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Chez les Insectes, de nombreuses fonctions hormonales ont été 

attribuées à des peptides. Schématiquement, ceux-ci contrôlent : (1 ) 

l'activité musculaire intestinale (Brown, 1975 ; Cook et Holman, 1979 ; 

Shukle et Judson, 1984), cardiaque (Mordue et Goldsworthy, 1969 ; Miller, 

1979 ; S-Rozsa et Miller, 1981), oviductaire (Cook et Meola, 1978) ou 

squelettique (Piek et Mantel, 1977 ; May et Coll., 1979 ; Witten et O'Shea, 

1985) ; (2) l'utilisation des lipides (Mayer et Candy, 1969) ; (3) la glycémie 

(Mordue et Goldsworthy, 1969 ; Migliori-Natalizi, 1970 ; Tager et Coll., 

1975, 1976 ; Jones, 1978 ; Witten et Coll., 1983, 1984 ; O'Shea et Coll., 

1984 ; Scarborough et Coll., 1984) ; (4) la diurèse (Maddre11,1963 ; Mordue 

et Goldsworthy, 1969 ; Maddrell et Gee, 1974 ; Hughes, 1979 ; (5) la diapause 

(Isobe et Coll., 1973, 1975) ; (6) le tannage de la cuticule (Fraenckel et coll., 

1966 ; Fogal et Fraenckel, 1969) ; (7) la mue (Nagasawa et Coll., 1985) ; 

(8) la métamorphose (Granger et Coll., 1984 ; Rembold et Coll., 1986). 

La localisation précise d'une molécule peptidique dans le cerveau, 

le ganglion sous-oesophagien ou les corps cardiaques nécessite la connaissance 

de la séquence en acides aminés, laquelle est indispensable à la synthèse du 

peptide, ce qui constitue un préalable à la confection d'un anticorps 

spécifique. A ce jour, seules les séquences de la proctoline (~rown, 1975), de 

l'hormone adipocinétique (AKH) (Stone et Coll., 1976) et celle de l'hormone 

prothoracotrope (Nagasawa et Coll., 1985) sont connues. 

Les difficultés d'isolement de ces molécules expliquent que nous 

n'ayons à "notre" disposition que les seuls anticorps anti-AKH et anti- 

proctoline. Par contre,de nombreux peptides ont été identifiés dans le 

système nerveux et le système gastroentéro-pancréatique des Mammifères. 

L1opinion,selon laquelle les hormones peptidiques et neuropeptides sont 

apparus très tôt au cours de l'évolution,sans que leur séquence en acides 

amines n'ait subi de modifications profondes,nous a amené à rechercher, 

dans le système nerveux d'un insecte, des molécules apparentées à des 

peptides de Mammifères. Si de nombreuses substances apparentées à des 

peptides de Mammifères ont été identifiées dans le système nerveux des 

Insectes (cholécystokinine (CCK)/gastrine, glucagon, insuline, polypeptide 

pancréatique (PP), somatostatine, enképhalines, endorphines, polypeptide 

intestinal vasoactif (VIP), vasopressine, ocytocine, sécrétine, calcitonine, 

somatolibérine, gonadolibérine, ACTH, motiline, ... 1, rares sont, cependant 

à ce jour, les cas où des recherches systématiques ont été entreprises et 

où plusieurs substances ont été identifiées chez un même insecte. C'est le 



cas d'un Orthoptère, i.0cUfa rnighato&a (Rémy et Coll., 1977 ; Doerr-Schott 

et Coll., 1978 ; Rémy et Dubois, 1981 ; Romeuf et Rémy, 1984), de deux 

Lépidoptères, Manduca a e d a  (El-Salhy et Coll., 1983) et Bombyx m o h i  

(Yui et Coll., 1980), de deux Diptères, E d f &  aenM (El-Salhy et Coll., 

1980) et C&phoha myZhocephda (Duve et Thorpe, 1979, 1980, 1981, 1982 
et 1983), d'un Dictyoptère, i'dptan&ta a!n&Cana (Fujita et Coll., 1981), 

d'un Coléoptère, LepfinoZama decmfintata (Veenstra et Schooneveld, 1984 ; 
Veenstra et Coll., 1984 ; Veenstra et Yanaihara, 1984 ; Veenstra et Coll., 

1985a et b). 

Plus rares encore, sont les cas où plusieurs peptides ont été 

identifiés dans une même cellule du système nerveux d'un insecte. A ce jour, 

seules des substances apparentées au FMRF amide et à la vasopressine (VPI) 

(Veenstra et Coll., 19841, au FMRF amide et à la proctoline (Veenstra et 

Co11.,1985a), à la,vasopressine (VP4) et au polypeptide pancréatique 

(Veenstra et Coll., 1984), à la motiline et à la prolactine, à la vasopressine 

et à la prolactine, à l'ocytocine, la prolactine et la 6-endorphine, au FMRF 

amide, au polypeptide pancréatique, au MSH et à la gastrine (Veenstra et 

Coll., 1985b) ont été colocaliséesdans le système nerveux d'un insecte, 

le doryphore LepfinoZama dec&ned;tn. 
La démonstration de la coexistence d'un peptide et d'une amine 

constitue une exception chez les Insectes. A notre connaissance, seuls 

Vieillemaringe et Coll. (1982) d'une part, Takeda et Coll. (1986) d'autre 

part ont conclu respectivement à la colocalisation de catécholamines et de 

peptides dans la pahA in tmcmebm&~ de LocUXa rnighatohia, de dopamine 
et d'a-endorphine dans le ganglion sous-oesophagien de Bombyx m o d .  

Une recherche approfondie de substances apparentées à des hormones 

peptidiques ou des neuropeptides de Marrunifères et la démonstration de 

nombreux cas de colocalisation dans le cerveau et le ganglion sous-oesophagien 

dlAahna cyanea font 1' objet de notre travail. Ainsi, des substances apparentées 

à différentes familles de peptides de Vertébrés ont été étudiées qu'il 

s'agisse de neurohormnes hypothalamiques (corticolibérine, somatostatine, 

gonadolibérine), d'opioides (leucine-enképhaline, méthionine-enképhaline, 

dynorphine , a-néo-endorphine , -MSH) ou de peptides du systèmi gastro-entérg- 

pancréatique (peptide intestinal vasoactif, cholécystokinine, substance P, 

insuline , somatolibérine, motiline, gastrolibérine.). Nous avons également 
étudié la localisation de la proctoline et celle d'une amine biogène : la 

5-hydroxytryp tamine (5 HT) ou s6rotonine. 

Le cerveau des Insectes résulte de la fusion, au-dessus de 

l'oesophage, de la masse nerveuse de l'acron er des neuromères des ganglions 
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correspondant aux deux premiers  métamères céphal iques.  Ains i  l e  cerveau s e  

compose de t r o i s  p a r t i e s  : 1) l e  protocérébron ou cerveau a n t é r i e u r  b i lobé  

q u i ,  pa r  l e s  lobes op t iques ,  e s t  en  r e l a t i o n  avec l e s  yeux composés. La 

paRn ivLtetrcetreb/raLh e n  p o s i t i o n  do r sa l e  regroupe l a  p lupa r t  des  c e l l u l e s  

neu roséc ré t r i ce s  t e l l e s  que l e s  on t  mises en  évidence l e s  co lo ra t ions  

c l a s s iques  (Clark,  Azan ...). 2 )  Le deutocérébron ou cerveau moyen correspond 

aux lobes an tennai res  r éun i s  pa r  une commissure sus-oesophagienne. 3 ) .  Le 

t r i t o c é r é b r o n  ou cerveau p o s t é r i e u r  comprend deux masses nerveuses séparées  

p a r  l 'oesophage. Par  l e  c o l l i e r  périoesophagien, il communique avec l e  

gangl ion sous-oesophagien. 

La morphologie du cerveau d1Auhna  cyanea (Fig .  1) e s t  conforme à 

c e l l e  exposée ci-dessus.  

S i t u é  ventralement ,  l e  gangl ion sous-oesophagien r é s u l t e  de l a  

f u s i o n  des neuromères correspondant aux métamères mandibulaire ,  m a x i l l a i r e  

e t  l a b i a l .  

Fig. 1 : Vue dorsa le  du complexe cerveau-corps cardiaques de l a  l a rve  du 

d e r n i e r  s t ade  d '  A ~ h n a  cyanea (A0  : a o r t e  ; BR : cerveau ; CC : corps,  

cardiaque ; FG : ganglion f r o n t a l  ; FN : n e r f s  f ron taux  ; NCC : n e r f s  1B.U\ 
cardiaques i n t e r n e s  ; OG : ganglions opt iques  ; R / N  : nerf r écu r ren t  ; \"/ 
l a  f l è c h e  indique l a  rég ion  a n t é r i e u r e )  (photo F. Scha l l e r  e t  M. Charlet  

I n  : Neurohemal organs of Arthropods. Their  development, evo lu t ion ,  s t r u c t u r e ,  

and func t ions .  A.P. Gupta e d . ) .  

Chez l e s  In sec t e s ,  l e s  corps cardiaques (co&poka candiaca) sont  

des  organes neurohémaux q u i  reçoivent  l e s  p rodu i t s  d e  s é c r é t i o n  de c e l l u l e s  

nerveuses du protocérébron pa r  l ' i n t e r m é d i a i r e  de deux n e r f s  p a i r s ,  l e s  



nerfs cardiaques internes (nccI) issus de deux groupes médians de cellules 

appartenant à la pahs intac~ebtrald et les nerfs cardiaques externes 

(nccII) originaires de deux groupes cellulaires latéraux. Seule l'existence 

des nccI et des cellules de la pahb ~ V L t ~ ~ u L ~ b k d h  dont ils proviennent, 

a pu être démontrée avec certitude chez les Odonates (Schaller et Meunier, 

1968 ; Charlet, 1972 ; Schaller et Charlet, 1983) bien que Gabe et Arvy 

(1952) aient préalablement mentionné l'existence des nccII. 

Une technique basée sur le transport rétrograde de molécules 

telles que la péroxydase de Raifort ou le chlorure de cobalt nous a permis 

en les injectant dans le corps cardiaque , de localiser certains groupes 
cellulaires dont les terminaisons nerveuses y sont situées. 





Matériel 

La plupart des larves dlAuhna cymaa utilisées -ont été capturées 

en automne en période de prédiapause. Elles ont été maintenues en diapause 

à une température comprise entre 0' et 10' C sous une photopériode hivernale 

naturelle. La diapause est rompue en plaçant les larves à 20" C sous une 

photopériode de jours longs : 16 h. de lumière et 8 h. d'obscurité. Leur 

nourriture quotidienne est constituée de larves de chironome. 

Les larves sont sacrifiées à l'avant dernier stade (ADS), cinq à 

six jours après la mue ; la durée moyenne de l'avant dernier stade étant dans 

ces conditions de quatorze jours. 

Méthodes 

1 - Préparation des tissus 
Quelque que soit la procédure employée, les larves sont décapitées et 

les têtes plongées dans le fixateur. 

1) En vue de l'obtention des coupes à la paraffine 

Les têtes sont immergées dans le liquide de Bouin hollande sublimé 

sans acide acétique puis, après déshydratation, incluses dans la paraffine et 

débitées en coupes sériées de 6 p m  d'épaisseur. 

2)  En vue de 1 'obtention des coupes au cryostat 

Les têtes sont placées dans une solution d'acide picrique-formal- 

déhyde (PAF) (Stéfanini et Coll., 19b7) pendant 24 h. puis lavees à 4" C 

pendant 24 h. dans du tampon phosphate 0,I M pH 7,6 contenant 5 % de sucrose. 

L'enrobage est réalisé par immersion des têtes dans du Tissue-Tek 

ou du cryoform. L'ensemble est plongé dans du méthyl-2-butane refroidi par 

l'azote liquide et les coupes réalisées à -20" C au cryostat. 

Les coupes transversalesde 12pm sont recueillies une à une et collées 

sur des 1ames.traitées à la gélatine-alun de chrome. En vue d'une comparaison 

de réactions obtenues après incubation avec des sérums différents, les coupes sont 

recueillies individuellement et placées alternativement sur deux lames diffé- 

rentes. 



II - Techniques immunohistochimiques 
1) Principe des réactions 

Nous avons utilisé des réactions de type indirect (Coons, 1978) 

qui se déroulent en deux temps. 

a) l'imrnunsérum spécifique de l'antigène recherché est produit 

chez le lapin. 

b) le sérum utilisé comme révélateur est produit par immunisation 

d'un mouton ou d'une chèvre contre les immunoglobulines de 

lapin. Ce deuxième sérum est couplé au marqueur, la péroxydase 

de Raifort. 

Cette méthode de type indirect présente deux avantages majeurs : 

1) le marqueur (péroxydase) n'est pas couplé directement à 

l'immunoglobuline spécifique, ce qui évite une dénaturation plus ou moins 

importante de celle-ci. 

2) l'emploi d'une deuxième immunoglobuline permet d'augmenter le 

nombre des unités de marqueur par site antigénique donc la sensibilité de la 

réaction. 

2) Sérums utilisés 

Les immunsérumsanti-cholécystokinine 8 non sulfatée (CCK8NS), 

- cholécystokinine 8 sulfatée (CCK-8S), - somatolibérine (hp GRF) (antigène 
isolé d'une tumeur pancréatique humaine), - polypeptide intestinal vasoactif 
(VIP), - vasopressine, - corticolibérine (CRF), - substance P, - sérotonine, 
- méthionine-enképhaline (Met-Enképhaline), - leucine-enképhaline (Leu-Enké- 
phaline), - gonadolibérine (LHRH), - a-néoendorphine, -.B-endorphine, 
- proctoline, - Neuropeptide Y (NPY), - motiline, " somatostatine (SRIF); 
- gastrolibérine (GRP), - 1 -MSH ont été utilisés. Tous sauf l'imnsérum 
anti-insuline (no PP 1246L, Cambridge Medical Diagnostics IncJ ont été 

fournis par G. TRAMU (U. 156 INSERM). 

Le sérum anti-immunoglobuline de lapin marqué à la péroxydase est 

conmercialisé par l'Institut Pasteur ou par Biosys. 



3) Procédure employée 

a) incubation du sérum spécifique 

Après déparaffinage (coupes à la paraffine) ou séchage pendant 

un minimum de temps à la température ambiante (coupes au cryostat), les 

coupes sont placées pendant un minimum de quinze minutes dans du tampon 

de Coons pH 7,2. 

L'incubation des coupes en présence du sérum spécifique est 

réalisée pendant 12 h. à 4" C et en chambre humide afin d'éviter tout 

risque de dessèchement. L'immunsérum est dilué au 11200 dans du tampon 

de Coons pH 7,2 contenant 0,25 % de triton X 100. 

b) incubation du sérum marqué 

Après incubation par l'anticorps spécifique, les coupes sont 

rincées dans deux bains de tampon de Coons puis incubées 45 mn. à 4" C 

en chambre humide avec le sérum marqué à la péroxydase, dilué au 1/40 

dans du tampon de Coons sans azide. 

Ce sérum marqué est constitué d'immunoglobulines de Mouton anti- 

lapin entières ou dfimmunoglobulines de Mouton anti-lapin fraction Fab 

couplées à la péroxydase de Raifort. 

C) révélation 

Après rinçage dans du tampon de Coons puis dans l'eau distillée, 

l'activité péroxydasique est révélée par une réaction enzymatique colorée ; 

le chromogène utilisé étant le 4-chloro-1-naphtol et le ,subtrat 1 ' H  O 2 2' 
Le précipité bleu-violet apparu étant soluble dans le toluène et le benzène, 

le montage se fait dans la glycérine diluée (glycérine 9 volJtampon de Coons 

1 vol.). Les lames ainsi montées sont examinées au microscope photonique. 

d) spécificité de l'immunsérum 

Elle est réalisée par des réactions d'absorption d'un anticorps 

spécifique par l'antigène correspondant ou par divers antigènes susceptibles 

de se complexer aux immunoglobulines de lapin. L'immunsérum ainsi saturé 

est appliqué en alternance avec l'immunsérum non absorbé sur des coupes 

sériées. L'absorption de l'imunsérum par l'antigène correspondant doit 

provoquer Ilinhibition du marquageenzymatique. 



III - Technique de transport rétrograde 
Des larves du dernier stade (DS) âgées de cinq à six jours ont 

été utilisées. 

Après avoir fait un volet dans la partie dorsale de la tête, le 

cerveau est déplacé vers l'avant de façon à mettre en évidence le corps 

cardiaque . celui-ci est alors injecté pendant 2 à 3 h. par une solution 

de péroxydase de Raifort (Horseradish péroxidase (HRP) type VI Sigma) à 

l'aide d'une microélectrode reliée à un stimulateur électrique. 

Afin d'éviter toute dessiccation,l'animal, fixé sur une plaque 

de liège, est immergé dans une solution de Ringer. Après décapitation, la 

tête est plongée dans une solution de tampon phosphate 0,1 M contenant du 

glutaraldéhyde à 2 % pendant 2 h. à 4" C puis dans du tampon phosphate 0,1 M 

contenant 5 % de sucrose pendant une nuit à 4' C. 

La coloration h 2020 est réalisée en deux temps : (1) 3 h. à 4' C 

dans une solution de diaminobenzidine (DAB) dans du tampon phosphate 0,1 M 

(2) 3 h. à température ambiante dans la solution de DAB additionnée de 

10 % d'H O à 0,3 2 .  Un lavage rapide (1 mn) dans le tampon phosphate 0,1 M 2 2 
précède la déshydratation et l'inclusion dans la paraffine. 



CWITRE 1 

DETECTION DE SUBSTANCES APPARENlEES 
A CES NEUROPEPTIDES ET A CES 

HORMONES PEPTID IQUES DE PWIFERES 



Des immunsérums dirigés contre des peptides du système entéro- 

gastro-pancréatique ou du système nerveux de Mammifères ont été utilisés 

sur des coupes au cryostat et dans la majorité des cas sur coupes à la paraffine. 

Si certains d'entre eux (sérums anti-LHRH, -CRF, -$?EH, -angiotensine, 

-vasopressine) n'ont donné aucune réponse que ce soit au niveau des cellules 

ou des fibres nerveuses, d'autres sérums ont permis de caractériser de façon 

précise de nombreux groupes cellulaires du cerveau et du ganglion sous-oeso- 

phagien. Toutefois, en immunohistochimie, l'intensité du marquage et le 

nombre de cellules immunoréactives varient assez fréquemment d'un individu 

à un autre, peut-être en fonction du stade physiologique, voire du moment 

du cycle nycthéméral auquel l'animal a été sacrifié. Les descriptions qui 

suivent concernent l'ensemble des cellules qui réagissent avec une intensité 

satisfaisante bien que parfois modérée et font état de certains groupes 

cellulaires qui ne sont pas détectés de façon systématique. 



1 - LOCALISATION DE CELLULES RENFERMANT UN MATÉRI EL APPARENTÉ 

À DES PEPTIDES DU SYSTÈME ENTERO-GASTRO-PANCRÉAT 1 QUE DE 

MAMM1 FÈRES 

Nous considérons sous le vocable de peptides du système entéro- 

gastro-pancréatique, les peptides primitivement mis en évidence au niveau 

du tube digestif et/ou de ses glandes annexes. Ce sont la gastrine/cholécys- 

tokinine, l'insuline, la motiline, le polypeptide intestinal vas0 actif, 

la somatolibérine. 

La C C K  d u f t  p W v m e n t  &oLée en Xant que ~ a c o n t u % a p e p ; t i d e  

( C C K - 3 3 )  de L ' i n t a f i n  gtrZe du ponc ( M m  J o h p u ,  1 9 6 8 ,  1 9 7 1 ) .  Son 

a d o n  p ~ n c i p d e  a' exmce a u h  l a  comhaotion de .ta véaicule b X & e .  

Comme La C C K  poaaede Le mihe pentapepade cmboxy-X&nd que La gu&rine, 

L a  aénuma apécidiqueh déXeotent 6 l a  do& La C C K  Q;t La gacl;ttune d'où La 

déno&na;tion d'immunonéaotivité anfi-CCK/gab&rine. 

T n i t i d m e n t  mineen évidence dam Le tube d i g a f i d ,  La C C K  dlLt 

égalment d6Xec;tée dam Le cmveau (Vandmhaeghen Col!. , 1 9 7 5 )  aoun dome 

d'une molécule p l u n  pu%te ( C C K - 8 )  ne tren6maM.t que len 8 a c i d a  arrunéa 

C-t&nd de La ptrécédente. 

Nous avons utilisé deux immunsérums, l'un dirigé contre l'octa- 

peptide C-terminal sulfaté de la cholécystokinine (CCK-8S), l'autre co,ntre 

le même octapeptide dont le résidu tyrosine n'est pas sulfaté (CCK-8NS). 

Observations sur couDes à congélation 

Au niveau des lobes optiques 

Dans la médulla, une dizaine de strates de fibres variqueuses 

parallèles réagissent au sérum anti-CCK-8NS alors qu'une seule d'entre elles 

est intensément marquée après incubation avec le sérum anti-CCK-8s (Pl 1. , 

fins.b-d). Plusieurs groupes de cellules sont observés au voisinage de la 

médulla. Deux d'entre eux sont particulièrement importants soit par le 

nombre, soit par la taille des cellules imunoréactives : (1) Le premier 

concerne plus d'une cinquantaine de petites cellules réagissant intensément 

à l'immunsérum anti-CCK-8NS (Pl 1, fig. c) de façon nettement moins importante 

voire nulle au sérum anti-CCK-8s (PI 1, fig. d). ( 2 )  Le second groupe comprend 





dix à douze cellules de grande taille (20-25 Hm de diamètre) (Pl 1, fig. b) 

fortement réactives aux deux immunsérums. Dans la partie plus postérieure, 

quelques quinze à vingt cellules très faiblement immunoréactives (7-10 Hm 

de diamètre) et quelques rares cellules de taille moyenne, modérément 

marquées envoient leurs trajets axonaux vers le neuropile de la médulla. 

Dans la lobula, les couches concentriques de fibres immunoréactives 

sont moins régulières et prononcées que dans la médulla. La plupart d'entre 

elles semblent avoir une origine protocérébrale bien que quelques rares 

cellules puissent être observées au voisinage de la lobula (Pl 1, fig. e). 

Enfin deux couches de fibres immunoréactives s'observent dans la 

lamina. 

Au niveau du protocérébron 

Les groupes de cellules immunoréactives ont été numérotés de 

la partie antérieure à la partie postérieure du cerveau cormne l'indique le 

tableau 1 et le bloc diagramme 1. Certains des groupes que nous avons 

définis sont composites et regroupent plusieurs populations neuronales. 

Ainsi les groupes latéro-dorsal (groupe 14) et latéral (groupe 9) qui 

occupent une aire relativement importante contiennent, en plus de petits 

neurones, des corps cellulaires de taille moyenne et de grande taille. 

Dans un même groupe, quelques cellules peuvent apparaître fortement 

marquées alors que d'autres ne réagissent que faiblement à l'immunsérum 

(par exemple dans le groupe 1, seules les cellules de petite taille sont 

intensément colorées). Le marquage de certaines cellules (par exemple des 

groupes 6, 7, 10 et 16) est aussi intense après incubation avec l'immunsérum 

anti-CCK-8s qu'avec l'immunsérum anti-CCK-8NS. Au contraire, les grosses 

cellules piriformes du groupe 13 comme la plupart des petites cellules des 

groupes 8, 9, 12, 14 et 15 ne réagissent pas ou très faiblement à l'irmnunsérum 

anti-CCK-8s. 

