions minéralisées concernent
Cyclops strenuus (Durfort, 1981, 1982a) : des concrétions volumineuses, de type
sphérocristaux, prennent naissance dans des vésicules de réticulum et compren-
nent une matrice polysaccharidique riche en Ca, K et Mg ; elles joueraient un rdle
de stockage des sels minéraux utilisés dans la consolidation du tégument au cours
des mues post-larvaires. Chez Centropages typicus, le soufre détecté est di pro-
bablement & une accumulation vacuolaire, intralysosomale, d’une matrice organi-
que sulfatée résiduelle, capable de piéger divers ions, aluminium et calcium dans
le cas présent. La détection histochimique de mucosubstances sulfatées (MPS)
dans les cellules B (Arnaud et al., 1984) appuie cette hypothése. Ce soufre aurait
une origine endogéne, comme dans les concrétions ou les inclusions dans lesquel-
les il est signalé (Humbert /.c. ; Jeantet et al, /.c. ; Martoja et al. /.c. ; Chassard-
Bouchaud /.c. ; Lyon et Simkiss, /. c.) et sa présence doit étre reliée  celle d'arylsul-
fatases. Celles-ci hydrolysent normalement des substrats arylsulfatés mais peuvent
aussi fonctionner comme transférases (cf. Arnaud et a/., /.c.) ; dans ce cas, des sul-

Reproduction, Nutrition, Développement n® 4, vol. 27 (1987). — 7
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foconjugaisons — considérées comme des processus de détoxication (El Mamlouk
et Gessner, 1978) — de substances phénoliques ou de mucopolysaccharides d’ori-
gine endo- ou exogéne peuvent se réaliser grace a ces enzymes. Ainsi les corps
denses apparaissent comme des complexes organiques trés osmiophiles, renfer-
mant une fraction protéique et sans doute une fraction MPS résultant de la trans-
formation de substrats vacuolaires ; ils correspondent a des éléments d’excrétion
du métabolisme digestif. La présence d’aluminium renforce cette idée car ce
métal, d'origine exogéne, dont la toxicité est bien connue chez I'homme, est
séquestré dans des inclusions lysosomales et des sphérocristaux (Chassard-
Bouchaud et Galle, /.c. ; Galle, 1986 : Humbert, /.c. ; Martoja et Martoja, /.c.). De
plus, I'extrusion des cellules B dgées dans la lumiére intestinale libére les corps
denses dont le matériel se retrouve au niveau des pelotes fécales en formation
dans l'intestin moyen postérieur. Ceci explique d’une part les réactions histochimi-
ques fortement positives de MPS au niveau de l'intestin postérieur ol ce matériel
est concentré (Arnaud et al., /.c.), d’'autre part la détection des mémes éléments
minéraux dans le contenu intestinal postérieur et les cellules B. Notons que ces
éléments doivent contribuer a I'élévation de la densité du contenu fécal observée
par Nott et a/. (1985), donc accélérer la sédimentation des pelotes fécales expul-
sées et mises en suspension dans le milieu.

En conclusion, nos résultats soulignent I'originalité des cellules B de Centro-
pages typicus, et sans doute de tous les calanoides, dans la cytophysiologie

Y

digestive de ces copépodes : & une fonction de digestion intracelluiaire, en rela-
tion avec l'intensité de la pinocytose et le développement de I'appareil vacuolaire,
s’ajoute un réle d'excrétion et de détoxication attesté par la présence d'aluminium
et de substrats sulfatés dans des structures lysosomales.

Recgu en octobre 1986.
Accepté en avril 1987.
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