Au niveau du tritocérébron 

Plusieurs groupes comportant au total 12 à 15 cellules immunoréactives 

sont situés antérieurement en position latéro-ventrale ou dorsale, à proximité 

du neuropile tritocérébral. Plus postérieurement,3 à 4 cellules de taille 

moyenne, faiblement marquées sont localisées latéro-dorsalement et autant 

sont présentes en position plus dnrsale. Le marquage diffère quelque peu 



:Intensité du marquage: groupe : nombre de : taille ' localisation : 
: CCK-8NS: CCK-8s : figures llulaire: cellules : 

: + : + 
1 : 4-6 grandes - à + + ,  - à +  1 O +++ +++ : paramédiane : Pl. 1,figs. g et 

4 petites . 

2 : paramédiane : 15-20 : très petite : ++ : + : Pl. 1,fig. f dorsale 

3 2 
' +  + 

: très grande : - à +++ : - à +  : sagittale . Pl. 1,fig. f 
dorsale Pl. II, figs. a et 

3-4 : 1 petite dorsale 

: petite à : + 
5 10 - à ++ : O à + latéro-ventrale: 

: moyenne 

6 2 : +++ : +++ : dorsale 
: moyenne : parasagittale : 

7 4-5 : grande : +++ dorsale 
: Pl. 11,figs. c et paramédiane . 

- +  + 
8 1 O petite : - à + : O à - : latéro-dorsale : Pl. 11,figs.c et 

: + + : - à + O à -  
9 16 

: 12 petites . 
4 grandes : ++ ++ latérale : Pl. 11,figs.c et 

1 O 3 : grande : +++ : +++ 

: grande : + ventrale : Pl. II, fig.c 

12  1 O petite - à + +  : o à +  : : Pl. II, fig3.e et 
. +  centrale à 

' 

ventrale . 

13 4-5 : grande : +++ + -  
: O à -  : dorsale : Pl. 11,figs.e et f 

5 ,.-LA,,, 

i n  : 5 moyennes : + 

+ -  
: O à -  : latérale : Pl. II ,figs, e et 

16 2 grande : +++ : +++ centrale : Pl II, figs. eet 

Tableau 1 : Localisation des groupes cellulaires du protocerebron (tous 
groupes ont une disposition symétrique). 



selon les tvpes cellulaires (les cellules latéro-ventrales sont les plus 

intensément marquées) et l'immunsérum utilisé ; les réactions sont toujours 

moins nettes après incubation avec l'immunsérum anti-CCK-8s. 

Au niveau du corps cardiaque 

Une immunoréactivité s'observe d'une part dans certaines cellules 

du corps cardiaque et d'autre part dans les fibres nerveuses et terminaisons 

axonales issues probablement de cellules protocérébrales, via les n a v i  

cohpvhin coutdiaci (nccI). Ainsi du matériel apparenté à la cholécystokinine 

existe en tant que peptide extrinsèque (protocérébral) et intrinsèque, 

contrairement à ce qui a été décrit chez la blatte Leucophaea madwe 

(Hansen et Coll., 1982), chez laquelle une même molécule peptidique ne semble Pas 

être à la fois d'origine extrinsèque et intrinsèque. 

Au niveau du système nerveux stomatogastrique 

Plus d'une dizaine de cellules de grande taille (25 Pm de diamètre) 

(Pl. III, figs. a et b) sont marquées dans la partie antérieure du ganglion 

frontal après incubation avec les sérums anti-CCK-8s ou anti-CCK-8NS. De plus, 

15 à 20 cellules de taille moyenne situées dans la partie postérieure du 

ganglion réagissent uniquement à l'immunsérum anti-CCK-8NS. 

Au niveau du ganglion sous-oesophagien 

Une douzaine de groupes cellulaires symétriques renfermant une ou 

plusieurs cellules réagissent à l'immunsérum anti-CCK-,8NS. La distribution 

de ces neurones est résumée dans le bloc diagramme 1. Quand l'immunsérum 

anti-CCK-8s est utilisé au lieu de l'immunsérum anti-CCK-8NS, les dépôts 

immunoréactifs sont fréquemment moins intenses. Ainsi, la plupart des 

cellules CCK-8NS positives sont faiblement marquées par l'irmnunsérum 

anti-CCK-8S (par exemple les groupes 2, 3 et 5, les petites cellules du 

groupe 10). Seules,les grosses cellules des groupes 8 et 9 et quelques 

cellules de taille moyenne du groupe 12 apparaissent intensément marquées 

par les deux immunsérums. 

Observations sur coupes à la paraffine 

Seu1,le sérum anti-CCK-8NS a été testé. De nombreux groupes 

cellulaires détectés sur coupes au cryostat ne sont pas marqués (ex. 

cellules paramédianes de la partie antérieure du protocérébron, cellules 



:Intensité bu marquage: 
groupe : nombre de : 

taille localisation : figures 5llulaire: cellules : : CCK-8NS : CCK-8s : 

1  : 6-8 : grande : O à +  : O  :latéro-dorsale : 

2 3 petite ++ : parasagittale Tl. III, fig. e 
: centro-dorsale : 

3 3 : petite ++ : parasagittale 
Pl. 111,figs.c-e 

: centro-ventrale: 

petite : latéro-ventrale: 

5 3 : grande : +++ : + : latéro-dorsale : Pl. III ,figs. c-e 

* +  
: moyenne . - à +++ : ? ; médio-ventrale : 

7 : 4-5 : grandes : ++ à +++: + à ++ médio-dorsale j 
: 2-3 moyennes : 

+++ +++ grande ventrale : Pl. II1,fig.h 

9 1  : grande : +++ : +++ : médio-ventrale : Pl. IIIIfigs f-h 

+ 
: 1 0  grandes : - à ++ : O à + 1  O : 12 
:3-4moyennes : ++ à +++: + : latéro-ventrale: Pl. II1,figs.i-k 

+ -  
11 1  : grande : +++ : O à -  : latérale : Pl. II1,figs. 1-n 

- +  
: 6-8 moyennes : + à +++ : - à ++ 1 2  : 15 + médio-dorsale Pl. III, figs. i-p $- IO très grandes + à +++ : - à ++ : 

MLLE @ 
Tableau 2 : ~ocalisation des groupes cellulaires du ganglion sous- 

oesophagien (tous les groupes ont une disposition 
symétrique sauf les groupes 7 et 1 2 ) .  



médio-dorsales de la partie postérieure du ganglion sous-oesophagien ... 1. 
Toutefois, en cas de réponse positive, l'intensité de la réaction est aussi 

forte que sur coupes au cryostat . 

Discussion 

Chez les Mammifères, l'hormone intestinale, la cholécystokinine 

est présente en grande quantité dans les systèmes nerveux périphérique et 

central, plus particulièrement dans le système nerveux central qui apparaît 

comme le site principal de production de la cholécystokinine. Chez les 

Insectes, peu d'études ont été réalisées jusqu'à présent. Trois groupes 

symétriques de 3 à 4 cellules réagissant au pentapeptide C-terminal de la 

gastrine sont présents dans le cerveau de la mouche ~ h i n X d h  aenu 

(El-Salhy et Coll., 1980). 

Cinq groupes de neurones immunoréactifs ont été décrits chez la 

mouche bleue C&phaha V U & V ~ & X  (Duve et Thorpe, 1981). Un goupe unique 

de 3 à 4 cellules irmnunoréactives s'observe dans chaque moitié du protocérébron 

de Manduca hexta (El-Salhy et Coll., 1983). Ainsi chez toutes ces espèces, 

le nombre de cellules CCKIgastrine positives reste toujours modéré. 

Chez Auhna cyanea le nombre de cellules immunoréactives est 

nettement plus important que dans les espèces étudiées jusqu'à présent. 

En effet,plus d'une centaine de cellules réagissent à l'immunsérum anti-CCK-8NS 

dans chaque moitié du cerveau. Elles constituent 16 groupes dans le seul 

protocérébron et 12 dans le ganglion sous-oesophagien. Ces divergences peuvent 

correspondre,soit à de vraies différences spécifiques,soit à des variations 

liées à la sensibilité des immunsérums utilisés par les différents auteurs. 

Deux problèmes inhérents aux études innnunohistochimiques concernent 

en effet, l'un la spécificité, l'autre la sensibilité des anticorps. 

Dans nos contrôles, l'immunoréactivité disparaît après absorption de 

l'irmnunsérum par un excès de l'antigène correspondant. De plus, par RIA, * 
il a été démontré que l'irmnunsérum anti-CCK-8NS donne de fortes réactions 

croisées avec la cholécystokinine-8NS, -8s et la gastrine (1-17), mais pas 

avec la substance P, la somatostatine, les leu- et met-enképhalines, la 

B-endorphine, le peptide FMRF-amide (Studler et Coll., 1984). En conclusion, 

si nos immunsérums apparaissent hautement spécifiques, ils ne permettent pas 

de dissocier une immunoréactivité anti-gastrine d'une immunoréactivité anti-CCK. 

* radioimmunoassay 



En règle générale, la réaction est toujours beaucoup plus 

importante quand l'immunsérum anti-CCK-8NS est employé au lieu de 

l'immunsérum anti-CCK-8s. Seules,les cellules CCK-8NS très intensément 

(+++) OU intensément (++) marquées présentent une forte réaction avec 

l'immunsérum anti-CCK-8s. Les cellules plus faiblement réactives (+) sont 

difficilement reconnaissables lorsque l'immunsérum anti-CCK-8s est employé. 

Il semble donc logique de penser que la localisation immunohistochimique du 

matériel apparenté à la cholécystokinine est quelque peu entravée par une 

sensibilité trop faible de l'immunsérum anti-CCK-8s. Cependant, un tel 

argument ne permet pas d'expliquer pourquoi certains corps cellulaires de 

grande taille comme ceux du groupe 13 du protocérébron qui sont fortement 

marqués par l'immunsérum anti-CCK-8NS ne sont pas ou très difficilement 

détectés après incubation avec l'immunsérum anti-CCK-8s. Le fait que,quelques 

neurones peuvent réagir avec des anticorps dirigés contre d'autres peptides, 

comme c'est le cas des neurones du groupe 13 qui montrent une immunoréactivité 

avec l'immunsérum anti-hp GRF (cf chapitre IV),ne permet pas de répondre 

à cette question. 

Des différences de marquage des neurones d'un même groupe,comme 

c'est le cas des gros neurones du septième groupe du ganglion sous-oesophagien, 

reflètent probablement les variations de quantité d'antigène présent,plutôt 

que des différences dans l'immunoréactivité du peptide. Bien que nous n'ayons 

pas chez les Insectes d'informations relatives à la structure de la molécule 

ou des molécules apparentées à la cholécystokinine, il est probable que, comme 

chez les Mammifères,différentes formes moléculaires soient présentes dans le 

système nerveux et soient,par conséquent,plus ou moins bien reconnues par nos 

immunsérurns. 

De nombreux peptides apparentés à ceux de Mammifères ont été 

décrits dans les corps cardiaques de Leucophaea mademe (Hansen et Coll., 1982), 

mais,jusqulà présent,une substance apparentée à la cholécystokinine a été 

uniquement mise en évidence dans les corps cardiaques de CaULphoxa votrdotLia 

(Duve et Thorpe, 1984). Nos résultats concordent avec ceux de Duve et Thorpe 

chez C d L i p h o m  : le marquage concerne à la fois les terminaisons axonales et 

les cellules glandulaires. Ainsi, comme c'est souvent le cas dans un organe 

neurohémal, en plus du rôle neurotransmetteur ou neuromodulateur (non démontrés 

mais fort probables dans les centres nerveux), la substance apparentée à la 

cholécystokinine pourrait jouer un rôle neurohormonal. 



Bloc diagramme 2 

Localisation des groupes cellulaires réagissant 

à un immunsérum anti-insuline. 



2) Immunoréactivité anti-insuline 

L ' i n n d n e  en;t une molécuLe pepXidLque de 5 1 ac idu  amina, conn&Ltuée 

de 2 c h d n u  cownenant /tupe&vewnt 27 ( chdne  A ) & 30 ac idu  aminéa 
(chdne  6 ), d o n t  l ' a d L o n  hypaglycé~ante  a &;té pum2cdehemQvtt bien EXabkZe 
chez lu Mamidèlra. Le polypeptide à aon otLigine, l a  pnépnoi~ukXne, corpohXe 
7 70 a&den amin& ( B a  G co.U., 7919 ). L'excinion de aon exhtémi;té N XmmLnde 

c h d n u  A & B,un peptide la connectant. Ce peptide, d o n t  l a  aécjuence U X  

De nombreux péricaryons sont révélés dans le système nerveux 

central après fixation au Bouin hollande sublimé (bloc diagramne 2). Au 

niveau des lobes optiques, deux groupes de cellules imrnunoréactives sont 

détectés : (1) le premier comprend quinze à vingt cellules dorsales de 

taille moyenne qui envoient leurs axones vers la médulla (Pl. IV,figs. b, 

e et f) ; (2) le second est constitué de deux cellules de taille moyenne 

et d'une dizaine de très petites cellules situées ventralement au voisinage 

de la lobula (Pl. IV,fig. b) . 
Dix groupes de cellules immunoréactives s'observent dans chaque 

moitié du protocérébron (tableau 3 ) .  La numérotation est faite de la région 

antérieure vers la région postérieure. 

Groupe cellulaire : Nombre de cellules : Taille : Localisation Figures 

1 1 : moyenne : centrale : Pl. IV, fig. e 

2 4-5 : petite :paramédiane ,dorsale: Pl. IV, fig. e 

3 2-3 : petite : dorsale 

4 g20 : petite : latéro-ventrale : Pl. IV,fig. g 

5 2-3 parasagittale . 
: petite : . ( p a m  in to~cetebmL& ) 

6 3 : moyenne 
paramédiane 

: (pa/rn in tmcmebhd&) PI. Iv,fig. h i 

7 5-6 : petite : latéro-dorsale : 

8 5-6 : petite : latérale 

9 4 : grande : dorsale : Pl. IV,fig. j 

1 O 4-5 1 petite latéro-dorsale 1 



Trois groupes de quatre à six petites cellules sont situés autour 

du neuropile tritocérébra1,respectivement en position latéro-ventrale 

(Pl. IV,figs. c et d), latérale et dorsale (Pl. IV,fig. f ) .  

Trois groupes symétriques de quelques cellules immunoréactives 

(une ou deux) sont présents dans le ganglion sous-oesophagien : (1) une 

petite cellule médio-ventrale antérieure ; (2) deux petites cellules 

latéro-ventrales ; (3) une cellule latérale de taille moyenne. Par ailleurs, 

une grande cellule dorsale réagit à l'immunsérum dans la partie postérieure 

du ganglion. Aucun corps cellulaire n'est détecté dans le ganglion frontal 

bien que de nombreuses fibres soient intensément marquées (Pl. IV,fig. a) 

Des terminaisons axonales présentes dans le corps cardiaque sont également 

marquées. 

Seules les cellules protocérébrales du groupe 9 sont détectées 

sur coupes au cryostat (Pl. IV, fig. i). 

Discussion 

Des substances apparentées à l'insuline ont été détectées par 

radioimmunoassay ou par immunohistochimie dans le système nerveux de 

nombreux Insectes : Caeeiphota vomilohia (Duve et Thorpe, 1979), Bombyx 

m o d  (Yui et coll., 1980), EfLinaW3.A aenw (El-Salhy et coll., 1980), 

Manduca aexta (El-Salhy et coll., 19831, U~ltrUvtia nub.Xahh (Lavenseau 

et coll., 1984), Lep2ino;tama decemLineata (Veanstra et coll., 1985b) . 
Par ailleurs des peptides apparentés à l'insuline ont été décrits dans les 

corps cardiaques (Tager et coll., 1976 ; Orchard et Loughton, 1980) et 

dans l'intestin moyen (Ishay et coll., 1976 ; Moreau et coll., 1981 ; 

Lequellec et coll., 1982). 

Des études récentes (Kramer et coll., 1982 ; Duve et Thorpe, 

1984 ; O'Connor et Baxter, 1985) ont démontré que la séquence peptidique 

de l'insuline des Insectes est très proche de celle de l'insuline mammalienne. 

Ses fonctions seraient de même analogues à celles exercées par l'insuline 

de Mammifères. Ainsi, elle joue le rôle de facteur hypoglycémiant et favorise 

la pénétration du glucose dans les cellules adipeuses du rat (O'Connor et 

Baxter, 1985). 

La séquence peptidique de l'hormone prothoracotrope (PTTH) de 

Bombyx rno.bi montre de grandes homologies avec celle de la chaîne A de 
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l'insuline (Nagasawa et coll., 1985). Quoique la PTTH de Bombyx m d  ne 

reconnaisse pas l'anticorps anti-cobaye dirigé contre l'insuline porcine 

(Nagasawa et coll., 1985), il n'est pas exclu qu'un immunsérum anti-insuline 

ne puisse, chez d'autres Insectes, révéler des cellules de la p ~ i h 5  i n t m c m e b n u  
sécrétant la PTTH. Chez Auhna cyanea, nous avons pu observer, dans cette 

partie du cerveau, deux types cellulaires qui réagissent à l'immunsérum 

anti-insuline : de petites cellules parasagittales et de grandes cellules 

latérales. Ainsi, l'un ou l'autre de ces groupes cellulaires pourrait-il 

intervenir dans le contrôle de la sécrétion des glandes ventrales, sources 

de la PTTH. 

3) Irnmunoréactivité anti-motiline 

La rnaf,ü?.Lne ut un poLypep;tide de 22  ac ida  aminéa q d ,  Q. &'o/Ggine , 
d u t  h o L i  de L ' i n t u L i n  de pohc (hown et COU., 1972 ). Elle d o L t  aon 

nom au d a L t  qu' &le pnovoque d u  conttaotiond de La p m o i  aXumacde. Une 
aubaXance appaent6e à La m u U n e ,  quoique d L ~ ~ 6 n e n t e  ( B ~ n d d d  et 
Kokchd, : 9 8 5 )  a éXé egdement d6Xectée dam l e  caveau d u  Mammidèkes. 

Observations sur coupes à congélation 

De nombreuses fibres nerveuses immunoréactives s'observent dans 

le cerveau ( P l .  V, fig. f) et le ganglion sous-oesophagien (Pl. V f ig. d) 

Elles snnt aussi présentes dans le ganglion frontal (Pl. V fig. a) et dans 

les lobes optiques, quoique mains abondantes. Des cellules immunoréactives 

s'observent au voisingge des lobes optiques, dans la partie postérieure du 

protocérébron et dans le ganglion sous-oesophagien (bloc diagramme 3). 

Quelques cellules de taille moyenne, faiblement réactives existent 

antérieurement au voisinage de la médulla, Dans le protocérébron, les cellules 

irnmuaoréactives sont uniquement localisées dans la partie postérieure et cons- 

tituent trois groupes symétriques : (1)  trois à quatre grandes cellules dorsales 

(Pl. V, fig. c) ,. (2) quelques rares petites cellules latéro~dorsales, (3) une cellule 

latéro-ventrale de taille moyenne. Dans le ganglion sous-oesophagien, les 

cellules immunoréacfives apparaissent toujours de façon isolée. Des cellules 

de taille moyenne à très grande, situées repectivement en position latéro- 

dorsale et latSro-ventrale (Pl. V, figs. d et e) dans la partie 





antérieure de chaque moitié du ganglion. De plus, deux cellules médio- 

dorsales de taille moyenne et une cellule ventrale sont situées en 

position sagittale (Pl. V,fig. e). Postérieurement,on observe une cellule 

latéro-ventrale de taille moyenne et une cellule médio-dorsale. Seules, 

quelques terminaisons axonales sont révélées par l'immunsérum anti-motiline 

dans le corps cardiaque . 

Observations sur coupes à la paraffine 

Quelques cellules non visibles sur coupes au cryostat s'observent 

sur coupes à la paraffine. Dans le protocérébron, il s'agit de deux grandes 

cellules paramédianes dorsales (Pl. V, f ig. b) , auxquelles s'ajoutent, de 
façon inconstante, deux grandes cellules centrales. Par contre, certains 

types cellulaires ne sont plus détectés ; ainsi les cellules latéro-dorsales 

protocérébrales et les grandes cellules latérales du ganglion sous-oesophagien. 

Discussion 

Chez les Insectes, seuls,à ce jour Veenstra et coll. (1985b) ont 

décrit une immunoréactivité anti-motiline chez le doryphore Lepfinotama 

decmLLnea;ta ; la recherche d'une substance apparentée à la motiline 

ayant,préalablement,été tentée,sans succès,chez Manduca aex;ta (El-Salhy 

et coll., 1983). 

4) ~mmunoréactivité anti-polypeptide intestinal vasoactif (VIP) 

Le V1P a;t une moLéa.de pepLLdiyue de 28  aciden aminéa q u i  SUL 

h o l é e  de L ' iu t ta f in  g h z e  de pohc ( S a i d  cd M U ,  7970 ,  1 9 7 2  ) cd, secondai- 

h ~ ~ ~ ,  mine en évidence dam Le caveau (CdylLinX cd COU., 7 9 8 2  ) . Chez 

l en  Mammi~èha, Ce V1P e x a c e  une a d o n  aaSmlLeante b u t  l a  héchéfion d'eau 

cd d' éle&oly;ta patr l e n  c a u R a  i n t a L L n d a .  

Observations sur coupes à congélation 

Trois gaoupes symétriques de cellules protocérébrales~réagissent  

à l'immunsérum anti-VIP (bloc diagramme 4) : (1)  deux grandes cellules 

rondes paramédianes (Pl. V,fig. 11, (2) cinq à six petites cellules latéro- 

- dorsales (Pl. V, fig. 1) , (3) deux à trois petites cellules centrales parasagi ttales 

(Pl. V,fig. 1). Dans le tritocérébron, quatre à cinq petites cellules 





a i n s i  que 2 c e l l u l e s  l a t é ro -do r sa l e s  de t a i l l e  moyenne. Par a i l l e u r s ,  3-4 grandes 

c e l l u l e s  p ro tocé réb ra l e s  d o r s a l e s  r éag i s sen t  de façon incons tan te  e t  l e u r  

marquage, l o r s q u ' i l  e s t  p r é s e n t  r e s t e  t ou jou r s  t r è s  f a i b l e .  

Seules,deux à t r o i s  c e l l u l e s  VIP-pos i t ives  s 'observent  de façon 

b i l a t é r a l e  dans l a  p a r t i e  p o s t é r i e u r e  du ganglion sous-oesophagien. 

Aucun corps c e l l u l a i r e  n ' e s t  d é t e c t é  dans l e  gangl ion f r o n t a l  b i e n  que des 

f i b r e s  nerveuses s o i e n t  marquées (P l .  V , f ig .  g ) .  Du m a t é r i e l  immunoréactif 

e s t  également présent  dans l e  corps cardiaque e t  des  f i b r e s  nerveuses 

appa ra i s sen t  marquées dans l a  médulla e t  l a  lobula  (P l .  V,fig.  i ) .  

Observations s u r  coupes à l a  p a r a f f i n e .  

A l a  s u i t e  d'une f i x a t i o n  au Bauin hol lande sublimé; pl-usieurs groupes 

supplémentaires  de c e l l u l e s  r é a g i s s e n t  au sérum anti-VIP (b loc  diagramme 5 ) .  

Dans l e  pro tocérébron ,  quatre  groupes symétriques de c e l l u l e s  

immunoréactives s ' a j o u t e n t  à ceux précédemment d é c r i t s  : ( 1 )  deux c e l l u l e s  

l a t é ro -do r sa l e s  a n t é r i e u r e s  (P l .  V,f ig .  h ) .  (2 )  une d i za ine  de p e t i t e s  

c e l l u l e s  l a t é ro -ven t r a l e s  a n t é r i e u r e s ,  (3)  t r o i s  à qua t r e  p e t i t e s  c e l l u l e s  

paramédianes p o s t é r i e u r e s ,  (4)  une ou.deux grandes c e l l u l e s  c e n t r a l e s  

Dans l e  t r i t o c é r é b r o n , e n  p lus  des  c e l l u l e s  la té ro-vent ra les  (P l .  V ,  

f $ i .  j ) , t r o i s  à qua t r e  p e t i t e s  c e l l u l e s  do r sa l e s  ( P l .  V ,  f i g .  k )  a i n s i  qu'une 

c e l l u l e  de t a i l l e  moyenne sont  mises en  évidence. 

Dans l e  gangl ion sous-oesophagien , t r o i s  p a i r e s  de p e t i t e s  c e l l u l e s  - 

médio-dorsales, deux p a i r e s  de p e t i t e s  c e l l u l e s  médio-ventrales e t  une p a i r e  

de c e l l u l e s  médio-ventrales de t a i l l e  moyenne sont  s i t u é e s  antér ieurement .  

Une s e u l e  c e l l u l e  v e n t r a l e  de t a i l l e  moyenne e t  une p a i r e  de c e l l u l e s  l a t é r o -  

v e n t r a l e s  s ' observent p l u s  postér ieurement  
- ---- 

Discussion 

Comme chez l e s  Mammifères, du ma té r i e l  apparenté  au VIP e s t  p r é s e n t  

à l a  f o i s  dans l ' i n t e s t i n  moyen (Andries e t  Tramu, 1984) e t  dans l e  système 

nerveux d l A a h n a  cyanea. Du m a t é r i e l  apparenté  au VIP a é t é  précédemment 

d é c r i t  dans l e  système nerveux de Pui,dan&ta amuicana ( F u j i t a  e t  c o l l . ,  1981) 

e t  dans c e l u i  de Mcwzduca aexta (El-Sahly e t  c o l l . ,  1983). Par con t r e ,  Veenstra  

e t  c o l l .  (1985b) n 'on t  pas  déce l é  d' immunoréactivité anti-VIP chez 

LepLLna2ama decefineata. Bien que des d i£  f érences p u i s s e n t  e x i s t e r  e n t r e  

i n s e c t e s  d 'espèces  d i f f é r e n t e s ,  il semble vraisemblable  que c e l l e s - c i  s o i e n t ,  

comme c e l a  e s t  l e  cas  chez l 'aeshne, ,dues à l ' u t i l i s a t i o n  de f i x a t e u r s  d i f f é r e n t s  

e t / o u  à l a  s e n s i b i l i t é  de l'immunsérum u t i l i s é .  





5) Immunoréactivité ant i -somatol ibér ine 

L u  homatoLibetrhnu (GRF) ou d a c i e m  de . U b & d a n  de t'honrrwne 
de chudamce hgpophyaaihe o n t  &té  d o t E u  /récemment de Zumeclnn panchéa-tLqu~n 
de pdev t t s  at.tuhi% d ' a a o ~ g ~ e  ( G d e m C n  & c o u . ,  1 9 8 2  ; l2.iv.Lc-k cd 

COU., 19 8 2  ). I l  6 ' a@ de deux pepf idu &èh v o h i a  co wpo&tant ttupedvemeutt 

40 44 a c i d u  amina. P h  /récemment encahe, S p i a h  & cos. ( 7 9 8 3  ) OUA 
d o t é  une howtx..to.Ubéhine h y p o Z h ~ ~ q u e  (trh GRFI . 

L'immunsérum que nous avons u t i l i s é  e s t  d i r i g é  con t r e  Le hp (1-44) 

GRF. Les r é s u l t a t s  son t  ident iques  s u r  coupes au c r y o s t a t  e t  s u r  coupes à l a  

pa ra f f ine  (b loc  diagramme 6 ) .  

P l u s i e u r s  groupes de c e l l u l e s  immunoréactives sont  l o c a l i s é s  dans 

l e  cerveau dlAuhna cyanea. Plus d'une cinquantaine de p e t i t e s  c e l l u l e s  

(12-15 um de diamztre)  sont  s i t u é e s  e n  p o s i t i o n  l a t é r a l e ,dans  l a  p a r t i e  

an t é r i eu re , au  vois inage  des lobes opt iques .  Des f i b r e s  nerveuses i s s u e s  de 

ces  pér icaryons  péné t r en t  dans l a  lamina (P l .  V1,f ig .  a ) .  Des groupes symé- 

t r i q u e s  de c e l l u l e s  immunoréactives sont  s i t u é s  dans l a  p a r t i e  pos t é r i eu re  

du protocérébron.  Le premier  d ' e n t r e  eux e s t  s i t u é  latéro-dorsalement,  à 

proximi té  des  lobes opt iques  e t  comprend qua t r e  à cinq p e t i t e s  c e l l u l e s  

(12-15 um de diamètre)  (P l .  v1 , f ig s .d  e t  f ) .  Quatre à cinq grandes c e l l u l e s  

p i r i formes  (25-30 Pm de diamètre),  s i t u é e s  en p o s i t i o n  p l u s  médiane, c o n s t i t u e n t  

l e  second groupe (Pl .  V I ,  f i g s .  d ,  f e t  h ) .  Le t ro is ième groupe e s t  composé 

de deux p e t i t e s  , c e l l u l e s  médio-centrales ( 1  5  um de diamètre) .  Par a i l l e u r s ,  

une ou deux p e t i t e s  c e l l u l e s  l a t é r a l e s  ( P l .  V1,f ig .  f )  e t  au t an t  de c e l l u l e s  

de grande t a i l l e  (Pl .  VI , f i g .  h)  paramédianes r éag i s sen t  faiblement  e t  de 

façon incons tan te  à l'immunsérum. 

De nombreuses f i b r e s  intensément marquées s  'observent dans l e s  

netrvi cohpolrh candiaci (nccI)  (P l .  V I ,  f i g .  b) de même que l e u r s  terminaisons 

dans l e  corps cardiaque . Dans l e  t r i t o c é r é b r o n ,  qua t re  p a i r e s  de p e t i t e s  

c e l l u l e s  immunoréactives (15 um de diamètre)  sont  observées e n  p o s i t i o n  

l a t é ro -ven t r a l e , à  proximi té  du neuropi le  t r i t o c é r é b r a l  (P l .  V1, f ig .  c ) .  

Des c e l l u l e s  hp GRF p o s i t i v e s  sont  également p ré sen te s  dans l e  

gangl ion sous-oesophagien. Deux groupes de p e t i t e s  c e l l u l e s  (15 Pm de 

diamètre) (deux à t r o i s  p a i r e s  de c e l l u l e s  do r sa l e s  e t  au t an t  de v e n t r a l e s )  

son t  l o c a l i s é s  dans l a  p a r t i e  a n t é r i e u r e ,  e n  p o s i t i o n  s a g i t t a l e  (P l  V I  , f i g .  e )  . 
Une grande c e l l u l e  (30 Pm de diamètre)  e s t  s i t u é e  ventralement dans l a  p a r t i e  

pos t é r i eu re  (P l .  V I ,  f  i g .  g) t a n d i s  que deux grandes c e l l u l e s  s i t u é e s  p l u s  



p ~ s t é r i e u r e m e n t ~ e n  p o s i t i o n  l a t é r a l e  ou l a t é ro -ven t r a l e  sont faiblement  

marqu&es. Aucun corps c e l l u l a i r e  n ' e s t  d é t e c t é  lorsque  l ' a n t i c o r p s  anti-hp 

GRP e s t  s a t u r é  p a r  l ' a n t i g è n e  correspondant.  

Discussion 

Une immunoréactivité anti-hp GRF a également é t é  décelée dans l e  

tube d i g e s t i f  dlAeshna cyanea (Andries e t  Tramu, 1984, 1985a) e t  de 

8 h b ~ u A  OumiidUz (Andries e t  Tramu 1985b). E l l e  e s t  également d é t e c t é e  

dans l e  cerveau des  Annélides (Dhainaut-Courtois e t  c o l l . ,  1986). Jusqu 'à  

p r é s e n t ,  e l l e  n ' a  p a s  é t é  mentionnée dans l e  système nerveux des I n s e c t e s ,  

t r è s  probablement e n  r a i s o n  de l a  découverte t ou te  récente  de ce pep t ide .  

Par s a  séquence pept id ique ,  l e  GRF s 'apparente  aux p e p t i d e s  de 

l a  f a m i l l e  de l a  s é c r é t i n e  e t  du VIP. Entre  l e s  p o s i t i o n s  1 e t  7 de son 

ex t r émi t é  N-terminale, l e  GRF possède en  e f f e t  4 .  r é s idus  iden t iques  avec 

l e  VIP, 3 avec l a  s é c r é t i n e  e t  2 avec l e  glucagon. Il e s t  de ce f a i t  envi-  

sageable que l e  sérum anti-hp GRF puisse  r econna î t r e  un pept ide  de c e t t e  

f ami l l e .  Nous avons mentionné,préalablement,l'existence d'une immunoréactivité 

anti-VIP chez l e s  In sec t e s .  De même des substances apparentées  respect ivement  

à l a  s é c r é t i n e  (El-Salhy e t  c o l l . ,  1980, 1983) e t  au glucagon (Tager e t  c o l l . ,  

1976 ; El-Salhy e t  c o l l . ,  1983 ; Raabe,.1985) ont  é t é  mises en évidence 

dans l e u r  système nerveux. 
- 

6 )  Immunoréactivité a n t i - g a s t r o l i b é r i n e  (GRP) 

Le GRP a.t un heptacooapepa%de (27 acides amina) q u i  6u.t h o l é  

en 7 979 pm Mc Donald e,t COU. Z pcvLtin de l '  atome de ponc. La oéquence 

d e s  70 acides amina de aon e&éwLté C-teminale at idenLique,à un 

acide amine ph&, à c&e de l a  bathbine,  un t&;ttLaiiécapep&Lde d o l é  de 
la peau d '  Ampkibiwz ( A n u t a i  e,t COU., 7 97 7 ) . 

Peu de c e l l u l e s  r éag i s sen t  à l'immunsérum anti-GRP. E l l e s  se  

l i m i t e n t  à 4 grandes c e l l u l e s  s a g i t t a l e s  (Pl.. VI1 , f ig .  a )  de l a  p a r t i e  

an t é r i eu re  du p ro tocé ré l ron  e t  à une 'ou deux p e t i t e s  c e l l u l e s  l a t é r o -  

do r sa l e s  (P l .  VI1 , f ig .  b ) ,  l e s q u e l l e s  sont  faiblement  r éac t ives  a l o r s  que l e s  

f i b r e s  nerveuses appa ra i s sen t  tou jours  t r è s  nettement marquées ( P l .  V I 1  f i g .  c ) .  



Au niveau du t r i t o c é r é b r o n ,  l ' immunoréact ivi té  r e s t e  exclusivement 

l o c a l i s é e  dans l e s  f i b r e s  nerveuses du neuropi le  (Pf.  VI1 , f ig .  d ) . ; aucun 

corps c e l l u l a i r e  n ' appa ra i s san t  marqué. Il e n  e s t  de même pour l e s  ganglions 

sous-oesophagien (P l .  V I 1  f i g .  e) e t  f r o n t a l .  

Discussion 

La séquence des  ac ides  aminés du GRP e s t  vo i s ine  de c e l l e  de 

l a  bombésine e t  l e  marquage anti-GRP d i s p a r a î t  après  absorp t ion  de l'immun- 

sérum pa r  l a  bombésine (du moins chez l e s  In sec t e s )  (Veenstra  e t  Yanaihara, 

1984). Pour ce s  r a i s o n s ,  nous p a r l e r o n s  d' immunoréactivité anti-GRP/bombésine. 

Une r é a c t i o n  anti-GRP/bombésine a é t é  observée dans l e  système 

nerveux de nombreux i n s e c t e s  (Veenstra  e t  Yanaihara, 1984) quo iqu ' e l l e  

n ' a i t  pu ê t r e  démontrée chez tous  l e s  I n s e c t e s  é tud ié s  (El-Salhy e t  c o l l . ,  

1980, 1983 ; Veenstra  e t  Yanaihara, 1984). Si ,dans quelques e spèces ,  des 

neurones immunoréactif s sont  obsemés  dans l e s  mêmes rég ions  du cerveau e n  

nombre sensiblement cons tan t ,  dans d ' au t r e s ,  l e u r  nombre d i f f è r e  nettement , 
a l l a n t  d 'un s e u l  groupe de 4 c e l l u l e s  (Munca d o m f i c a )  à p l u s i e u r s  centa ines  

de c e l l u l e s  (Low; t a  wiigtatohia) , du moins s i  l ' on  i n c l u t  l e s  lobes  op t i q u e s .  

Rappelons que chez l ' a e shne ,  l e  nombre de c e l l u l e s  r é a g i s s a n t  à l'irnmunsérum 

r e s t e  touijours t r è s  f a i b l e  . 
Le d ipep t ide  de l ' e x t r é m i t é  C-terminale du GRP e s t  ident ique  à 

c e l u i  de l a  substance P, ce qu i  rend envisageable une poss ib l e  r é a c t i o n  

c ro i sée  e n t r e  l e  GRP e t  l a  substance P (Roth e t  c o l l . ,  1982). Co= nous 

l e  ver rons ,  b i e n  que nous ayons m i s  e n  évidence des f i b r e s  nerveuses p a r  

l'immunsérum ant i -substance P,  nous n'avons pas r é u s s i  à d é t e c t e r  de 

corps c e l l u l a i r e .  Comme, p a r  a i l l e u r s ,  l a  d i s p o s i t i o n  des f i b r e s  nerveuses 

immunoréactives à l ' u n  e t  à l ' a u t r e  des  immunsérums d i f f è r e ,  il ne semble 

donc pas que l ' é v e n t u a l i t é  d'une r é a c t i o n  c ro i sée  puisse  ê t r e  re tenue .  

7 )  Immunoréactivité ant i -substance P 

C o W e m n t  aux au;tiren pepa2den du ayaXèm ~ntéau-ga;trw-panckéatique, 

La aub~Xance  P bu,t d'abatld h a l é e  de &'hypolth&am (Chang & Leem,  
1970 ; Chang et c o u . ,  7 9 7 1 )  avant  de L'&te de  L1in;tuLLn (SXuclm et 
c o u . ,  1973 ). TL a 'a@ d'un pepLLde de  1 1 aciden amini% dont  R u  donctLom, 

encotre mt d é d i d u  à ce j o u r , a p p m a e n t  mLetipLu : moddat ion  de  La 

m u é  in ten . t inde ,  ;trlan?l d a i o n  de  L'indoizmtion m c i c e p f i v e  . . . 



Bien qu'une r é a c t i o n  modérée s o i t  observable  au niveau de c e r t a i n e s  

f i b r e s  nerveuses pro tocérébra les  (Pl .  VI1 , f ig .  f )  aucun corps c e l l u l a i r e  

n ' a  é t é  d é t e c t é  avec c e r t i t u d e  que ce  s o i t  dans l e  cerveau, l e  gangl ion 

sous-oesophagien ou l e  ganglion f r o n t a l .  Une r é a c t i o n  p lus  n e t t e  S'observe 

par  contre  au niveau des terminaisons nerveuses p ré sen te s  dans l e  corps 

cardiaque (P l .  V I I ,  f i g .  g) . 

Discussion 

Préalablement à no t r e  é tude ,  une immunoréactivité ant i -substance P 

a é t é  démontrée dans l e  cerveau (El-Salhy e t  c o l l . ,  1980, 1983 ; Benedeczky 

e t  c o l l . ,  1982) e t  l e s  corps cardiaques (Hansen e t  c o l l . ,  1982) d ' I n s e c t e s .  

E l l e  e s t  également présente  dans l e s  c e l l u l e s  endocrines du tube d i g e s t i f  

(Andries e t  Tranu, 1984, 1985a e t  b ) .  

1 1 - LOCALISATION DE CELLULES RENFEWT UN MATÉR I EL 

APPARENTÉ A DES OPIOIDES 

Au corn  de La dmvLi&te décennie, plunieum pepfidu ayant d a  

auXvLt& bioLo&quu de type m t p W y  ue o n t  été h o t &  chez L u  MamtnidZfien 
et tegtroup& danb La ~a&e d u  o p i o i d u  . I l 2  cowtennent deux peM;tapep;tidu, 

l a  Leucine & La &hionine enh&ph&nu, &olés di% 7975 d m  Le cetveau 

(fiughu et coM. et d u  mLécuRu de p l u  grande k U e  contenant La héyuence 

pepfidiyue d a  enhéphfinu c o r n  1' a-néo- endofiphine (Kmgcw~a ex coLL., 

7 9 7 9 )  et La dynotphine ( GoLah-tdn & c o u .  , 7979  ] q u i  co wptennenX nape~vetneuiit  

9 eX 17 ac idu  amina. 

Chez L u  Mammiaittu, ;Dru,& pnécweum p o k e d &  den enhépha-tinu 
sont connu : La ptoopiome&nocotLtuze ( N a h d h i  & COU., 7979  J, La ptoenhé- 

phdine (Co& & COU., 7 9 8 2 ,  Noda et COU., 7 9 8 2 ,  GubLen et COU., 19 8 2  ) e;t 

La ptodgnonphine.. (KaLLdanL et col%. , 7 9 8 2  J .  La ptaenhéphdne mmtmlXenne 

ten~enmz 6 copiu  de mt-enhéphfine et une de leu-enhéphfine, La pnoopiomli- 

hocomXne  une s d e  met-enhéphdine et La ptodynotphine, q u i  u k  Le pnécmem 
de la dynotphine et de L'a-néo-endotphine, 3 copia de Leu-enképhaLine. 

Ayant à no t r e  d i s p o s i t i o n  4 ant isérums : anti-mét-enképhaline, 

-leu-enképhaline , -a-néo-endorphine , -dynorphine , nous avons r é a l i s é  une 

é tude  comparative en incubant de façon a l t e r n é e  des coupes s é r i é e s  avec l ' u n  

ou l ' a u t r e  de ces  an t i co rps .  





Comme pour un même ant iconps,  l a  r é a c t i v i t é  observée s u r  coupes 

au c ryos t a t  e t  à l a  p a r a f f i n e  n ' e s t  pas  forcément ident ique ,  nous avons 

tenu 2 comparer l e s  r é s u l t a t s  obtenus avec des procédures de f i x a t i o n  

d i f f é r e n t e s .  Cela e s t  r é a l i s a b l e  l o r sque  l e s  groupes de c e l l u l e s  immuno- 

r é a c t i v e s  sont  re la t ivement  importants  e t  suffisamment i s o l é s  l e s  uns des 

au t r e s .  

1 ) Immunoréactivité anti-leucine-enképhaline 

Observations s u r  coupes à congéla t ion  

Une s e u l e  c e l l u l e  r é a c t i v e  de t a i l l e  moyenne e s t  dé t ec t ée  au 

vois inage des  lobes  opt iques  (P l .  VI I1 , f ig s . a  e t  b) b ien  que de nombreuses 

f i b r e s  immunoréactives so i en t  observées dans l a  médulla e t  l a  l obu la .  A 

no te r  cependant deux c e l l u l e s  s i t u é e s  non l o i n  de l a  médulla, r é a g i s s a n t  

l 'une  faiblement ,  l ' a u t r e  modérément à l'immunsérum anti-leucine-enképhaline 

(Pl .  V I I I ,  f i g .  a ) .  

De nombreux groupes symétriques de c e l l u l e s  leu-enképhaline p o s i t i v e s  

sont  observés dans l e  protocérébron ( t ab l eau  4, b loc  diagramme 7 ) .  Dans l a  

p a r t i e  a n t é r i e u r e ,  un p ren ie r  groupe e s t  c o n s t i t u é  de deux à t r o i s  ce l lu3es  

paramédianes de t a i l l e  moyenne (P l .  VI I1 , f ig .  b)-Deux p a i r e s  de t r è s  grandes 

c e l l u l e s  s a g i t t a l e s  (40 um de diamètre)  forment l e  second groupe (P l .  V I I I ,  

f i g .  c ) .  P lus  postér ieurement ,  deux grandes c e l l u l e s  paramédianes sont  t r è s  

faiblement ,voire  non immunoréactives (groupe 3 )  (Pl .  VII1,f ig .  e )  t a n d i s  

que qua t re  à s i x  c e l l u l e s  (Pl .  V I I I ,  f i g .  d), intensément marquées, son t  s i t u é e s  

dorsalement (groupe 4) .  Quatre groupes composés de deux à quat re  ou cinq 

p e t i t e s  c e l l u l e s  sont,respectivement,situés en p o s i t i o n  l a t é ro -do r sa l e  

(groupe 5) (Pl .  VII1 , f ig .  e ) ,  l a t é r a l e  (groupe 6 )  (P l .  VII1,f ig .  e )  c e n t r a l e  

(groupes 7 e t  8) ( P l .  V I I I ,  f i g .  d )  e t  v e n t r a l e  (groupe 9 ) .  T ro i s  grandes 

c e l l u l e s ,  modérément à intensément immunoréact ives ,  s 'observent respectivement 

e n  p o s i t i o n  l a t é ro -do r sa l e  (groupe IO), l a t é r o ~ v e n t r a l e  (groupe 11) (P l .  V I I I ,  

f i g .  e )  e t  - l a t é r a l e  (groupe 12).  Des f i b r e s  nerveuses des n m v i  cakpah/in 

candiaci (nccI )  e t  l e u r s  terminaisons axonales dans l e  corps cardiaque 

appara issent  marquées. Quelques r a r e s  p e t i t e s  c e l l u l e s  immunoréactives sont  

p ré sen te s ,  c e r t a i n e s  ventralement ,  d ' a u t r e s  dorsalement p a r  rappor t  au 

neuropi le  t r i t o c é r é b r a l .  Seules  des f i b r e s  nerveuses sont  observées dans 

l e  ganglion f r o n t a l .  

De l a  p a r t i e  an t é r i eu re  à l a  p a r t i e  p o s t é r i e u r e  du gangl ion 

sous-oesophagien, s i x  groupes symétriques de c e l l u l e s  r éag i s sen t  à 1 ' immun- 

sérum anti-leu-enképhaline ( tab leau  5) . Le premier d ' e n t r e  eux e s t  c o n s t i t u é  

de deux p a i r e s  de p e t i t e s  c e l l u l e s  médio-ventrales , (Pl .  IX,f i g  . a); l e  second 



Etude comparative après  incubat ion  avec les  sérums anti-met-enképhaline, -a-néo-endorphine, 
-dynorphine. + 

I n t e n s i t é s  : (-) t r è s  f a i b l e ,  inconstante3 (+) f a ib l e ;  <++) f o r t e  

I n t e n s i t é  du marquage ~ é a c t i v i t é  
s u r  coupes 2 congéla t icn  Groupe : Nombre s u r  coupes à l a  p a r a f f i n e  f a i l l e  

: c e l l u l a i r e  : de c e l l u l e s  : :Loca l i s a t ion  ; leu-enké- : met-enké- : a-néo- : dynor- : leu-enkéL:met-enké- : a-néo- : dynor- 
: phal ine  : phal ine  :endorphine: phine : phal ine  : phal ine  :endorphine: phine 

1 2- 3  moyenne : paramédiane : + + 3 

2 2 : t r è s  grande : s a g i t t a l e  : + + 

+ 
.: paramédiane : 0 à - : 3 2-3 grande + * +  + + 
: dorsa le  : + .  

+ + 
4 4-6 : p e t i t e  : dor sa l e  : + - . - : + + 

5 
+ 

3-4 : p e t i t e  : l a t é rodor sa l e :  + - 

+ 
6 2-3 : p e t i t e  : l a t é r a l e  : - à +  : : + + 

7 2 : p e t i t e  : c e n t r a l e  : + + : + +  : + + 

+ +. - 
8 2 : p e t i t e  : c e n t r a l e  : - 

+ 
: p e t i t e  : v e n t r a l e  : - à + 9 4-5 

' grande l a t é rodor sa l e :  + + 

+ : grande : l a t é r o v e n t r a l e  + - 

- 12  1 : grande : l a t é r a l e  . : + + . + 



aJxo j  (++) ( a l q r e j  (+) t a ~ u e q s u o ~ u ?  ' a l q r e j  ~ 2 x 7  (;) : s g ~ ?  suaJuI  

-au~qbroudp-  6 a u ~ y d ; t o p u a - o ~ u - ~ -  
au?leqd?qua- am-;que smnxas s a 1  3 ane uo?qeqn~u?  ssxde anfaexeduio3 apnq3 au~lsqd?yua-na1 

- ? ~ u e  mnxas ne quess?%e?x ua~%eydosao-snos uorl%ue% np s a l n l l a 3  s a p  u o ? ~ s s ? ~ e 3 0 ~  : 5 nealqeL 

+ + ~ l e x q u a n o x ? ~ s ~  1 auuadoui 1 

- auuadoui 1 + 

: apuex% : - a~esxopo?p?rn, 
+ . g auuadoui : E-2 Z 

:aurqdxopua: au-tceqd a u ~ l e q d  1 ausqd :au?qdxopua: a u ~ l e q d  1 a u ~ l e q d  
eau-D . -?qua-  am: -?yua-na-[ :. -xouAp : -o?u-o -?qua-qaur: -?qua-na1 ' s a l n l 1 a ~  ap 1 a ~ ? e l n l ~ a ~ :  : u o ? ~ e s ? ~ e 3 0 ?  : a l l ?eL  : 

aJquioN . adno13 : : au-tjjexed E T  g sadnoa xns . . u o ? ~ s l ? % u o s  s a d n o ~  xns' 





regroupe deux à t r o i s  c e l l u l e s  do r sa l e s  de t a i l l e  moyenne. Chacun des 

qua t r e  a u t r e s  groupes ne comporte qu'une seu le  grande,voire  t r è s  grande, 

c e l l u l e  l o c a l i s é e  respectivement e n  p o s i t i o n  la té ro-dorsa le  (P l .  I X ,  f i g  . c), 

l a t é ro -ven t r a l e  (Pl .  IX,fig.  e )  ou l a t é r a l e  (P l .  IX, f ig .  f ) .  

A l ' excep t ion  des grandes c e l l u l e s  s a g i t t a l e s  s i t u é e s  dans l a  

p a r t i e  a n t é r i e u r e  du p ro tocé réb ro r ,  1 ' immunoréactivité e s t  supprimée lorsque 

l'immunsérum anti-leu-enképhaline e s t  s a t u r é  p a r  l ' a n t i g è n e  correspondant 

( 5  mglm1 de sérum non d i l u é ) .  

Observations s u r  coupes à l a  p a r a f f i n e  

Les r é s u l t a t s  obtenus s u r  coupes à l a  p a r a f f i n e  ap rè s  f i x a t i o n  au 

Bouin hol lande  sublimé ne son t  p a s  complétement' superposables  à ceux 

obtenus s u r  coupes au c ryos t a t  ap rè s  f i x a t i o n  au PAF ( tab leaux  4 e t  5 ) .  

Les r é s u l t a t s  observés s u r  coupes à l a  p a r a f f i n e  sont  i ncons t an t s  ; p a r f o i s  

aucune c e l l u l e  p ro tocé réb ra l e  n ' e  s t  dé t ec t ée  (seulement quelques r a r e s  

c e l l u l e s  du gangl ion sous-oesophagien l e  s o n t ) ,  p a r f o i s  l a  p l u p a r t  des 

c e l l u l e s  r é a c t i v e s  observées s u r  coupes au c r y o s t a t  appa ra i s sen t  marquées ( @f . 
tableaux4 e t  5 e t  b loc  diagramme 7) .  Dans ces  cas  cependant, c e r t a i n e s  

c e l l u l e s  ne sont  pas  marquées (groupes 1 ,  2,  3 ,  5 e t  9 du protocérébron)  

a l o r s  que d ' a u t r e s  c e l l u l e s ,  non dé t ec t ées  précédemment, appa ra i s sen t  

faiblement  marquées ( c ' e s t  l e  cas  de t r o i s  à quat re  grandes c e l l u l e s  do r sa l e s  
- 

e t  de deux grandes c e l l u l e s  c e n t r a l e s  de l a  p a r t i e  p o s t é r i e u r e  du protocérébrorî  

a i n s i  que de p e t i t e s  c e l l u l e s  p a r a s a g i t t a l e s  de l a  p a r t i e  a n t é r i e u r e  du 

gangl ion sous-oesophagien) . 

2) Immunoréactivité an t i -mé th ion ine -enkéwine  

Le nombre de c e l l u l e s  r é a g i s s a n t ,  s u r  coupes au c r y o s t a t  à 

l'immunsérum anti-méthionine-enképhaline e s t  mains important que c e l u i  

des c e l l u l e s  leu-enképhaline p o s i t i v e s  ( tab leaux  4 e t  5 ,  b loc  diagramme 8) . 
Ains i ,  s eu l e s  l e s  c e l l u l e s  des  groupes 3,  5 ,  7,  8 e t  1 1  du protocérébron 

(P l .  VII1 , f ig .  f )  e t  des  groupes 3 ,  4 e t  5 du gangl ion sous-oesophagien 

(P l .  IX,f igs .  b e t  d) p ré sen ten t  une immunoréactivité anti-met-enképhaline. 

De façon généra le ,  l e s  dépôts immunoréactifs sont  moins in t enses  quand 

l'immunsérum anti-met-enképhaline e s t  u t i l i s é  au l i e u  de l'immunsérum a n t i -  

leu-enképhaline, except ion  f a i t e  des  c e l l u l e s  du grouge 7 e t  s u r t o u t  de c e l l e s  

du groupe 3 (Pl .  V I I I ,  f i g .  f )  q u i  p ré sen ten t  un marquage p l u s  n e t .  Par a i l l e u r s ,  

s i x  à h u i t  p e t i t e s  c e l l u l e s  de l a  p a M  LuttmcmebtraeAn . sont  observées de 

façon incons tan te  e t  l e u r  marquage, l o r s q u ' i l  e x i s t e ,  e s t  pa r t i cu l i è r emen t  

f a i b l e .  Les f i b r e s  des  n m v i  cokporrXn caitciiae (nccI)  appa ra i s sen t  fortement 
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Tableau 6 : L o c a l i s a t i o n  des  groupes c e l l u l a i r e s  pro tocérébraux  r é a g i s s a n t ,  

a p r è s  f i x a t i o n  au Bauin ho l lande  sublimé, au sérum ant i -a -  néo- 
endorphine. 

I n t e n s i t é s  : (+) f a i b l e ,  (++) f o r t e ,  (+++) t r è s  f o r t e  

: Groupe : Nombre i n t e n s i t é  : T a i l l e  : L o c a l i s a t i o n  du marquage f i g u r e  s 
: c e I l c l a i r e  : de c e l l u l e s  : 

: grande : . paramédiane : p e t i t e  . 

2 - 10 :moyenne : paramédiane : + 

- 20 : p e t i t e  : d o r s a l e  ++ 

4 1 : paramédiane : ++ : grande . . d o r s a l e  

: p e t i t e  : d o r s a l e  + 

: p e t i t e  : l a t é r o v e n t r a l e :  + 

7 . paramédiane . + : nombreux : ? e t i t e  - . d o r s a l e  

8 3 : grande : paramédiane : +$ :Pl  X , f ig s .  e e t  g: 

: grande : l a t é r o d o r s a l e :  ++ 

1 O 6-8 : p e t i t e  : l a t é r o d o r s a l e :  + 

11 1 : grande : l a t é r a l e  : ++ 

12 3-4 : p e t i t e  : l a t é r a l e  : + : P l X ,  f i g .  e  : 

: grande : l a t é r o v e n t r a l e  : ++ 

14 4 : grande : d o r s a l e  : +++ 

15 4 : grande : c e n t r a l e  : ++ 

16 5-6 : p e t i t e  : l a t é r o d o r s a l e  : ++ 

1 7  2 : grande : v e n t r a l e  : +++ : P l  X,f ig .  i 
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marquées a i n s i  que l e u r s  terminaisons dans l e  corps cardiaque . Quelques 

r a r e s  f i b r e s , s l o b s e r v e n t  dans l e  ganglion f r o n t a l .  

Sur coupes à l a  paraf f ine ,après  f i x a t i o n  au Bouin hol lande sublimé, 

l a  p r i n c i p a l e  d i f f é r e n c e  concerne l e s  grandes c e l l u l e s  s a g i t t a l e s  (groupe 2 )  

de l a  p a r t i e  an t é r i eu re  du protocérébron q u i  appa ra i s sen t  marquées p a r  

1 ' immunsérum anti-me t-enképhaline . 
Lorsque l'immunsérum anti-met-enképhaline e s t  s a t u r é  pa r  un 

excès de leu-enképhaline (5 mg/ml de sérum non d i l u é )  l e  marquage p e r s i s t e ,  

pa r t i cu l i è r emen t  dans l e  corps cardiaque ( P l .  V I I I ,  f i g s .  i e t  j )  e t  l e s  

t r è s  grandes c e l l u l e s  symétriques l a t é ro -do r sa l e s  e t  l a t é ro -ven t r a l e s  

(P l .  VII1,figs.  g e t  h )  du gangl ion sous-oesophagien. 

3) Immunoréactivité anti-a-néo-endomhine 

Observations s u r  coupes à congéla t ion  (bloc diagramme 9)  

Quelques r a r e s  p e t i t e s  c e l l u l e s  l a t é ro -do r sa l e s  e t  deux grandes 

c e l l u l e s  do r sa l e s  paramédianes s 'observent  de façon symétrique dans 

l a  p a r t i e  pos t é r i eu re  du protocérébron.  Dans l e  t r i t o c é r é b r o n ,  

deux à t r o i s  c e l l u l e s  faiblement  marquées sont  s i t u é e s  ventralement ,  

t and i s  que deux c e l l u l e s  de t a i l l e  moyenne s 'observent  latéro-dorsalement 

(P l .  IX,fig.  h l .  Ces d e r n i è r e s  ( P l .  I ~ , f i g .  i )  a i n s i  que l e s  nombreuses 

f i b r e s  nerveuses p ro tocé réb ra l e s  r e s t e n t  marquées lorsque  1 ' immunsérum 

anti-a-néo-endorphine e s t  s a t u r é  p a r  un excès  de leu-enképhaline (5 mg/ml 

de sérum non d i l u é ) .  Seules  des f i b r e s  nerveuses appa ra i s sen t  marquées dans 

l e  gangl ion f r o n t a l .  Bien qu'aucun corps c e l l u l a i r e  ne s o i t  d é t e c t é  avec 

c e r t i t u d e ,  sauf une p a i r e  de p e t i t e s  c e l l u l e s  s a g i t t a l e s  t r è s  a n t é r i e u r e s ,  quel- 

ques f i b r e  s nerveuses,modérément à fortement marquéest sont  v i s i b l e s  dans l e  

neurop i l e  du gangl ion sous-oesophagien. Cer ta ines  terminaisons nerveuses, p ré sen te s  

dans l e  corps cardiaque , sont  également marquées. 

Observations s u r  coupes à l a  p a r a f f i n e  (bloc diagramme 10) 

De nombreuses c e l l u l e s  i m u n o r é a c t i v e s  appara issent  à l a  f o i s  dans 

l e  cerveau e t  l e s  gangl ions sous-oesophagien e t  f r o n t a l .  

Dans l e  gangl ion f r o n t a l ,  une d i za ine  de grandes c e l l u l e s  (Y1 X,f ig . ,a )e t  un 

so ixanta ine  de p e t i t e s  c e l l u l e s  sont  marquées ( P l .  X ,f i g .  c) . Deux popula t ions  

de neurones envoient  l e u r s  axones v e r s  l e s  lobes  opt iques  : ( 1 )  antér ieurement  

p l u s  d'une centa ine  de p e t i t e s  c e l l u l e s  sont  faiblement  marquées ; ( 2 )  c inq  

à s i x  c e l l u l e s  de t a i l l e  moyenne, fortement i m u n o r é a c t i v e s  sont  s i t u é e s  

p l u s  postér ieurement  ( P l .  X,fig.  d ) .  Une t ro i s i ème  popula t ion  d'une v ing ta ine  

de c e l l u l e s  de t a i l l e  moyenne e s t  s i t u é e  dans l a  p a r t i e  la té ro-dorsa le  du 
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: ~ r o u p e  c e l l u l a i r e  : Nombre de c e l l u l e s  : T a i l l e  Loca l i sac ion  .: Figure s  

1 2-3 : p e t i t e  : médiodarsale : P l  X f i g .  f  

2 4  : p e t i t e  :médioventrale : P l  X f i g s .  f  e t  h: 

3 4-5 : grande : : P l  X f i g s - f ,  h ,  j: do r sa l e  à 
. l a t é rodor sa l e  . 

t r è s  : l a t é rodor sa l e  : P l  X f i g .  j 1 grande - - .  

: moyenne : médiodorsale : 

6 1 : grande : l a t é roven t r a l e :  

7 2-3 : p e t i t e  : v e n t r a l e  : 

8 1 : moyenne :médioventrale : 

9 3-4 : p e t i t e  : l a t é r o v e n t r a l e  : 

1 O 1 : L moyenne : médioventrale : 

11  5-6 : moyenne : médiodorsale : 

12 1 : moyenne : l a t é r a l e  : 

Tableau 7 : Loca l i s a t ion  des groupes c e l l u l a i r e s  du gangl ion sous-oesophagien 
r é a g i s s a n t ,  après  f i x a t i o n  au Bouin hollande sublimé, au sérum 
anti-a-néo-endorphine. 



protocérébron au vois inage de l a  médulla sans qu'on p u i s s e  a f f i rmer  que 

s e s  c e l l u l e s  innervent  l e s  lobes  op t i q u e s .  

De l a  p a r t i e  a n t é r i e u r e  à l a  p a r t i e  p o s t é r i e u r e  du protocérébron 

sont  d i s t i n g u é s  d i x  s e p t  groupes symétriques de c e l l u l e s  immunoréactives 

( t ab l eau  6 ) .  

Dans l e  gang1 ion  sous-oesophagien, douze groupes de c e l l u l e s  

r é a g i s s a n t  à l'immunsérum anti-a-néo-endorphine sont  m i s  e n  évidence 

( t ab l eau  7 ) .  

4 )  Immunoréactivité anti-dynorphine 

S e u l e s ~ q u e l q u e s  c e l l u l e s  r é a g i s s e n t  à l'immunsérum anti-dynorphine 

e t  l a  r é a c t i o n  r e s t e  tou iours  t r è s  modérée. 

L'immunoréactivité concerne e s sen t i e l l emen t  deux c e l l u l e s  symétriques 

do r sa l e s  paramédianes (P l .  I X , f  i g .  g) e t  au t an t  de p e t i t e s  c e l l u l e s  

l a t é ro -do r sa l e s  de l a  p a r t i e  p o s t é r i e u r e  du protocérébron.  P a r f o i s ,  l e s  

grandes c e l l u l e s  du gangl ion sous-oesophagien q u i  r é a g i s s e n t  aux immunsérums 

anti-met- e t  -leu-enképhalines appa ra i s sen t  faiblement  marquées, de même 

que quelques r a r e s  p e t i t e s  c e l l u l e s  s i t u é e s  dans l a  p a r t i e  an t é r i eu re  de 

f açont s a g i t t a l e .  Enfin ,une c e l l u l e  faiblement  immunoréactive s 'observe au 

vois inage de l a  médulla. Le corps  cardiaque a i n s i  que l e s  n m v i  

co~porcin cahdiaci (nccI )  appa ra i s sen t  faiblement  marqués e t  l a  r é a c t i o n  

p e r s i s t e  lo rsque  l'immunsérum anti-dynorphine e s t  s a t u r é  p a r  un excès de 

leu-enképhaline (5 mg/ml de sérum non d i l u é ) .  

Aucun marquage n ' e s t  observé ap rès  f i x a t i o n  au Bouin hol lande sublimé. 

Discussion 

Dans une m i s e  au p o i n t  r écen te ,  Udenfriend ( 1984) a f f i r m a i t  que 

l e s  substances apparentées  aux enképhal ines  mises e n  évidence chez l e s  

Inve r t éb ré s  s e  comportent, e n  HPLC, différemment des  opio ides  mammaliens. 

Il e n  conc lua i t  q u ' e i l e s  ne peuvent d é r i v e r  de l a  proenképhaline ou de l a  

p rodynorphine. 

Cependant, l ' e x i s t e n c e  ,dans l e  cerveau de l a  b l a t t e ,  de s i t e s  

de l i a i s o n  ayant  une grande a f f i n i t é  pour un analogue de l a  met-enképhaline 

(Stéfano e t  Schar rer ,  1981) p l a i d e  en  faveur  d 'un r ô l e  des  opiacés  dans l e  

système nerveux des i n sec t e s .  Pa r  a i l l e u r s ,  depuis l a  mise au p o i n t  dlUdenfr iend,  

Leung e t  S té f  ano ( 1983) ont déterminé l a  séquence pep t i d i q u e  d 'opioides 

p r é s e n t s  chez l a  moule Mq&iXu eduRin e t  démontré qu' il s '  a g i t  des "véri tablesl '  

leu- e t  met-enképhalines. De même, dans l a  glande du s i n u s  de 



CatrLnun WIn~nClel, J a ros  e t  c o l l .  (1985) on t  m i s  e n  évidence des  substances 

radioimmunoactives 'ayant des  temps de r é t e n t i o n  ident iques  à ceux des 

m e t -  e t  leu-enképhalines de synthèse.  

Chez l e s  In sec t e s ,  s eu l e s  l e s  substances apparentées  aux enkgphalines 

( ~ r o s  e t  c o l l . ,  1978 ; El-Salhy e t  c o l l . ,  1980, 1983 ; Rémy e t  Dubois, 1981 ; 

Hansen e t  c o l l . ,  1982 ; Pages e t  c o l l . ,  1983 ; Romeuf e t  Rémy, 1984 ; 

Verhaert  e t  De Loof, 1985) e t  aux endorphines (Rémy e t  c o l l . ,  1978, 1979 ; 

El-Salhy e t  c o l l . ,  1980, 1983, ; Hansen e t  c o l l . ,  1982 ; Duve e t  Thorpe, 

1983 ; Veenstra  e t  c o l l . ,  1985b) ont é t é  démontrées ,soi t  dans l e  système 

nerveux c a n t r a 1 , s o i t  dans l e s  corps cardiaques.  

Une comparaison, c e l l u l e  à c e l l u l e ,  e n t r e  d i f f é r e n t e s  r éac t ions  

s ' avère  sauvent d i f f i c i l e  à cause des v a r i a t i o n s  e n r e g i s t r é e s  dans l ' i n t e n s i t é  

du marquage, e t  p a r f o i s  même dans l e  nombre de c e l l u l e s  r é a c t i o n n e l l e s  , 
probablement e n  r e l a t i o n  avec l ' é t a t  physiologique, à moins que ce ne s o i t  

avec un éventue l  cycle  nycthéméral. De p l u s ,  l e s  r é s u l t a t s  obtenus d i f f ë r e n t  

souvent s e l o n  l e s  f i x a t e u r s , e t  éventuel lement , les  méthodes d ' i n c l u s i o n  u t i l i s 6 s .  

Enfin, c e r t a i n s  groupes ne cont iennent  qu'une ou quelques r a r e s  p e t i t e s  c e l l u l e s ,  

qu i  ne s e  r e t rouven t  pas  forcément s u r  deux coupes s é r i é e s .  C 'es t  pourquoi 

nous nous sommes i n t é r e s s é  ,dans no t r e  étude comparative, aux s e u l s  groupes 

c e l l u l a i r e s  suffisamment a i s é s  à r econna î t r e  d'une p répa ra t ion  à l ' a u t r e ,  

e t  dont l a  r é a c t i v i t é  aux d i f f é r e n t s  a n t i c o r p s  é t a i t  r ep roduc t ib l e ,  

Suivant l e u r  immunoréactivité aux d i f f é r e n t s  sérums t e s t é s ,  l e s  

c e l l u l e s  peuvent ê t r e  c l a s s é e s  e n  qua t re  groupes : (1) c e l l u l e s  r é a c t i v e s  

aux immunsérums a n t  i - leu ,  -me t-enképhaline s e t  -a-néo-endorphine . Ce sont  

l e s  grandes c e l l u l e s  du gangl ion sous-oesophagien e t  t r o i s  groupes de c e l l u l e s  

p ro toeé réb ra l e s  : l e s  grandes c e l l u l e s  paramédianes, l e s  p e t i t e s  c e l l u l e s  

l a t é ro -do r sa l e s  e t  une grande c e l l u l e  l a t é ro -ven t r a l e .  La p l u p a r t  d ' e n t r e  

e l l e s  r é a g i s s e n t  également à l'immunsérum anti-dynorphine. Les grandes c e l l u l e s  

du gangl ion sous-oesophagien r e s t e n t  tou jours  marquées après  s a t u r a t i o n  de 

l'immunsérum anti-met-enképhaline p a r  un excès de leu-enképhaline . ( 2 )  c e l l u l e s  

r éag i s san t  aux immunsérums anti-leu-enképhaline e t  -a-néo-endorphine : c ' s s t  

l e  cas des  p e t i t e s  cellulBw paramédianes de l a  p a r t i e  a n t é r i e u r e  du protocérébron 

e t  de deux p a i r e s  de grandes c e l l u l e s  c e n t r a l e s  de l a  p a r t i e  p o s t é r i e u r e  du 

pro tocérébron ,a ins i  que d'une p a i r e  de c e l l u l e s  do r sa l e s  a n t é r i e u r e s  de t a i l l e  

moyenne da gangl ion sous-oesophagien. (3) c e l l u l e s  r éag i s san t  uniquement à 

l'immunsérum anti-a-néo-endorphine : il s ' a g i t  des c e l l u l e s  du gangl ion f r o n t a l ,  



des c e l l u l e s  la té ro-dorsa les  du t r i t o c é r é b r o n  e t ,  dans le ganglion 

sous-oesophagien, de c e l l u l e s  do r sa l e s  à l a té ro-dorsa les  a n t é r i e u r e s ,  

a i n s i  que de p e t i t e s  c e l l u l e s  l a t é ro -ven t r a l e s  p o s t é r i e u r e s .  Le marquage 

p e r s i s t e  lo rsque  l'immunsérum anti-a-néo-endorphine e s t  s a t u r é  p a r  un 

excès de leu-enképhaline. (4) Ce l lu l e s  r éag i s san t  uniquement à 1 ' immunsérum 

anti-leu-enképhaline. Nous avons observé d ' au t r e  p a r t ,  s u r  coupes à l a  

p a r a f f i n e ,  un groupe de qua t re  à cinq grandes c e l l u l e s  p i r i fo rmes  dans l a  

p a r t i e  p o s t é r i e u r e  du pro tocérébron ,e t ,  d ' a u t r e  p a r t ,  s u r  coupes au c r y o s t a t  

( f i x a t i o n  f a i t e  au PAF), un groupe de p e t i t e s  c e l l u l e s  v e n t r a l e s  p ro tocé réb ra l e s .  

Les grandes c e l l u l e s  ~ a g i t t a l e s ~ p r é s e n t e s  dans l a  p a r t i e  a n t é r i e u r e  

du protocérébron,réagissent aux immunsérums an t i - l eu  e t  -met-enképhalines. 

Cependant, l e  marquage n ' e s t  pas  spéc i f ique  puisque l a  r é a c t i o n  p e r s i s t e  

lorsque l'immunsérum anti-leu-enképhaline e s t  s a t u r é  p a r  l ' a n t i g è n e  correspondant .  

L '  a-néo-endorphine e t  l a  dynorphine 17 correspondent à une molécule 

de leu-enképhaline pourvue d'une ex tens ion  C-terminale comportant respectivement 

4 e t  12 ac ides  aminés. 11 e s t ,  de ce fa i t ,v ra i semblable  q u ' e l l e s  pu i s sen t  

ê t r e  l e s  précurseurs  de l a  leu-enképhaline. C 'es t  pourquoi il é t a i t  i n t é r e s s a n t  

de v é r i f i e r  s i  l'immunsérum anti-leu-enképhaline r évè l e  également l e s  c e l l u l e s  

dé t ec t ées  pa r  l e s  immunsérums anti-a-néo-endorphine e t  -dynorphine e t  v i ce  

versa .  Bien que l e s  r éac t ions  s o i e n t  t ou jou r s  t r è s  f a i b l e s ,  s u r  coupes au 

c r y o s t a t ,  pa r t i cu l i è r emen t  avec l e s  immunSérums anti-dynorphine e t  -a-néo- 

endorphine, il e s t  évident  que c e r t a i n e s  c e l l u l e s  r é a g i s s e n t  à l a  f o i s  aux 

immunsérums anti-leu-enképhaline, -dynorphine e t  -a-néo-endorphine. Ains i ,  

il e s t  t e n t a n t  de penser  que l e s  r é a c t i o n s  obtenues avec l e s  immunsérums a n t i -  

a-néo-endorphine e t  -leu-enképhaline ( e t  quelquefois  avec 1 ' immunsérum an t  i- 

dynorphine) d é t e c t e n t  l a  présence d 'un pept ide  apparenté  à l a  f ami l l e  de 

l a  p rodynorphine . 
Bien que 1 ' a-néo-endorphine contienne l a  séquence de l a  leu-enképhaline , 

p l u s i e u r s  groupes c e l l u l a i r e s  marqués p a r  l'immunsérum anti-a-néo-endorphine 

ne l e  son t  pas  p a r  l'immunsérum anti-leu-enképhaline. Ce r é s u l t a t  e s t  r en fo rcé  

p a r  l e  f a i t  que c e r t a i n e s  c e l l u l e s  e t  f i b r e s  nerveuses q u i  r éag i s sen t  à 

i!immunsérum anti-a-néo-endorphine r e s t e n t  marquées lorsque  l'immunsérum e s t  

s a t u r é  p a r  un excès de leu-enképhaline. Ains i ,  l'immunsérum anti-a-néo-endorphine 

semblera i t  p l u t ô t  d i r i g é  cont re  l ' e x i e n s i o n  C terminale  de l a  molécule que 

ve r s  l a  séquence leu-enképhaline . Il e s t  non moins remarquable que c e r t a i n e s  

ce l lu l e s ,  qu i  r é a g i s s e n t  à 1 ' immunsérum anti-leu-enképhaline ,ne spnt  pas  

marquées p a r  l'immunsérum anti-a-néo-endorphine. Cependant, l e u r  nombre 

r édu i t ,  e t  p lus  pa r t i cu l i è r emen t  1 ' inconstance e t  l a  f a i b l e s s e  de l e u r  marquage 



ne permettent pas de tirer de conclusions définitives,si ce n'est qu'elles 

constituent une preuve supplémentaire de la spécificité de nos sérums. 

La détection d'immunoréactivités anti-leu-enképhaline et met- 

enképhaline dans une même cellule peut s 'expliquer par la présence d'un 

précurseur commun à la met- et à la leu-enképhaline et de ce fait apparenté 

à la proenképhaline. 

Les tests de spécificité concernant les immunsérums anti-leu et 

anti-met-enképhalines ont été précédemment décrits (Tramu et coll., 1981). 

Par RIA, il a été démontré que la met-enképhaline ne se fixait pas ' à  

l'immunsérum anti-leu-enképhaline,et qu'un excès 250 fois molaire de leu- 

enképhaline était nécessaire pour inhiber la fixation de met-enképhaline. 

Par ailleurs ,la méthode d'immunohémolyse passive indirecte a pernis de , 

montrer que l'immunsérum anti-leu-enképhaline montre deux fois plus d'affinité 

pour la leu- que pour la met-enképhaline,alors que l'immunsérum anti-met- 

enképhaline se fixe 10 fois plus facilement à la met- qu'à la leu-enképhaline. 

La grande spécificité de l'immunsérum anti-met-enképhaline peut 

ainsi expliquer que, dans notre matériel, particulièrement dans les grandes 

cellules du ganglion sous-oesophagien, aucune réaction croisée ne soit détectée 

entre les sérums anti-met et -leu-enképhalines. Ces cellules apparaissent 

parfois faiblement marquées sur coupes au cryostat par l'immunsérum anti- 

dynorphine, alors que la réaction est plus importante sur coupes à la paraffine 

avec l'immunsérum anti-a-néo-endorphine. Ces résultats se comprennent, si l'on 

admet que,dans certaines conditions de fixation et d'inclusion, les immunsérums 

anti-dynorphine et -a-néo-dynorphine sont susceptibles de reconnaître des 

sites antigéniques de la leu-enképhaline . 
L'extension de la réaction anti-a-néo-endorphine, observée sur 

coupes à la paraffine après fixation au Bouin bollande sublimé, pourrait 

suggérer que l'épitope est peu accessible dans les conditions de fixation et 

d'inclusion moins drastiques, qui sont celles réalisées lors de la confection 

de coupes à congélation. Il semblerait, en fait, que ce soit l'étape de la 

fixation qui soit la plus critique,dans la mesure où des résultats comparables 

sont obtenus sur coupes à la paraffine, et à congélation, après utilisation 

du même fixateur, le Bouin hollande sublimé. 



Bien que l a  s t r u c t u r e  du (des)  pep t ide ( s )  qu i  l i e ( n t )  nos 

an t i co rps  (ant i - leu-enképhal ine,  -met-enkephaline, -a-néo-endorphine, 

-dynorphine) r e s t e  inconnue, nous pouvons conclure que deux substances d i f f  é r en te s  

sont  reconnues , l a  p ren iè re  p a r  l e s  immunsérums anti-leu-enképhaline e t  

-a-néo-endorphine, éventuellement p a r  l'immunsérum anti-dynorphine ; l a  

deuxième p a r  l e s  immunsérums an t i - l eu  e t  -met-enképhalines. 

Conclusion 

Nous avons t e s t é  s u r  l e  système nerveux d 'un i n s e c t e ,  l a  l a r v e  

d l A u h n a  cyaxea, d i v e r s  immunsérums d i r i g é s  cont re  des pept ides  de Mammifères. 

Une r é a c t i o n  p o s i t i v e  a é t é  dé t ec t ée  ap rè s  u t i l i s a t i o n  d ' I l  d ' e n t r e  eux, 

7 é t a i e n t  d i r i g é s  cont re  des  pept ides  du système entéro-gastro-pancréatique, 

4 cont re  des opio ides .  

Les con t rô l e s  e f f e c t u é s ,  en  p a r t i c u l i e r  l a  s a t u r a t i o n  des sérums 

par  l ' a n t i g è n e  correspondant ou par  un an t igène  hétérologue,  permettent  de 

conclure à l a  s p é c i f i c i t é  des  inmiunsérums u t i l i s é s .  Cependant, comme nous 

l ' avons  soul igné  à p l u s i e u r s  r e p r i s e s ,  c e r t a i n s  r é s u l t a t s  son t  s u s c e p t i b l e s  

de v a r i e r  d'une p répa ra t ion  à l ' a u t r e ,  peu t - ê t r e  en  r e l a t i o n  avec un é t a t  

physiologique donné, ou de d i f f é r e r  su ivan t  l e s  procédures de f i x a t i o n  e t  

d ' i n c l u s i o n  u t i l i s é e s .  11 n'empêche que c e r t a i n s  groupes c e l l u l a i r e s ,  pour 

un immunsérum donné, p ré sen ten t  de façon r é g u l i è r e  une immunoréactivité e t  c e ,  

que ls  que s o i e n t  l e s  modes de f i x a t i o n  e t  d ' i nc lus ion .  Le f a i t  que des 

r éac t ions  ne s o i e n t  pas  observées avec l ' u n e  ou l ' a u t r e  des méthodes de 

f i x a t i o n  n ' a  cependant r i e n  de b ien  surprenant .  Ains i ,  chez l e  doryphore, 

i-epfho;tat~~la d e c e f i n e & ,  Veenstra e t  c o l l .  (1985b) ont  s i g n a l é  que l e  

marquage anti-a-néo-endorphine n ' e s t  déce l ab le  qu 'après  f i x a t i o n  au Bouin 

hollande sublimé. De t e l l e s  v a r i a t i o n s ,  même s i  e l l e s  sont  souvent moins 

s p e c t a c u l a i r e s ,  e x i s t e n t  également chez l e s  Mammifères (Tramu, 1980). 

L 'ob ten t ion  d'une réponse p o s i t i v e  ne s i g n i f i e  pas que nous 

soyons en présence de l a  molécule pept id ique  con t r e  l a q u e l l e  l ' a n t i c o r p s  

a é t é  é laboré  ; t o u t  au p lus ,  c e l a  s i g n i f i e t ' i l  que l e  pept ide  r éac t ionne l  

possède un ou p l u s i e u r s  s i t e s  an t igéniques  (de quelques ac ides  2minés) en 

commun avec l e  pep t ide  o r i g i n e l .  Il semble ra i t ,  cependant,  que l a  m a j o r i t é  

des  molécules pept id iques  a i t  re la t ivement ,  peu changé au cours de l ' é v o l u t i o n .  

Ains i ,  comme nous l ' avons  noté ,  l a  l e u  e t  l a  met-enképhalines ont é t é  

mises en évidence chez l a  moule (Leung e t  Stéfano,  1983). On peut  donc 

raisonnablementlPenser que c e r t a i n e s  des  substances apparentées  aux pept ides  



mammaliens mises en évidence dans no t r e  étude pu i s sen t  ê t r e ,  s t ruc tu re l l emen t  , 
t r è s  proches de ceux-ci. 

Le r ô l e  de ces  substances r e s t e  enigmatique ; t r o i s  r ô l e s  p o t e n t i e l s  

peuvent ê t r e  envisagés : ceux d e  neurotransmetteur ,  de neuromodulateur e t  

de neurohormone. A l ' a p p u i  des  deux premiers  r ô l e s ,  l a  mise e n  évidence par  

Stéfano e t  Scharrer  (1981) dans l e  cerveau de l a  b l a t t e ,  Leucophaea mdmae 

de s i t e s  de l i a i s o n  pour un analogue de l a  met-enképhaline, A l ' a p p u i  du 

t ro i s i ème  r ô l e ,  l a  présence de m a t é r i e l  immunoréactif CCK +, hp GRF +, 

VIP +, met-enképhaline +, i n s u l i n e  +, e t c . . .  dans c e r t a i n e s  f i b r e s  nerveuses 

des n e r f s  cardiaques in t e rnes  (nccI)  e t  dans l e u r s  terminaisons dans l e  

corps cardiaque . Il e s t  logique de penser  que d ive r s  pep t ides  t r a n s i t e n t  

des  c e l l u l e s  p ro tocé réb ra l e s ,  v i a  l e s  n c c I ,  jusqu'au corps cardiaque où 

i l s  s e r o n t  l i b é r é s  dans l'hémolymphe. Il e s t  p lus  surprenant  de cons t a t e r  

que re la t ivement  peu de c e l l u l e s  de l a  p W  ivLtmcmebt~cdA s o n t  marquées 

a l o r s  que de nombreuses f i b r e s  des  ncc I  e t  de nombreuses terminaisons 

nerveuses présentes  dans l e  corps cardiaque l e  son t .  Deux exp l i ca t ions  

s o n t  p o s s i b l e s  : (1) l a  p l u p a r t  des  c e l l u l e s  de l a  p W  iM;tet~cmeb~dd 

s o n t  de p e t i t e  t a i l l e  ; l e u r  cytoplasme peu abondant e x p l i q u e r a i t  que peu 

de m a t é r i e l  ant igénique e x i s t e  dans l e  corps c e l l u l a i r e ,  l eque l  dev iéndra i t ,  de ce 

f a i t ,  d i f f i c i l e m e n t  dé t ec t ab le .  Ains i ,  s e u l e s ,  l e s  c e l l u l e s  de grande t a i l l e ,  

paramédianes, dénommées de type C pa r  Char le t  (1972) e n  r a i s o n  de l e u r s  

a f f i n i t é s  t i n c t o r i a l e s  pour l 'azocarmin,  sont  observables  (ex. immunoréactivité 

anti-VIP, -met-enképhaline, - i n s u l i n e ,  -moti l ine . . .) ( 2 )  e n  p l u s  des nccI ,  

il e x i s t e r a i t ,  e n  provenance de. groupes c e l l u l a i r e s  p l u s  l a t é r a u x ,  une 

seconde voie  de cheminement des  p rodu i t s  de s é c r é t i o n  du protocérébron 

( c f .  c h a p i t r e  V). Ains i ,  de nombreuses terminaisons nerveuses pourra ien t  

ê t r e  marquées dans l e  corps cardiaque a l o r s  que s e u l  l. ' e s t  un nombre 

r e s t r e i n t  de f i b r e s  des ncc l .  



CHAPITRE I I  

DETECTION D'UN KmIE PROPFE PUX INSECTES : 

LA PROCTOLINE 



Ains i  que nous l ' avons  soul igné e n  in t roduc t ion ,  à ce j o u r ,  

seules,  ont  é t é  é t ab l i e s ,  l e s  séquences de 3 pep t ides  : l a  p r o c t o l i n e ,  

l'hormone ad ipociné t ique  (AKH) e t  l'hormone pro thoracot rope  (PTTH), 

l a q u e l l e  n ' e s t ,  cependant,  pas  commercialisée. Comme nous n 'avions 

p a s  à no t r e  d i s p o s i t i o n  d'immunsérum anti-AKH, n o t r e  étude s e  l i m i t e  

à l a  démonstration de c e l l u l e s  r éag i s san t  au sérum a n t i - p r o c t o l i n e .  

Immunoréactivité an t i -p roc to l ine  

La pnaotofine a.t wr pmtapepfide ( h g  Tytt - Leu- Ptra- T h )  

q u i ,  à l ' o ~ g i n e  du;t d a 2 2  chez la b M e  P d p l a n e t a  ametrhcana (Bttown, 1975,. 

Bnawn et SXcwratt, 7975 ; S X m a t t  & Bnown, 1975 ). Chez la T v u e d a ,  

La pttodofine con:titâle L'activLtE mucLLeaVte i n ; t a f i n d e  (Bnawn, 1975 ; 

Cook et ifalman, 1 9 7 9 ) ,  ccvr&aque (MLUm, 1979 ; S-Razha et Weh, 7 9 8 1 ) ,  

aviductahe (Cook et Meula, 1978  ) t-t hqu&&que (Pieh et Mantel, 1977 ; 

May et CU&. , 7979  ). En p l h ~  de a u  ~bonctiom pehiphehiqua, &e a@ comme 

newraLtammetteuh QU newtomuduta-tewt d m  Le ayhXEme nehveux ceucttLd. 

(Aghicala et col l . ,  7 9 8 5  ). 

Des c e l l u l e s  p r o c t o l i n e  p o s i t i v e s  s 'observent  à l a  f o i s  dans 

l a  p a r t i e  pos t é r i eu re  du protocérébron e t  dans l e  t r i t o c é r é b r o n  (b loc  

diagramme 11). Tro is  à qua t r e  p e t i t e s  c e l l u l e s  la téro-dorsales t r i tocérébrales  

( P l  X1,fi.g. a ) ,  deux grandes c e l l u l e s  paramédianes ( P l  XI,£ i g .  c )  e t  deux 

c e l l u l e s  do r sa l e s  p ro tocé réb ra l e s  de t a i l l e  moyenne ( P l  X1,fig. d) son t  

s i t u é e s  dans chaque m o i t i é  du - cerveau . Quelques f i b r e s  immunoréactives 

s o n t  dé t ec t ées  dans l e  gangl ion f r o n t a l  de même que l e  sont  c e r t a i n e s  

terminaisons axonales p ré sen te s  dans l e  corps cardiaque (P l  X1,fig. e ) .  

Aucun corps c e l l u l a i r e  n ' e s t  d é t e c t é  dans l e  gangl ion sous-oesophagien 

e t  quelques t r è s  r a r e s  f i b r e s  nerveuses sont  seulement observées dans l e  

neuropi le  (P l  X I ,  f i g  . f )  . 
Sur coupes à l a  p a r a f f i n e ,  e n  p l u s  des  c e l l u l e s  d é c r i t e s ,  quelques 

c e l l u l e s  de t a i l l e  moyenne s i t u é e s  au vois inage  de l a  médulla r é a g i s s e n t  à 

l ' a n t i c o r p s  an t i -p roc to l ine  (P l  X1,fig. b) . 

Discnssion 

Des études r écen te s  ont  d é t e c t é  une immunoréactivité an t i -p roc to l ine  

dans l e  système nerveux c e n t r a l  de l a  b l a t t e ,  P d p t a n e t a  cundcana 

(Eckert  e t  c o l l . ,  1981 ; Bishop e t  O'Shea, 1982), du doryphore Lepfin02aua 





dece&nea;ta (Veenstra e t  c o l l . ,  1985a) e t  de l a  s a u t e r e l l e ,  Sckin.tacehca 

nikem (Keshishian e t  O '  Shea, 1985). 

U s e  irnmunoréactivité an t i -p roc to l ine  e s t  également observable 

dans l e  cerveau d 'Aahna  cyanea, mais s e u l s  quelques neurones sont  marqués. 

Ains i ,  nos r é s u l t a t s  s ' accordent  avec l e s  observat ions de Veenstra e t  c o l l .  

(1 985a),  s e l o n  l e s q u e l l e s  quelques t r è s  r a r e s  neurones renfermant une 

substance apparentée à l a  p r ~ c t o l i n e ~ s i  ce n ' e s t  aucun,sont p ré sen t s  

dans l e  cerveau des Insec tes  ; l ' irnmunoréactivité an t i -p roc to l ine  é t a n t  

s u r t o u t  dé t ec t ée  dans l a  chaîne nerveuse e t  p lus  pa r t i cu l i è r emen t  dans l e  

d e r n i e r  segment abdominal innervant  l ' i n t e s t i n  p o s t é r i e u r  (Agricola  e t  

c o l l . ,  1985). 



CHAPITRE I I  1 

DETECJION D 'UNE APIINE : 



Les amines biogènes, t e l l e s  l a  dopamine, 1 ' octopamine, l a  

noradréna l ine ,  l a  sé ro tonine ,sont  p ré sen te s  e n  q u a n t i t é  i q o r t a n t e  dans 

l e  système nerveux des I n s e c t e s  ( r é f .  dans Evans, 1980). 

P lus i eu r s  méthodes o n t  é t é  employées pour l e s  l o c a l i s e r .  La 

p l u s  ancienne, l a  méthode d ' h i s to f luo rescence  de Falck-Hil larp permet 

de d i f f é r e n c i e r  l e s  s t r u c t u r e s  renfermant des catécholamines de c e l l e s  

contenant  de l a  sé ro tonine .  Une seconde voie  d'approche cons i s t e  en  un 

marquage p a r  voie  autoradiographique.  Une t ro is ième méthode,quant à e l l e ,  

e s t  basée s u r  l ' o b t e n t i o n  d ' an t i co rps  d i r i g é s  cont re  c e r t a i n e s  des enzymes 

n é c e s s a i r e s  à l a  synthèse de l 'amine. Ains i ,  des  a n t i c o r p s  ant i - t ryptophane 

hydroxylase permettent  de d é t e c t e r  l e s  c e l l u l e s  sé ro toninerg iques .  

Ces méthodes, cependant,  manquent pour une grande p a r t  de 

s e n s i b i l i t é  e t  p a r f o i s  même de s p é c i f i c i t é  ( c f .  Steinbusch e t  c o l l . ,  1982). 

E l l e s  son t  remplacées désormais par  des  techniques irnmunohistochimiques 

f a i s a n t  appel  à l a  r é a l i s a t i o n  d ' an t i co rps  d i r i g é s  con t r e  l e s  amines 

mêmes. Ces an t i co rps  ont  a i n s i  permis de d é t e c t e r  chez l e s  In sec t e s  l a  

dopamine (Viei l lemaringe e t  c o l l . ,  1984 ; Takeda e t  c o l l . ,  1986) e t  l a  

sé ro tonine  (Bishop e t  O'Shea, 1983 ; Klemm, 1983 ; Klemm e t  Sundler,  1983 ; 

Nasse1 e t  Klemm, 1983 ; Nassel e t  c o l l . ,  1983 ; Klemm e t  c o l l . ,  1984 ; N i s h i i t -  

sutsuji-Uwo et c o l l . ,  1984 ; Schürmann e t  Klemm, 1984 ; Taghert e t  

Goodman, 1984 ; Tyrer e t  c o l l . ,  1984 ; Nassel e t  Cantera ,  1985 ; Davis, 1985).  

Notre étude concerne l a  d é t e c t i o n  de l ' immunoréact ivi té  a n t i -  

s é ro ton ine ,  l a q u e l l e  ne s 'observe  que s u r  coupes au c r y o s t a t .  

Au niveau des lobes op t iques  

Un marquage ant i -5 HT f o r t  à modéré e s t  déce lab le  au niveau des 

lobes opt iques .  S ix  f i n e s  s t r a t e s  p a r a l l è l e s  de f i b r e s  immunoréactives 

p ré sen tan t  des v a r i c o s i t é s  e n t r e n t  dans l a  c o n s t i t u t i o n  de l a  médulla, 

(Pl.XI1,Tigs.a e t  c )  ; l e  marquage appara issant  p lus  i n t e n s e  au niveau 

des t r o i s  couches l e s  p l u s  ex t e rnes .  Dans l a  l obu la  ( P l ,  X I I ,  f i g s .  a e t  c)  , 
l e s  c e r c l e s  concentr iques de f i b r e s  immunoréactives son t  p lus  lâches  e t  

moins ordonnés que dans l a  médulla. La d i s p o s i t i o n  des  f i b r e s  séro toniner -  

giques de l a  lamina r appe l l e  c e l l e  des f i b r e s  aminergiques observées après  

u t i l i s a t i o n  de l a  méthode de Falck-Hil larp (Klemm, 1976). 

Même s i  c e r t a i n e s  f i b r e s  immunoréactives p ré sen te s  dans l e  neu rop i l e  

des gangl ions opt iques ,  notamment c e l l e s  de l a  l obu la ,  semblent avo i r  une 

o r i g i n e  p ro tocé réb ra l e  ex t r in sèque  ( l a  l o c a l i s a t i o n  de l e u r s  pér icaryons 

r e s t e  inconnue),  de nombreuses f i b r e s  son t  i s sues  des  pér icaryons  s i t u é s  

au vois inage  des médulla e t  lobula .  Selon l e u r  t a i l l e  e t  l e u r  l o c a l i s a t i o n ,  



quat re  groupes de c e l l u l e s  peuvent ê t r e  d i s t i ngués  : ( 1 ) Antérieurement 

30 à 40 c e l l u l e s  de t a i l l e  moyenne (15-20 pm de d iamèt re) ,  for tement  

immunoréactives envoient  l e u r s  axones v e r s  l e  neuropi le  de l a  médulla 

(Pl, XI1,f ig .  a ) .  (2) De t e l l e s  c e l l u l e s  s e  re t rouvent  également e n  

p o s i t i o n  p o s t é r i e u r e  à proximité  de l a  médulla. (3) Dans l a  p a r t i e  

p o s t é r i e u r e ,  p l u s  d'une centaine de t r è s  p e t i t e s  c e l l u l e s  (P l .XII , f ig  . c )  

(7-10 pm de diamètre)  faiblement  à modérément immunoréactives, sont  

mêlées à des c e l l u l e s  de même t a i l l e  non r é a c t i v e s .  Leurs t r è s  f i n s  

axones pénè t r en t  dans l e  neuropi le  de l a  médulla. (4) Dix à douze 

grandes c e l l u l e s  do r sa l e s  (25-30 pm de d iamèt re) ,  intensément marquées, 

cons t i t uen t  l e  quatrième groupe ; l e u r s  t r a j e t s  axonaux forment c e r t a i n e s  

des f i b r e s  immunoréactives du neuropi le .  

Au niveau du protocérébron 

Bien que des f i b r e s  immunoréactives e x i s t e n t  dans t o u t  l e  

protocérébron,  peu de c e l l u l e s  y s o n t  d é t e c t é e s  excepté dans s a  p a r t i e  

pos t é r i eu re .  Dans l a  puAh i n a W ~ c ~ e b t r a ,  deux à t r o i s  p a i r e s  de c e l l u l e s  

p a r a s a g i t t a l e s  de t a i l l e  moyenne (15 pm de diamètre) (P l .XI I , f i g .  d) sont  

s i t u é e s  dans l a  p a r t i e  a n t é r i e u r e ,  a l o r s  que t r o i s  groupes symétr iques,  

contenant une à t r o i s  c e l l u l e s  de t a i l l e  moyenne, sont  l o c a l i s é s  dans une 

p o s i t i o n  p l u s  p o s t é r i e u r e .  Comme l e  marquage r e s t e  t ou jou r s  modéré 

v o i r e  i n e x i s t a n t ,  nous ne pouvons pas  confirmer s a  s p é c i f i c i t é  p a r  no t r e  

t e s t  de s a t u r a t i o n .  Une r é a c t i o n  s 'observe  dans quelques f i b r e s  des n w v i  

c~/rpu&h catrdiad (ncc1) ; e l l e  e s t  p l u s  n e t t e  dans l e  corps cardiaque 

même . Cependant, 1 ' immunoréact i v i t é  du corps cardiaque. n ' e s t  pas  complè tement 

supprimée ap rès  s a t u r a t i o n  de l'immunsérum ant i -5  HT par  l ' a n t i g è n e  correspondant.  

Dans l a  p a r t i e  p o s t é r i e u r e  du protocérébron,  p l u s i e u r s  groupes 

symétriques de c e l l u l e s  immunoréactives en tourent  l e  neuropi le .  Dorsalement, 

on d i s t i ngue  t r o i s  groupes de c e l l u l e s  immunoréactives : ( 1 )  une t r è s  

grande c e l l u l e  a l longée  (30 Mm de diamètre)  fortement immunoréactive s e  

trouve e n  p o s i t i o n  l a t é r a l e .  (2) Deux p e t i t e s  c e l l u l e s  (15 pm de diamètre) 

modérément marquées s 'observent  e n  p o s i t i o n  p lus  médiane. (3)  Deux grandes 

c e l l u l e s  d o r s a l e s  (30 pm de diamètre)  ( P l  . X I I ,  f  i g .  f )  , intensément marquées, 

cons t i t uen t  l e  t ro i s ième groupe. P lus  d'une d i za ine  de c e l l u l e s  de p e t i t e  

t a i l l e  e t  une t r è s  grande c e l l u l e  (30 pm de diamètre) sont  s i t u é e s  t r è s  

postér ieurement  e n  p o s i t i o n  c e n t r a l e .  Enfin,  quelques r a r e s  p e t i t e s  c e l l u l e s  

l a t é ro -ven t r a l e s  (souvent une) sont  p a r f o i s  observées.  



Au niveau du deutocérébron e t  t r i t o c é r é b r o n  

Des f i b r e s  nerveuses sont  t ou jou r s  présentes  dans l e u r  neuropi le .  

Le nombre de c e l l u l e s  5-HT p o s i t i v e s  s i t u é e s  au vois inage  du neu rop i l e  

r e s t e  tou jours  modeste. Seules ,  quelques pe - i t e s  c e l l u l e s  sont  l o c a l i s é e s  

dans l a  p a r t i e  d o r s a l e ,  à proximité  des neuropi les  t r i t o c é r é b r a l  e t  

deutocérébra l .  

Au niveau du gangl ion f r o n t a l  

Quinze à v i n g t  c e l l u l e s  de grande t a i l l e  (20-25 vm de diamètre) 

(P l .XII , f ig .  b) r é a g i s s e n t  de façon modérée, v o i r e  i n t e n s e ,  à l'immunsérum 

ant i -5 HT. Cer ta ines  c e l l u l e s  en forme de T p ré sen ten t  une r é p a r t i t i o n  

axonale symétrique b i l a t é r a l e .  

Au niveau du gangl ion sous-oesophagien 

Antérieurement,  t r o i s  à qua t r e  grandes c e l l u l e s  symétriques 

(30 vm de diamètre)  (Pl.XII,fig. e )  son t  s i t u é e s  la téro-dorsalement ,  

t a n d i s  que p l u e i e u r s  p e t i t e s  c e l l u l e s  s o n t  p ré sen te s  la téro-ventralement .  

P lus  postér ieurement  deux groupes de deux à t r o i s  p a i r e s  de p e t i t e s  

c e l l u l e s  paramédianes s o n t  l o c a l i s é s ,  l ' u n  en  p o s i t i o n  d o r s a l e ,  l ' a u t r e  

ventralement (P l  XI1 , f ig .  g ) .  Enf in ,  qua t r e  à s i x  c e l l u l e s  v e n t r a l e s  

à Latéro-ventrales ,  s 'observent  postér ieurement  de chaque cô té  du gangl ion 

- sous-oesophagien. De nombreuses f i b r e s  immunoréactives, dont c e r t a i n e s  

de t r è s  grande t a i l l e ,  t r a v e r s e n t  l e  neuropi le  e t  l e  connect i f  périoesophagien. 

Contrôles  

A l ' e x c e p t i o n  du corps cardiaque , où e l l e  s e  main t ien t  quoique 

a f f a i b l i e ,  l ' immunoréac t iv i té  d i s p a r a î t  lo rsque  l'immunsérum e s t  absorbé 

p a r  un excès de l ' a n t i g è n e  correspondant ( 4  mg/ml). E l l e  p e r s i s t e  lo rsqu 'on  

a jou te  un excès de dopamine (4  mg/ml) à l'immunsérum ant i -5  HT. 

Discussion 

Selon des études récentes ,  il a p p a r a î t  que l'immunohistochimie 

e s t  une méthode p lus  s e n s i b l e  e t  p lus  f i a b l e  que ne l ' e s t  l ' h i s to f luo rescence  

u t i l i s é e , j u s q u ' à  présent ,dans  l a  l o c a l i s a t i o n  des amines biogènes 

(Steinbusch e t  c o l l . ,  1982).  Ains i ,  l e  nombre de c e l l u l e s  5-HT p o s i t i v e s  

dé t ec t ées  chez l e s  In sec t e s  e s t  supé r i eu r  à c e l u i  d é t e c t é  s e lon  l a  méthode 



de Falck-Hillarp (Klemm e t  c o l l . ,  1984). 

Relativement peu d l é tudes , ayan t  t rai t  à l a  l o c a l i s a t i o n  de 5-HT 

dans l e  système nerveux d l I n s e c t e s , o n t  é t é  r é a l i s é e s  jusqu 'à  p r é s e n t  

( c f .  I n t roduc t ion ) .  La p l u p a r t  d ' e n t r e  e l l e s  concerne l a  b l a t t e  

RYr,iph&ta amekicana (Bishop e t  O'Shea, 1983 ; Klemm e t  c o l l . ,  1984 ; 

Nishiitsutsuji-Uwo e t  c o l l . ,  1984 ; Davis,  1985). Les r é s u l t a t s  peu 

concordants e n r e g i s t r é s  par  d i f f é r e n t s  au t eu r s  é tud ian t  l a  l o c a l i s a t i o n  

des c e l l u l e s  sé ro toninerg iques  chez c e t  i n s e c t e ,  (Bishop e t  ~ ' S h e a ,  

Klemm e t  c o l l .  d'une par t ,Nish i i t su tsu j i -Uwo e t  c o l l .  d ' a u t r e  p a r t )  posent 

l e  problème de l a  s p é c i f i c i t é  des a n t i c o r 2 s  u t i l i s é s .  Les s t r u c t u r e s  qui  

r éag i s sen t  à no t r e  immunsérum ne sont  p l u s  marquées quand ce lu i - c i  e s t  

s a t u r é  pa r  un excès d 'an t igène .  Cependant, no t r e  immunsérum p résen te  de 

r éac t ions  c r o i s é e s  avec l a  tryptamine e t  l a  5-méthoxytryptamine ( 5  MT), 

ce qu i  l a i s s e  supposer que l'immunsérum reconnai t  l a  5 HT, ou un composé 

apparenté  à l a  5 MT fTramu e t  c o l l . ,  1984). L'immunsérum ant i -5 HT u t i l i s é  

ne marque aucun corp s ce l l u l a i r e  dopaminergique dans l e  système nerveux 

de Mammifères (Tramu, communication personnel le )  e t  l a  r é a c t i o n  p e r s i s t e  

dans no t r e  m a t é r i e l  quand l'immunsérum e s t  s a t u r é  pa r  un excès de dopamine. 

Ains i ,  l e  r i sque  que l'immunsérum ant i -5  HT marque l e s  s t r u c t u r e s  dopaminer- 

giques e s t  nu l .  

Elofsson e t  Klemm (1972) o n t ,  préalablement à no t r e  é tude ,  mis 

en  évidence des neurones mono aminergiques chez l e s  Odonates p a r  l a  méthode 

de f luorescence de Falck - H i l l a r p .  Selon ces  au t eu r s ,  qua t re  couches de 

f luorescence v e r t e  e t  deux couches de f luorescence  jaune,correspondant 

probablement aux f i b r e s  sérotoninergiques,s'observent dans l a  médulla. Les 

f i b r e s  de f luorescence  jaune peuvent ê t r e  également dé t ec t ées  dans l a  

lobula ,  a l o r s  q u ' e l l e s  sont  absentes  dans l a  *lamina. Un groupe unique de 

péricaryons de f luorescence  jaune s e  s i t u e  à proximité  de l a  médulla. 

Nos r é s u l t a t s  montrent que l a  r é a c t i o n  sérotoninergique e s t  

beaucoup p l u s  importante  que c e l l e  d é c r i t e  précédemment. S ix  couches de 

f i b r e s  e t  qua t re  groupes c e l l u l a i r e s  immunoréactifs, dont un de t r è s  

grande t a i l l e ,  e x i s t e n t  dans l a  médulla. Probablement, l o r s  de l ' é t u d e  

d 'Elofsson e t  Klemm (1972), l ' i n t e n s e  f luorescence  . v e r t e  due aux catécholamines 
- .- - 

r ecouvra i t  e t  masquaitB rapidement l a  f a i b l e  f luorescence j  aunê q u i  correspondai t  

à l a  sé ro tonine ,  ce q u i  e x p l i q u e r a i t  l e s  r é s u l t a t s  par  "défaut" observés 

par  ces auteurs, .  Un t e l  argument, s l i l  a ,  par  a i l l e u r s ,  é té  évoqué par  Nasse1 - .- - - 



et Klemm (1983) dans leur étude relative à la localisation des fibres 

s érotoninergiques au niveau des lobes optiques de Sckintocuca gkegda, 

PcdphrzcZa ametucana et CakEphom mgthocephda, ne permet cepèndant ' 

pas d'expliquer pourquoi des corps cellulaires (particulièrement ceux de 

grande taille) ne sont pas détectés par la méthode de Falek-Hillarp. 

Des corps cellulaires sérotoninergiques de grande taille s 'observent 

dans le ganglion frontal. Ils apparaissent marqués de façon spécifique 

dans la mesure où ils ne s'observent pas après absorption de l'immunsérum 

par l'antigène correspondant,contrairement à ce qui a été décrit chez 

P d p h d  amaicana (Nishiitsutsuji-Uwo et coll., 1984). Cependant, 

Davis (1985) a observé une soixantaine de corps cellulaires sérotoninergiques 

dans le ganglion frontal de cet insecte. Selon cet auteur, les fibres 

sérotoninergiques présentes dans le système nerveux stomat.ogastrique 

innerveraient les glandes salivaires et les muscles des intestins antérieur 

et moyen. De même, chez Auhna cganea (Andries et Tramu, 1984, 1985a), 

la musculature circulaire du gésier et de la tunique conjonctivo-musculaire, 

entourant l'épithélium de l'intestin moyen, renferment une très intense 

innervation sérotoninergique . 
Dans le système nerveux, la plupart des cel!Lules réagissant à 

l'immunsérum anti-5 HT est localisée dans la partie postérieure du 

protocérébron. Il en est de même; corne nous l'avons vu (cf.ihapitres 1, II, 

III), pour les cellules réagissant à des immunsérums anti-peptidiques tels 

que les sérums anti-cholécystokinine, anti-hp GRF ou anti-VIP ... 



DETECTION D'UN TIEME NEURONE 
PAR PUJSIEüRS N\ITICGRPS 



Le p r inc ipe  de DALE, formulé dans l e s  années 50, s t i p u l e  qu'un 

unique t ransmet teur  c a r a c t é r i s e  chaque populat ion neuronale .  Cependant, 

depuis l a  de rn i è re  décennie,  l a  démonstration, souvent renouvelée, du 

moins chez l e s  ~am&fères ,  de l a  présence de p l u s i e u r s  t ransmet teurs  dans 

un même neurone, a modif ié  nos conceptions r e l a t i v e s  à ce p o s t u l a t .  Trois  

grandes ca t égor i e s  de CO- loca l i s a t ions  ont  é t é  dé t ec t ées  : 

(1) présence con jo in t e  de 2 neurotransmetteurs  c l a s s iques .  Les 

premières démonstrations remontent en 1974 e t  ont  é t é  e f f ec tuées  dans l e  

système nerveux de gastéropodes,  l ' a p l y s i e  (Brownstein e t  c o l l . ,  1974) e t  

l ' e s c a r g o t  (Hanley e t  c o l l . ,  1974). Quoique ces t ravaux i n i t i a u x  f u r e n t  

c r i t i q u é s ,  l ' e x i s t e n c e  de t e l l e s  CO-loca l i sa t ions  f u t  confirmée pa r  l a  s u i t e .  

Ainsi  des a s soc i a t ions  e n t r e  ac ide  gamma-butyrique (GABA) e t  sé ro tonine  

(Bel in  e t  c o l l . ,  1981 ; Pujo l ,  1984) , GABA e t  dopamine ( E v e r i t t  e t  c o l l . ,  

1984) ont  é t é  d é c r i t e s  dans l e  système nerveux des Mammifères. 

(2) présence con jo in t e  d'un neurotransmetteur  c l a s s ique  e t  d'un 

pe?tj.de. La démonstration en  a é t é ,  maintes f o i s ,  renouvelée chez l e s  Vertébrés  : 

séro tonine /subs tance  P (Chan-Palay, 1979 ; Chan-Palay e t  c o l l . ,  1978 ; 

Hokfel t  e t  c o l l . ,  1978 ; Singer  e t  c o l l . ,  1979 ; P e l l e t i e r  e t  c o l l . ,  1981 ; 

Johansson e t  c o l l . ,  1981 ; Lovick e t  Hunt, 1983 ; Hancock, 1984), ~ ~ K / d o p a m i n e  

(Hokfelt  e t  c o l l . ,  1980), acétylcholine/polypeptide pancréat ique (Lundberg e t  

c o l l . ,  1979 ; Johansson e t  Lundberg, 1981); sérotonine/enképhal ine (Galzer e t  

c o l l . ,  1981) ; noradrenalirre/enképhaline (Klein e t  c o l l . ,  1982), ad réna l ine l  

CCK (Hokfelt  e t  c o l l . ,  1984), GABA/Cm (Somogyi e t  c o l l . ,  1984) dopamine/GRF 

(Okamura e t  c o l l . ,  1985). 

Chez l e s  Inve r t éb ré s ,  s eu l e  démonstration, c e l l e  d'une molécule 

apparentée au CCK, mise e n  évidence dans des neurones d ' f f a x  (Osborne e t  

c o l l . ,  1982). 

(3) présence con jo in t e  de 2 pep t ides .  I c i  encore ,  l e s  exemples s o n t  

innombrables chez l e s  Mammifères. Un s e u l  d ' en t r e  eux, c e l u i  concernant l e s  

d i f f é r e n t s  pept ides  déce lés  e n  même temps que des enképhal ines ,  s u f f i r a  à 

rendre compte de l a  d i v e r s i t é  des  a s soc i a t ions  rencont rées  : enképhalines /ocytocine 

(Martin e t  Voigt,  1981 ; Martin e t  c o l l . ,  1983 ; Vanderhaeghen e t  c o l l . ,  1983),  

/vasopressine (Martin e t  Voigt,  1981 ; Martin e t  c o l l . ,  1383), /neurophysine 

(Coul te r  e t  c o l l . ,  1981), /substance P (Erichsen e t  c o l l . ,  1982), /polypept ide 

pancréat ique (Hunt e t  c o l l . ,  1981), /somatostat ine (Tramu e t  c o l l . ,  1981, 

Beauv i l l a in  e t  c o l l . ,  1984), /VIP (Leboulenger e t  c o l l . ,  1983), / c o r t i c o l i b é r i n e  

(CRF) (Hokfelt  e t  c o l l . ,  1983). Dans l e s  cas  r epo r t é s  ci-dessus,  l e s  deux 

pept ides  ne t i r e n t  pas l e u r  o r i g i n e  d 'un même précurseur .  Il n'en e s t  pas ' 



de même des a s s o c i a t i o n s  met-enképhaline, f3-endorphine, ACTH, MSH, l e s  4 

pept ides  dé r ivan t  d 'un même précurseur ,  l a  proopiomélanocortine ou des 

a s soc i a t ions  leu-enképhaline, a-néo-endorphine, dynorphine q u i ,  e l l e s ,  

son t  rendues p o s s i b l e s  pa r  l e  c l ivage  de l a  prodynorphine. 

Chez l ' a e shne ,  nous avons u t i l i s é  l a  technique des coupes s é r i é e s ,  

incubées a l te rna t ivement  avec des immunsérums d i f f é r e n t s ,  a f i n  de démontrer 

l a  coexistence peptide-amine (en l ' o c c u r r e n c e , l a  sé ro tonine)  e t  l ' a s s o c i a t i o n  

de pept ides  d i f f é r e n t s  e n t r e  eux, q u ' i l s  s o i e n t  apparentés  ou non. 

1 - Détec t ion  d'un même neurone p a r  des an t i co rps  d i r i g é s  cont re  

d i v e r s  pept ides  mammaliens 

Deux cas  son t  a envisager ,  su ivan t  que l e s  pept ides  con t r e  l e sque l s  

on t  é t é  s y n t h é t i s é s  l e s  an t i co rps  sont  apparentés  ou non. 

1 )  Par  an t i co rps  d i r i g é s  con t r e  des pept ides  mammaliens 

apparentés  : l e  VIP e t  llhpGRF 

Le VIP e t  llhpGRF p résen ten t ,  au  p o i n t  de vue s t r u c t u r e ,  de grandes 

homologies ; 4 des 8 r é s i d u s  aminés de l a  p a r t i e  N terminale  son t  e n  e f f e t  

communs aux deux pep t ides .  Une homologie, p l u s  n e t t e  encore,  e x i s t e ,  par  

a i l l e u r s  e n t r e  llhpGRF e t  l e  PHM, un pep t ide  de 27 ac ides  aminés provenant 

du même précurseur  que l e  VIP ( I toh  e t  c o l l . ,  1983). 

Les observa t ions  r é a l i s é e s  s u r  coupes au c ryos t a t  r é v è l e n t  que l e s  

c e l l u l e s  intensément marquées par  l e  sérum anti-VIP ne l e  sont  pas ou l e  son t  

t r è s  faiblement  p a r  l'immurssérum anti-hpGRF. C 'es t  l e  ca s ,  pa r  exemple, des 

c e l l u l e s  paramédianes, do r sa l e s  de l a  p a r t i e  pos t é r i eu re  du protocérébron 

(Pl.XII1, f . igs .a  e t  b ) .  De même, l e s  c e l l u l e s  r éag i s san t  fortement au sérum 

anti-hpGRF sont  peu ou prou immunoréactives au sérum anti-VIP. Ains i  l e s  

c e l l u l e s  do r sa l e s  p i r i formes  de l a  p a r t i e  pos t é r i eu re  du protocérébron sont  

d i f f i c i l e m e n t  observables ,  après  incubat ion  avec l e  sérum anti-VIP (P1.XIII 

f i g s . c  e t  d ) .  

Les d i f f é r e n c e s  de r éac t ions ,  même s i  e l l e s  s u b s i s t e n t ,  son t  bien 

moins apparentes  s u r  coupes à l a  p a r a f f i n e  que s u r  coupes à congélati-on 

(P l .  X I I I ,  f i g s .  e-g). On ne peut  cependant a f f i rmer  que t o u t e s  l e s  c e l l u l e s  

VIP p o s i t i v e s  r é a g i s s e n t  au sérum anti-hpGRF e t  v i c e  versa .  G'est  l e  cas 

en  p a r t i c u l i e r  de c e r t a i n e s  c e l l u l e s  de p e t i t e  t a i l l e  (ex. : p e t i t e s  c e l l u l e s  

pro tocérébra les  l a t é ro -do r sa l e s ,  VIP p o s i t i v e s ) .  Il e s t  poss ib l e ,  s inon  

probable,  que dans ce ca s ,  l ' immunoréact ivi té  n ' e s t  pas dé t ec t ée  en  r a i s o n  du 

peu de ma té r i e l  ant igénique que renferment ces  c e l l u l e s -  



De l 'ensemble de ces  observa t ions ,  il r e s s o r t  que, sous c e r t a i n e s  

condi t ions  de f i x a t i o n ,  c e r t a i n e s  c e l l u l e s  sont  r évé l ées  2 l a  f o i s  pa r  l e s  

sérums anti-VIP e t  anti-hpGRF. Faut - i l  e n  conclure q u ' i l  s ' a g i t  du même pep t ide  

r é v é l é  par  l e s  2 antisérums ? La t r è s  n e t t e  d i f f é r ence  de marquage observée 

e n t r e  l e s  2 populat ions c e l l u l a i r e s ,  l ' une  GRF (+++)/VIP (+), l ' a u t r e  GRF (+) /  

VIP (+++) ne p l a i d e  pas e n  faveur  de l a  d é t e c t i o n  d'une molécule unique. Il 

e s t ,  e n  e f f e t ,  d i f f i c i l e  d 'admettre  qu'une même molécule pept id ique ,  suscep t ib l e  

d ' ê t r e  mise en  évidence pa r  deux an t i co rps  d i f f é r e n t s  p u i s s e ,  su ivant  l e  

type c e l l u l a i r e  dans l eque l  e l l e  se  t rouve ,  ê t r e  p lus  fac i lement  décelée pa r  

l ' u n  ou l ' a u t r e  an t i co rps .  Par  a i l l e u r s ,  comme l a  s a t u r a t i o n  du sérum anti-hpGRF 

p a r  un excès de VIP ou, inversement,  c e l l e  du sérum anti-VIP p a r  du GRF, 

n ' i nh ibe  pas l a  r éac t ion ,  on peut  conclure à l ' e x i s t e n c e  de s i t e s  an t igéniques  

d t f f é r e n t s  r é a c t i f s  à l ' u n  ou à l ' a u t r e  an t i co rps .  

Il e s t  donc vraisemblable  que nous nous trouvons e n  présence de 2 

pep t ides  d i f f é r e n t s ,  probablement apparentés  comme l e  son t  l e  VIP e t  l e  GRF 

mammaliens, ayant en  commun un ou quelques (peu) ép i topes ,  l e sque l s ,  sous 

c e r t a i n e s  condi t ions  de f i x a t i o n ,  s e r a i e n t  r évé l é s  pa r  l e  sérum hétérologue, 

On ne peu t ,  non p l u s ,  exc lure  que ces pept ides  pu i s sen t  d é r i v e r  d 'un même précurseu 

comme l e  PHM e t  l e  VIP mammaliens dacs l a  mesure où l e u r s  synthèses  s e ra i en t  

régulées  à un niveau pos t - t r ans l a t ionne l  comme c e l a  semble ê t r e  l e  cas pour l e  

VIP e t  l e  PHI (pep t ide ,  à 2 ac ides  aminés p r è s ,  ident ique  au PHM) dans 

c e r t a i n s  neurones hypothalamiques du r a t  ( I t oh  e t  c o l l . ,  1983). 

2) Par an t i co rps  d i r i g é s  cont re  des peptiCes mammaliens non 

apparentés  

a )  Neurones d é t e c t é s  pa r  l e s  an t i co rps  anti-VIP e t  -hpGRF 

Cer ta ins  des  neurones d é t e c t é s  pa r  l e s  an t i co rps  anti-VIP e t  -hpGRF 

p résen ten t  ggalement une inmunoréac t iv i té  anti-CCK 8 e t /ou  -moti l ine.  

a) Présentan t  une immunoréactivité anti-CCK ,8 

+ immunoréactivités anti-hpGRF/-CCK 8 

Tous l e s  groupes c e l l u l a i r e s  q u i  r éag i s sen t  au sérum hpGRF r é a g i s s e n t  

for tement  au sérum anti-CCK 8 NS, que ce s o i t  au niveau du gangl ion sous-oesophagie 

(P1.XIV f i g s  a  e t  b) ou du protocérébron (P1.XIV f i g s  e  e t  f ) .  

Aucune r é a c t i o n  c r o i s é e  n ' a  é t é  déce lée ,  l a  s a t u r a t i o n  du sérum 

anti-hpGRF pa r  un excès de CCK 8 NS (P~ .XIV f i g s  c  e t  d) n ' i nh ibe  pas l a  

r é a c t i o n  pas p lus  que ne l e  f a i t  l a  s a t u r a t i o n  du sérum anti-CCK pa r  un 

excès dlhpGRF. 



+ immunoréactivités anti-VIP/-CCK 8 

Notre étude a  é t é  r é a l i s é e  s u r  coupes à congélat ion e t  concerne 

donc exclusivement l e s  groupes c e l l u l a i r e s  r éag i s san t  au VIP ap rès  f i x a t i o n  

au PAF. Ce sont  de p e t i t e s  c e l l u l e s  l a t é ro -ven t r a l e s  t r i t o c é r é b r a l e s  

(P~.XIV f i g s - i  e t  j ) ,  de grandes c e l l u l e s  paramédianes e t  do r sa l e s  e t  de 

p e t i t e s  c e l l u l e s  la té ro-dorsa les  p ro tocé réb ra l e s  (Pl  . X I V  f  igs .  g  e t  h) . Toutes 

sont  également marquées par  l e  sérum anti-CCK 8. La pré incubat ion  du sérum 

anti-VIP p a r  un excès de CCK 8 NS n ' i nh ibe  pas l a  r éac t ion .  

Une immunoréactivité anti-CCK 8 s 'observe  dans des c e l l u l e s  r éag i s san t  

aux sérums anti-hpGRF et-VIP e t  p a r f o i s ,  sous c e r t a i n e s  condi t ions  de f i x a t i o n ,  

aux 2 antisérums. L'absence de r é a c t i o n  c r o i s é e  permet d ' a f f i rmer  que ce sont  

des  s i t e s  an t igéniques  d i f f é r e n t s  qu i  sont  d é t e c t é s  pa r  l e s  a n t i c o r p s  anti-CCK 8 

ou par  l e s  a n t i c o r p s  d i r i g é s  cont re  l e  VIP ou llhpGRF. La r é a c t i o n  tou jours  

n e t t e ,  v o i r e  t r è s  n e t t e ,  obtenue après  incubat ion  avec l e  sérum anti-CCK8 

t r a d u i t  l e  grand nombre de s i t e s  an t igéniques  auxquels s e  l i e n t  l e s  an t i co rps  

anti-CCK 8. 

B)  Présentan t  une immunoréactivité an t i -mot i l ine  

Cer ta ines  c e l l u l e s  hpGRF p o s i t i v e s  sont  r évé l ées  par  un sérum a n t i -  

mo t i l i ne ,  q u ' i l  s ' a g i s s e  des c e l l u l e s  l a t é ro -ven t r a l e s  (P1.XV f i g s . f  e t  g) 

e t  de l a  c e l l u l e  médio-ventrale (P1.XV f i g s - c  e t  d) du gangl ion sous-oesophagien 

ou des grandes c e l l u l e s  do r sa l e s  p i r i fo rmes  (P1.XV f i g s . a  e t  b ) .  

Contrairement au marquage anti-CCK q u i  e s t  t r è s  i n t e n s e ,  l ' immunoréactivit  

an t i -mot i l ine  r e s t e  t ou jou r s  modérée. 

b) Neurones d é t e c t é s  p a r  des  an t i co rps  ant i -opioides 

Des neurones d é t e c t é s  par  l ' u n  des  an t i co rps  ant i -opioides u t i l i s é s  

(anti-leu-enképhaline, -met-enképhaline, -a-néo-endorphine e t  -dynorphine) l e  

sont  également p a r  l e s  an t i co rps  anti-CCK 8 e t / o u  rnot i l ine.  

a) présentan t  une immunoréactivité anti-CCK 8 

-+ immunoréactivités anti-leu-enképhaline/-CCK 8 

La p lupa r t  des  c e l l u l e s  leu-enképhaline p o s i t i v e s  r é a g i t  au 

sérum anti-CCK 8 NS. Il s ' a g i t  dans l e  gangl ion sous-oesophagien de deux 

c e l l u l e s  p a r a s a g i t t a l e s  do r sa l e s  a n t é r i e u r e s  (P1.XVI f i g s . g  e t  j )  e t  de deux 

c e l l u l e s  l a t é ro -ven t r a l e s  pos t é r i eu re s  (P1.XVI f i g s - f  e t  i ) .  Il f a u t  cependant 

n o t e r  l 'absence de réactionanti-CCK8au niveau des grandes c e l l u l e s  l a t é r o -  

do r sa l e s  e t  l a t é ro -ven t r a l e s  du gangl ion sous-oesophagien. Dans l a  p a r t i e  an t é r i eu re  

du protocérébron,  4 grandes c e l l u l e s  s a g i t t a l e s  e t  quelques c e l l u l e s  paramédianes 

p lus  p e t i t e s  (P1.XVI f i g s - a  e t  c)  sont  marquées pa r  l e s  deux immunsérums. 



Dans l a  p a r t i e  pos t é r i eu re  du pro toeérébron ,  l e  double marquage i n t é r e s s e  

de grandes c e l l u l e s  l a t é r a l e s  e t  l a té ro-vent ra les  (P1.xVI f i g s .  e  e t  h) e t  

de p e t i t e s  c e l l u l e s  l a t é ro -do r sa l e s  e t  cen t r a l e s .  Enfin,  l ' un ique  c e l l u l e  

leu-enképhaline p o s i t i v e  innervant  l e s  lobes opt iques ,  r é a g i t  aux sérums 

anti-CCK 8 (Pl.XVI f i g s - b  e t  d ) .  E l l e  e s t  i nc luse  dans un groupe d'une 

d iza ine  de c e l l u l e s  CCK 8 NS p o s i t i v e s .  

Par  s u i t e  de l ' absence  de séquences pept id iques  communes à l a  

leu-enképhaline e t  au CCK 8 NS, nous nnavons pas s a t u r é  l e s  sérums pa r  

l ' an t igène  hétérologue.  Par con t r e ,  l a  s a t u r a t i o n  a  é t é  f a i t e  pa r  l ' an t igène  

correspondant.  Rappelons que ces  con t rô l e s  nous ont  permis de v é r i f i e r  l a  

s p é c i f i c i t é  de nos r éac t ions  ( sauf  c e l l e  q u i  concerne l e s  grandes c e l l u l e s  

s a g i t t a l e s  du protocérébron,  l e s q u e l l e s  r e s t e n t  marquées après  incubat ion 

avec l e  sérum anti-leu-enképhaline s a t u r é )  . 
+ immunoréactivités anti-dynorphine 1-17KCK 8 

Les r a r e s  c e l l u l e s  q u i ,  s u r  coupes au c r y o s t a t ,  r é a g i s s e n t  faiblement  

au sérum anti-dynorphine l e  f o n t  t r è s  intensément au sérum. anti-CCK 8 BS. 

La double r é a c t i o n  concerne quelques p e t i t e s  c e l l u l e s  p a r a s a g i t t a l e s  de 

l a  p a r t i e  a n t é r i e u r e  du gangl ion sous-oesophagien e t ,  dans chaque moi t ié  

du protocérébron,  deux groupes symétriques cons t i t ués ,  l ' u n  de deux grandes 

c e l l u l e s  paramédianes (P1.XVI gigs .k e t  l ) ,  l ' a u t r e  de quelques p e t i t e s  

c e l l u l e s  la té ro-dorsa les .  

+ immunoréactivités anti-a-née-endorphinel-CCK 8 

La comparaison a  é t é  e f f e c t u é e  s u r  coupes à l a  p a r a f f i n e  e t  s u r  

coupes à congélat ion.  Les r a r e s  c e l l u l e s  r éag i s san t  au sérum anti-a-néo- 

endorphine s u r  coupes au c r y o s t a t  sont  marquées pa r  l e  sérum anti-CCK 8. 

Sur coupes à l a  p a r a f f i n e ,  de nombreuses c e l l u l e s  du protocérébron 

sont  à l a  f o i s  dé t ec t ées  par  l e s  sérums anti-CCK 8 NS e t  anti-a-néo-endorphine, 

en p a r t i c u l i e r  dans l a  région p o s t é r i e u r e ,  q u ' i l  s ' a g i s s e  .de c e l l u l e s  l a t é r a l e s  

(P1.XVII f i g s - b  e t  d ) ,  l a t é ro -do r sa l e s  (P1.XVII f i g s .b  e t  d ) ,  do r sa l e s  

(P1.XVII f i g s .  i-k) ou v e n t r a l e s  (P1.XVII f i g s .  j e t  k) . Au niveau de l a  

pahb i v L t ~ c ~ e b ~ ,  2 p a i r e s  de grandes c e l l u l e s  paramédianes sont  marquées 

par  l e s  2 sérums (P1.XVII f i g s - e  e t  g) ; l e  sérum anti-a-néo-endorphine d é t e c t a n t  

de p lus  quelques p e t i t e s  c e l l u l e s .  

De nombreuses c e l l u l e s  du gangl ion f r o n t a l  e t  une d i za ine  de c e l l u l e s  

innervant  l e s  lobes opt iques son t  révé lées  par  l e s  deux sérums (P1.XVII f i g s m a  e t  c)  

Nombre de c e l l u l e s  du gangl ion sous-oesophagien s o n t ,  également, 

doublement marquées. Cependant, l e s  grandes c e l l u l e s  l a t é ro -do r sa l e s  e t  l a t é r o -  

v e n t r a l e s  (P1.XVII f i g s . f  e t  h) q u i  r éag i s sen t  au sérum anti-a-néo-endorphine 



a i n s i  qu'aux sérums an t i - l eu  e t  -met-enképhalines ne réagisser:  pas au 

sérum anti-CCK 8. 

Comme nous l 'avons noté  c h a p i t r e  1, il e s t  probable que 2 pep t ides ,  

l ' u n  dé r ivan t  d'une molécule "apparentée" à l a  proenképhaline, l ' a u t r e  d'une 

mol5cule "vois ine" de l a  prodynorphine, s o i e n t  p ré sen t s  dans l e  système 

nerveux de 1 ' ae shne . 
Les c e l l u l e s  réagissant  uniquement aux immunsérums anti-leu-enképhaline 

e t  -a-néo-endorphine (ex. p e t i t e s  c e l l u l e s  paramédianes de l a  ' p a r t i e  an t é r i eu re  

du .protocérébron,  c e l l u l e s  c e n t r a l e s  de l a  p a r t i e  pos t é r i eu re  du protocérébron)  

r éag i s sen t  au sérum anti-CCK 8 NS, Un t e l  r é s u l t a t  cons t i t ue  un argument en 

faveur  du marquage, pa r  l e  sérum anti-CCK 8 NS, d 'un pept ide  i s s u  d'une molécule 

vo i s ine  de l a  prodynorphine. Nous ne pouvons cependant exc lure  l 'hypothèse  

se lon  l a q u e l l e  un pept ide  "CCK-like" d i f f é r e n t  de l a  molécule opioide s e r a i t  

p résent  dans ces  c e l l u l e s .  

Inversement, comme l e  sérum anti-CCK 8 ne met pas e n  évidence l e s  

grandes c e l l u l e s  la té ro-dorsa les  e t  l a t é ro -ven t r a l e s  du gangl ion sous-oesophagien, 

l e s q u e l l e s  son t  dé t ec t ées  à l a  f o i s  p a r  l e s  sérums anti-met,  -leu-enképhalines,  

-a-néo-endorphine, -dynorphine, il e s t  logique de penser  que l e  sérum anti-CCK 8 

ne r é a g i t  pas  avec l e  pept ide dé r ivan t  d 'une molécule apparentée à l a  proenképhaline 

Une t e l l e  i n t e r p r é t a t i o n  ne vaut  que pour l e s  types c e l l u l a i r e s  l e s  

p l u s  aisément i d e n t i f i a b l e s .  E l l e  demande confirmgtion avant que nous ne pu i s s ions  

l ' é t e n d r e  à l 'ensemble des c e l l u l e s  r é a g i s s a n t  aux d i f f é r e n t s  sérums an t i -opio ides .  

$) Présentan t  une immunoréactivité ant i -moéil ine 

Les grandes c e l l u l e s  la té ro-dorsa les  e t  l a l é ro -ven t r a l e s  de l a  p a r t i e  

an t é r i eu re  du gangl ion sous-oesophagien r é a g i s s e n t  faiblement au sérum a n t i -  

mot i l ine  (P1.XV f i g s  e e t  h ) .  Rappelons que ces  de rn i è re s  sont  également marquées 

pa r  l e s  sérums anti-met , -leu-enképhaline s , -a-néo-endorphine e t  A-dynorphine . 
En cas de s a t u r a t i o n  du sérum ant i -mot i l ine  par  un excès de leu-enképhaline, 

il n 'y a pas  i n h i b i t i o n  du marquage. Ains i  l a  molécule pept id ique  apparentée 

à l a  mo t i l i ne ,  semble assoc iée  ou f a i r e  p a r t i e  de l a  molécule opiacée dér ivant  

d 'un précurseur  de type proenképhaline. 

c)  Neurones d é t e c t é s  p a r  l e s  an t i co rps  anti-CCK 8 e t  -GRP 

Les grandes c e l l u l e s  s a g i t t a l e s  de l a  p a r t i e  a n t é r i e u r e  du protocérébron 

sont  marquées, à l a  f o i s  pa r  l e s  sérums anti-CCK 8 e t  anti-GRP (P1.XV f i g s - i  e t  j ) .  



Conclusion 

Il e s t  poss ib l e  de d i s t i n g u e r ,  l e s  uns des a u t r e s ,  des  groupes 

c e l l u l a i r e s  su ivant  l ' immunoréact ivi té  q u ' i l s  p ré sen ten t  à d i v e r s  sérums 

d i r i g é s  cont re  des  pep t ides  mammaliens non apparentés .  Malgré l a  d i f f i c u l t é  

r é s u l t a n t  e n t r e  a u t r e s  du f a i t  que l e s  comparaisons ont  é t é  e f f e c t u é e s ,  l e s  

unes s u r  coupes au c r y o s t a t ,  l e s  a u t r e s  s u r  coupes à l a  p a r a f f i n e ,  p l u s i e u r s  

types de réponse ont  é t é  obtenus : 

- (VIP + GRF)/CCK : c e l l u l e s  paramédianes do r sa l e s  e t  c e l l u l e s  

pir i formes do r sa l e s  de l a  p a r t i e  pos t é r i eu re  du protocérébron.  Les c e l l u l e s  

pir i formes sont  également dé t ec t ées  pa r  un sérum ant i -mot i l ine .  

- (leu-enképhaline + a-néo-endorphine)/CCK : p e t i t e s  c e l l u l e s  para- 

médianes a n t é r i e u r e s  e t  p e t i t e s  c e l l u l e s  c e n t r a l e s  pos t é r i eu re s  du protocérébron.  

- a-néo-endorphine/CCK : ex. c e l l u l e s  du gangl ion f r o n t a l ,  grandes 

c e l l u l e s  paramédianes a n t é r i e u r e s  du protocérébron.  

- (me t-enképhaline + leu-enképhaline + a-néo-endorphine) /mot i l  ine  : 

grandes e é l l u l e s  l a t é ro -do r sa l e s  e t  l a t é ro -ven t r a l e s  de l a  p a r t i e  a n t é r i e u r e  

du gangl ion sous-oesophagien. 

- CCK/GRP : c e l l u l e s  s a g i t t a l e s  de l a  p a r t i e  an t é r i eu re  du protocérébron.  

Notre étude n ' e s t  pas  exhaus t ive ,  il e s t  probable que d ' a u t r e s  

a s soc i a t ions  e x i s t e n t  ; a i n s i  l e  sérum a n t i - i n s u l i n e  r évè l e  des  c e l l u l e s  

paramédianes de l a  parrd intmcmebtralA ( c f .  P1.IV f i g .  h )  e t  de grandes c e l l u l e s  

do r sa l e s  de l a  p a r t i e  pos t é r i eu re  du protocérébron ( c f .  P1.IV f i g . j ) . d o n t  l a  

p o s i t i o n  e s t  ident ique  à c e l l e  des c e l l u l e s  r évé l ées  par  l e s  sérums anti-hpGRF 

e t  anti-VIP ... 
Par a i l l e u r s ,  il f a u t  no te r  que nombre de c e l l u l e s  ne sont  mises en  

évidence que pa r  un s e u l  sérum. Ainsi  de nombreuses c e l l u l e s  l e  sont  uniquement 

pa r  l e  séfum anti-CCK 8. 

Dans l e  cas  d'une immunoréactivité à 2 ou p l u s i e u r s  sérums d i r i g é s  

cont re  des pept ides  mammaliens non apparentés ,  deux e x p l i c a t i o n s  peuvent ê t r e  

envisagées : l a  première s t i p u l e  que l a  molécule pept idique d ' i n s e c t e ,  d i f f é r e n t e  

des deux pept ides  mammaliens cont re  l e sque l s  o n t  é t é  é laborés  l e s  a n t i c o r p s ,  

possède des s i t e s  an t igéniques  r évé l é s  pa r  l e s  deux sérums ; l a  seconde, que 

chaque sérum révè le  un pept ide  p a r t i c u l i e r .  

Il e s t  c e r t a i n  que nous n'avons pas d'élément de réponse i r r é f u t a 3 i e  

e n  faveur  de l ' une  ou l ' a u t r e  i n t e r p r é t a t i o n .  Le s e u l ,  qu i  s o i t  i n t é r e s s a n t  à 

n o t e r ,  concerne l ' e x i s t e n c e  d'une immunoréactivité à un an t i co rps  donné (en 

l'occurrencel'.anti-motiline) dans c e r t a i n e s  e t  non dans t o u t e s  l e s  c e l l u l e s  



r é a g i s s a n t  à d ' a u t r e s  a n t i c o r p s  (anti-VIP, -hpGRF, -CCK). Dans ce ca s ,  

il y a t o u t e s  chances pour que l ' a n t i c o r p s  an t i -mot i l ine  d é t e c t e  un 

pept ide  d i f f é r e n t  de c e l u i  m i s  en  évidence par  l e s  an t i co rps  anti-VIP, 

-hpGRF e t  -CCK. 

Les c e l l u l e s  d o r s a l e s  paramédianes (P1.XVIII f i g s  a e t  b) e t  l a t é r o -  

do r sa l e s  (P1.XVIII f i g s  c e t  d )  p ro tocé réb ra l e s  q u i  r é a g i s s e n t  au sérum a n t i -  

p r o c t o l i n e ,  p ré sen ten t  également une immunoréactivité anti-CCK 8. Il e s t  remarquable 

de c o n s t a t e r  que l e s  r a r e s  c e l l u l e s  à proc to l ine  f o n t  p a r t i e  Le 2 groupes comprenant 

de nombreuses c e l l u l e s  r é a g i s s a n t  au sérum anti-CCK 8. Nous confirmons a i n s i  l ' h é t é -  

g é n é i t é  des  groupes c e l l u l a i r e s  t e l s  que nous l e s  dé f in i s sons  s u r  c r i t è r e s  

morphologiques e t / o u  immunohistochimiques. 

Comme il n ' e x i s t e  aucune séquence pept id ique  commune e n t r e  l a  p r o c t o l i n e  

e t  l ' oc t apep t ide  C terminal  de l a  cholecystokinine,  nous pouvons conclure à 

l ' e x i s t e n c e  de s i t e s  an t igéniques  d i f f é r e n t s  r évé l é s  pa r  l e s  deux antisérums. 

Ces ép i topes  appar t iennent  probablement à deux pept ides  d i f f é r e n t s  p u i s q u ' i l  

e s t  e n  e f f e t  vraisemblable  que l e  sérum an t i -p roc to l ine  r évè l e  l a  p roc to l ine  

e t  non une molécule apparentée.  Nous ne pouvons, t o u t e f o i s ,  totalement  exc lu re  

l ' i d é e  se lon  l a q u e l l e  l ' a n t i c o r p s  anti-CCK d é t e c t e  des  s i t e s  ant igéniques 

d'un éventue l  précurseur  de l a  p roc to l ine  ( l eque l  r e s t e  encore à démontrer . . . ) . 

1 1 1 - COEXISTENCE D'UNE AMINE : LA SEROTON INE ET D'UN PEPTIDE 

APPARENTÉ A IA CHOLECYSTOKININE 

Pour mettre  e n  évidence une éventue l le  c o l o c a l i s a t i o n  de l a  s é ro ton ine  

e t  de pep t ides  dans l e  système nerveux e t  l e  gangl ion sous-oesophagien 

d l A u h n a  cyanea, des coupes s é r i é e s  ont  é t é  incubées a l te rna t ivement  avec un 

sérum ant i -5 HT ou avec l ' u n  des sérums respectivement d i r i g é s  contre  l e  

CCK-8 NS, l a  substance P ,  l e s  leu- e t  met-enképhalines, l e  VIP présent  dans 

l e s  neurones séro toninerg iques .  



Des neurones r éag i s san t  aux immunsérums anti-CCK-8 NS e t  ant i -5 HT 

ont  é t é  observés a u s s i  b ien ,  dans l e  système nerveux c e n t r a l ,  que dans l e  

système nerveux s t o m a t ~ ~ a s t r i q u e  dlAehhna cymea. Quatre groupes c e l l u l a i r e s  

réagissent  à l'immunsérum ant i -5 HT au vois inage des lobes opt iques .  Seules ,  

l e s  grandes c e l l u l e s  (20-25 pm de diamètre)  immunoréactives à l'immunsérum 

ant i -5 HT renferment également du m a t é r i e l  r éag i s san t  au sérum anti-CCK-8 NS 

(P1.XIX f i g s . d  e t  e ) .  Dans l e  gangl ion sous-oesophagien, t r o i s  à qua t r e  p a i r e s  

de grandes c e l l u l e s  antéro-dorsales  (20-25 Pm de diamètre) son t  fortement 

marquées par  l e s  deux immunsérums (P1.XIX f ig sa f -h ) .  Enfin,  des c e l l u l e s  de 

grande t a i l l e  (20-25 pm de diamètre) du gangl ion f r o n t a l  (P1.XIX f igs .a -c)  

qu i  r é a g i s s e n t  fortement à l'immunsérum ant i -5 HT, p ré sen ten t  une f a i b l e  immuno- 

r é a c t i v i t é  à l'immunsérum anti-CCK-8 NS. 

Comme nous l 'avons indiqué c h a p i t r e  III, l ' immunoréac t iv i té  d i s p a r a î t  

lorsque l e s  a n t i c o r p s  spéc i f iques  anti-CCK-8 NS e t  ant i -5 HT sont  s a t u r é s  pa r  

l e u r  ant igène correspondant ,  t and i s  que l e  marquage p e r s i s t e  quand l'immunsérum 

ant i -5  HT e s t  s a t u r é  p a r  l a  dopamine. 

Discussion - Conclusion 

Nos r é s u l t a t s  démontrent, pour l a  première f o i s ,  l a  coexistence d'un 

ma té r i e l  apparenté  au CCK-8 NS e t  à l a  sé ro tonine  dans l e s  systèmes nerveux 

c e n t r a l  e t  s tomatogastr ique d'un i n s e c t e .  

Ce r t a ins  neurones, r é a g i s s a n t  à l a  f o i s  aux immunsérums anti-CCK-8 NS 

e t  an t i -5  HT, appa ra i s sen t  marqués avec l a  même i n t e n s i t é  ( c ' e s t  l e  cas  des 

c e l l u l e s  innervant  l e s  lobes opt iques  ou des c e l l u l e s  antéro-dorsales  du 

gangl ion sous-oesophagien), t a n d i s  que d ' a u t r e s  présenten t  une f o r t e  immuno- 

r é a c t i v i t é  avec l'immunsérum ant i -5  HT e t  une r é a c t i o n  f a i b l e  ou modérée avec 

l'immunsérum anti-CCK-8 NS ( c ' e s t  l e  cas  des  c e l l u l e s  du gangl ion f r o n t a l ) .  En 

nous fondant s u r  l e s  d i f f é r ences  de marquage immunohistochimique observées,  il 

semble logique de suggérer  que l e  pept ide  e t  l 'amine son t  l o c a l i s é s  dans des 

v é s i c u l e s d i f f é r e n t e s ,  même s i  nous ne pouvons exc lure  l ' é v e n t u a l i t é  q u ' i l s  

pu i s sen t  c o e x i s t e r  dans l e s  mêmes v é s i c u l e s ,  comme c ' e s t  l e  cas  pour l a  sé ro tonine  

e t  l a  substance P chez l e  r a t  ( P e l l e t i e r  e t  c o l l . ,  1981). 

Nous ne pouvons que spécu le r  s u r  l ' importance de l a  coexistence d'un 

pept ide  avec une molécule neuro t ransmet t r ice  c lass ique .  Chez l e s  In sec t e s ,  comme 

chez l e s  Vertébrés ,  l a  présence de grande q u a n t i t é  de m a t é r i e l  apparenté  à l a  

cholécystokinine/gastrine suppose une a c t i v i t é  neuro t ransmet t r ice  ou neuromodula- 

t r i c e  même s i  une p a r t i e  non négl igeable  du ma té r i e l  p ro tocé réb ra l  e s t  acheminé 

jusqu'au corps cardiaque où il s e r a  l i b é r é  dans l'hémolymphe pour y jouer un 

r ô l e  hormonal. Dans l e  neurone géant  d ' f fef ix  a p m a ,  l a  cholécystokinine diminue 



l'effet excitateur de la sérotonine et augmente son effet inhibiteur 

(Bokisch et coll., 1983). Dans ce cas, la cholécystokinine, en plus de 

son action directe sur le potentiel membranaire, module l'action de la sérotonine. 

Ces observations suggèrent l'un des éventuels rôles physiologiques de la 

cholécystokinine chez les Invertébrés, à savoir moduler l'action de neuro- 

transmetteurs-classiques comme cela semble être par ailleurs le cas pour la 

substance P chez les Vertébrés (Pernow, 1983). 



CHAPITRE V 

ANALYSE DES RELATIONS CWW-CORPS CAF\DINE 



Depuis l ' obse rva t ion  pr inceps  de La Vail  e t  La Vail  (1972),  l a  

péroxydase de Ra i fo r t  a  é t é  maintes f o i s  u t i l i s é e ,  ne s e ra i t - ce  que chez 

l e s  In sec t e s  (Sivasubramanian e t  Nassel,  1985 ; Watson e t  Burrows, 1985 ; 

Watsor e t  c o l l . ,  1985 ...), pour l o c a l i s e r  des  massifs  neuronaux ou dé ter -  

miner des  t r a j e t s  axonaux. Le p r i n c i p e  de l a  r éac t ion  e s t  basé ,  d'une p a r t ,  

s u r  l e  t r a n s f e r t  ré t rograde  de l a  p ro t é ine  des terminaisons axonales vers  

l e  corps c e l l u l a i r e  e t ,  d ' a u t r e  p a r t ,  s u r  l a  d é t e c t i o n  de l'enzyme par  une 

s o l u t i o n  de diamino-benzidine e n  présence d 'eau  oxygénée. 

Comme nous l ' avons  no té ,  chez A a h n a  cyanea, de nombreuses termi- 

naisons axonales  sont  marquées, au niveau du corps cardiaque , après  incubat ion  

avec des immunsérums d i r i g é s  con t r e  des pept ides  mammaliens (anti-CCK, -VIP, 

-hpGRF , -leu-enképhaline , -me t-enképhaline , -a-néo-endorphine , -dynorphine) 

ou d ' i n s e c t e  ( an t i -p roc to l ine ) .  Les f i b r e s  des  n e r f s  cardiaques i n t e r n e s  

(nccI )  dans l e s q u e l l e s  cheminent l e s  p rodu i t s  de s e c r é t i o n  o r i g i n a i r e s  de 

c e l l u l e s  de l a  patLcl LvLtmcmeba.atd appara issent  également immunoréactives 

à l a  ma jo r i t é  des  antisérums, b i e n  que l e u r  nombre s o i t  p a r f o i s  relat ivement  

f a i b l e ,  comparé à c e l u i  des terminaisons nerveuses p ré sen te s  dans l e  corps 

cardiaque . 
Chez l e s  In sec t e s ,  il e s t  classiquement admis que l e s  p rodu i t s  

de s e c r é t i o n  des  deux massifs  pakrs  de c e l l u l e s  p ro tocé réb ra l e s  sont  

acheminés jusqu'aux corps cardiaques pa r  l q i n t e r m é d i a i r e  de deux n e r f s ,  l e s  n e r f s  

cardiaques i n t e r n e s  (nccI)  e t  l e s  n e r f s  cardiaques ex t e rnes  ( n c c I I ) .  Chez 

l e s  Odonates, b ien  qulhrvy e t  Gabe (1952) l e s  a i e n t  mentionnés,aucune preuve 

t ang ib l e  de l ' e x i s t e n c e  des n c c I I  n ' a  é t é  fou rn ie  jusqu 'à  ce jour .  

Nous avons t e n t é  de l e s  démontrer e n  i n j e c t a n t  de la  péroxydase 

de R a i f o r t  dans l e  corps cardiaque , grâce à une microélectrode r e l i é e  

à un s t imu la t eu r  é l e c t r i q u e .  Bien que l a  r é v é l a t i o n  de l ' a c t i v i t é  péroxydasique 

ne nous a i t  pas  permis d 'observer  n i  l e s  nccI ,  n i  l e s  c e l l u l e s  de l a  

patrn i i z ; t m c m e b / t U ,  e l l e  a  rendu poss ib l e  l a  i é t e c t i o n ,  dans l a  p a r t i e  
- 

p o s t é r i e u r e  du protocérébron,  de deux groupes symétriques d'une v ingta ine  

de p e t i t e s  c e l l u l e s  l a t é fo -do r sa l e s  (Pl.XX, figs.b-e) dont l e s  f i b r e s  nerveuses 

gagnent l e  corps cardiaque (PI.XX, f i g s . a  e t  b ) .  Il e s t  t r è s  probable que 

ces  f i b r e s  c o n s t i t u e n t  l e s  n c c I I ,  t e l s  q u ' i l s  ont  é t é  démontrés dans l e s  a u t r e s  

o rd re s  d ' i n s e c t e s .  



Ces r é s u l t a t s  sont  à rapprocher de ceux que nous avons obtenus 

e n  immunohistochimie. Des c e l l u l e s  de p e t i t e  t a i l l e  de l a  p a r t i e  pos t é r i eu re  

du protocérébron,  s i t u é e s  en  p o s i t i o n  la té ro-dorsa le ,  r éag i s sen t  à d i v e r s  

immunsérums, anti-CCK 8 (P1.11, f i g - e ) ,  -hpGRF, -VIP (P1.V f i g .  l ) ,  -leu- 

enképhaline (P1.VII f ig. d) , -x -do-endorphine (P l  .X f i g ,  e )  , - i n su l ine ,  

-proc to l ine  (P1.XI f i g .  d ) ,  -moti l ine.  Il e s t  ra isonnable de penser  que 

ce sont  c e r t a i n e s  de ces  c e l l u l e s  dont l e s  f i b r e s  cons t i t uen t  l e s  ncc I I .  





Chez l e s  I n s e c t e s ,  l e s  pept ides  possèdent t r o i s  r ô l e s  p o t e n t i e l s ,  

ceux de neurotransmetteur ,  de neuromodulateur e t  de neurohormone. Ce s o n t ,  

pour l a  p l u p a r t ,  des pept ides  i s s u s  des corps cardiaques qu i  con t rô l en t  l e s  

fonc t ions  physiologiques de l ' i n s e c t e .  Toutefo is ,  beaucoup d ' e n t r e  eux s o n t ,  

e n  f a i t ,  o r i g i n a i r e s  du cerveau d'où i l s  t r a n s i t e n t  jusqu'aux organes neuro- 

hémaux, v i a  l e s  ne r f s  cardiaques.  

L 'obtent ion d '  immunsérums , d i r i g é s  cont re  de t e l s  pep t ides ,  p e r m e t t r a i t  

de l o c a l i s e r  aisément l e u r  l i e u  de synthèse.  Les d i f f i c u l t é s  d ' isolement  de ces 

molécules pept id iques  f o n t ,  cependant, que nos connaissances r e s t e n t  t r è s  

f ragmenta i res ,  quant à l a  l o c a l i s a t i o n  des c e l l u l e s  pept iderg iques .  Par  con t r e ,  

de nombreux pept ides  on t  é t é  i d e n t i f i é s  dans l e  système nerveux e t  l e  système 

gastro-entéro-pancréatique des Mammifères e t  a u t a n t  d'immunsérums r é a l i s é s .  

En u t i l i s a n t  l e s  immunsérums d i r i g é s  cont re  ces  pept ides  cammaliens nousavons 

t e n t é  de répondre à p l u s i e u r s  ques t ions  : 

( 1 )  l e s  molécules pept id iques  p ré sen te s  chez l e s  Mammifères, 

e x i s t e n t - e l l e s  chez l e s  In sec t e s  ? 

( 2 )  p lus i eu r s  molécules pept id iques  peuvent-el les  coex i s t e r  dans 

un même neurone ? 

( 3 )  une molécule pept id ique  peu t - e l l e  e x i s t e r  conjointement avec un 

neurotransmetteur  c l a s s ique  aminergique ? 

-- Par  a i l l e u r s ,  comme s e u l e  l ' e x i s t e n c e  des n e r f s  cardiaques i n t e r n e s  

a v a i t  é t é  démontrée, avec c e r t i t u d e ,  chez l e s  Odonates, il é t a i t  i n t é r e s s a n t  

de p r é c i s e r  l e s  r e l a t i o n s  e n t r e  l e  cerveau e t  l e  corps cardiaque . 

Lé.s réponses su ivantes  o n t  é t é  fou rn ie s  : 

( 1 )  De nombreuses c e l l u l e s  du cerveau e t  du gangl ion sous-oesophagien, 

p a r f o i s  du système stomatogastr ique,  r é a g i s s e n t  de faqon spéc i f ique  à des 

an t i co rps  d i r i g é s  cont re  des  pept ides  mammaliens (CCK 8 ,  i n s u l i n e ,  mo t i l i ne ,  

VIP, hpGRF, leilcine-enképhaline, méthionine-enképhaline, a-néo-endorphine ...). 
Les réponses obtenues v a r i e n t  avec l e s  immunsérums u t i l i s é s .  Ains i ,  

s i  c e r t a i n s  d ' en t r e  eux ne mettent  e n  évidence que peu de c e l l u l e s  (ex. sérum 

anti-GRP), d ' au t r e s ,  e n  p a r t i c u l i e r  l e s  sérums anti-CCK-8 NS e t  -a-néo-endorphine 

e n  dé t ec t en t  p lus i eu r s  centa ines .  

Tro is  problèmes inhé ren t s  aux études immunohistochimiques concernent 

l a  s p é c i f i c i t é ,  l a  s e n s i b i l i t é  des  immunsérums e t  l e  mode de f i x a t i o n .  Nous avons 

p l u s i e u r s  f o i s  mentionné l a  s p é c i f i c i t é  de nos immunsérums e t  l e s  con t rô l e s  que 



nous avons e f f e c t u é s .  De même, nous avons d i s c u t é  l e u r  s e n s i b i l i t é ,  e n  p a r t i c u l i e r  

c e l l e  des sérums anti-CCK-8 NS e t  -CCK-8 S. La réponse e s t  souvent fonc t ion  du 

f i x a t e u r  u t i l i s é ,  éventuellement du mode d ' i nc lus ion .  Ains i ,  l ' imrnunoréactivité 

anti-a-néo-endorphine e s t  décelée e s sen t i e l l emen t  après  f i x a t i o n  au Bouin hol lande 

sublimé a l o r s  que l a  r é a c t i v i t é  aux sérums anti-CCK-8 ( S  e t  NS) e s t  p l u s  n e t t e  

après  f i x a t i o n  au PAF e t  confec t ion  des coupes 2 congélat ion.  

Des terminaisons axonales p ré sen te s  dans l e  corps cardiaque e t  des 

f i b r e s  des n e r f s  cardiaques i n t e r n e s  son t  marquées après  incubat ion  avec de 

nombreux immunsérums : -anti-CCK, -hpGRF, -VIP, -méthionine-enképhaline, ... 
ce q u i  l a i s s e  supposer que l e s  pept ides  a i n s i  mis e n  évidence possèdent  S i en  

une fonc t ion  hormonale. Il f a u t  également n o t e r  que l e s  sérums -CCK-8 d é t e c t e n t  non 

seulement, l e s  terminaisons axonales mais également c e r t a i n e s  c e l l u l e s  g l andu la i r e s  

du corps cardiaque. 

Dans l e  cadre d'une r é a c t i o n  p o s i t i v e ,  il n ' e s t  poss ib l e  de conclure 

qu 'à  l ' e x i s t e n c e  de substances pept id iques  ayant  un ou p lus i eu r s  s i t e s  ant igéniques 

communs avec l a  molécule pept id ique  o r i g i n e l l e  de Mammifères. Néanmoins, il 

e s t  vraisemblable  q u ' i l  e x i s t e ,  chez l e s  I n s e c t e s ,  des précurseurs  pept id iques  

q u i  s ' apparenten t  aux précurseurs  des pep t ides  mammaliens. Ains i ,  c e r t a i n s  

neurones r éag i s sen t  aux sérums an t i - leuc ine  e t  -méthionine enképhg.lines, d ' a u t r e s  

aux sérums anti-leucine-enképhaline e t  -a-néo-endorphine comme l e  f o n t ,  r e s p e c t i -  

vement, chez l e s  Mammifères, l e s  c e l l u l e s  renfermant l e s  dé r ivés  de l a  proenképha- 

l i n e  e t  de l a  prodynorphine. 

(2 )  Un même neurone peut  ê t r e  d é t e c t é  p a r  p l u s i e u r s  immunsérums d i r i g é s  

cont re  des pept ides  non apparentés  (ex. CCK/ leucine-enképhaline ; CCK/VIP ; 

CCK/proctoline ...). Bien q u ' i l  s o i t  p o s s i b l e ,  s inon  vraisemblable ,  que deux peptidt 

d i f f é r e n t s  s o i e n t  a i n s i  mis e n  évidence, on ne peu t ,  t o u t e f o i s ,  totalement  

exc lu re  l ' i d é e  se lon  l a q u e l l e  un même pept ide  d ' i n s e c t e  ne puisse  posséder  des  

ép i topes  q u i  s e r a i e n t  r évé l é s  par  deux an t i co rps  d i r i g é s  cont re  deux pept ides  

mammaliens non apparentés .  

( 3 )  Un pep t ide  peut  coex i s t e r  avec un neurotratîsmetteur c l a s s ique .  

Ains i ,  une substance apparentée à l a  cholécystokinine e s t  p résente  dans 

c e r t a i n e s  c e l l u l e s  sé ro toninerg iques  des systèmes nerveux s tomatogastr ique e t  

c e n t r a l .  Il e s t  probable,  que, chez l e s  Inve r t éb ré s  comme chez l e s  Ver tébrés ,  

l ' u n  des r ô l e s  p o s s i b l e s  du pept ide  coex i s t an t  avec un neurotransmetteur  aminergiqut 

e s t  d 'en moduler l ' a c t i o n .  



( 4 )  Chez l e s  Odonates, comme chez l e s  a u t r e s  I n s e c t e s ,  l e s  p rodu i t s  

de s é c r é t i o n  du protocérébron sont  véhicu lés  jusqu'au corps cardiaque p a r  

deux ne r f s  p a i r s  : l e s  n e r f s  cardiaques i n t e r n e s  e t  ex ternes .  Les axones 

cons t i t uan t  ces d e r n i e r s  son t  i s s u s  de deux mass i f s  c e l l u l a i r e s  l o c a l i s é s  

dans l a  p a r t i e  p o s t é r i e u r e  du cerveau, e n  p o s i t i o n  la té ro-dorsa le .  



B IBLICGW,P!i TF. 



Agricola  H, Eckert M y  Ude J,  Birkenbei l  H,  Penz l in  H (1985) The d i s t r i b u t i o n  of 

a p roc to l in - l i ke  immunoreactive m a t e r i a l  i n  the  terminal  gangl ion of 

the cockroach, P&tipbeta  a m d c a n a  L. Ce11 Tissue Res 239:203-209. 

Anastasi  A, Erspammer V ,  Bucci M (1971) I s o l a t i o n  and s t r t ic ture  of bombesin 

and a l y t e n s i n ,  two analogous a c t i v e  pept ides  from the  s k i n  of the  

european amphibians Bombina and ALjZU. Exper ien t ia  26:166-167. 

Andries J C ,  Tramu G ( 1984) Détect ion immunohistochimique de substances apparentées  

à des hormones pept id iques  de Mammifères dans l e  mésentéron d l A u h n a  

cyanea ( I n s e c t e ,  Odonate). CR Acad Sc P a r i s  299:181-184. 

Andries J C ,  Tramu G (1985a) D i s t r i b u t i o n  p a t t e r n s  of mammalian-like pept ide  

immunoreactive c e l l s  i n  the  midgut of Aenhna cyanea ( I n s e c t a ,  

Odonata). Exper ien t ia  41:500-503. 

Andries JC, Tramu G (1985b) U l t r a s t r u c t u r a l  and immunohistochemical s tudy of 

endocrine c e l l s  i n  the midgut of t he  cockroach G a b m  W ~ U L  

( I n s e c t a ,  Dic tpoptera) .  Ce11 Tissue Res 240:323-332. 

Beauvi l la in  J C ,  Tramu G y  Garaud J C  (1984) Coexistence of substances r e l a t e d  t o  

enkephal in and somatos ta t in  i n  granules  of the guinea-pig median 

eminence : demonstration by use of c o l l o i d a l  gold immunocytochemical 

methods. Brain Res 301:389-393. 

Beinfeld MC,-Korchak DM (1985) The reg ional  d i s t r i b u t i o n  and the  chemical, 

chromatographic and immunologie c h a r a c t e r i z a t i o n  of m o t i l i n  brain 

pept ides  : the  evidence iior a d i f f e r e n c e  between -brain and i n t e s t i n a l  

motilin-immunoreactive pept ides .  J Neurosci 9:2502-2509. 

Be l l  G I ,  Swain WF, P i c t e t  R ,  Carde11 B,  Goodman HM, Rut te r  W J  (1979) Nucleotide 

sequence of cDNA clone encoding human prepro insul in .  Nature 282:525-527. 

Benedeczky- 1, Kiss J Z ,  Somogyi P (1982) Light  and e l e c t r o n  microscopie l o c a l i z a t i o r  

of substance P-like immunoreactivity i n  the ce reb ra l  gangl ion of l ocus t  

with a monoclonal antibody. Histochem 75:123-131. 

Be l in  M J ,  Weisman-Nanopoulous D y  SteinbuschH, Verhofstad A, Maître A ,  Jouvet M y  

Pujo l  JF  (1981) Mise en  évidence de g lu t ana te  e t  de séro tbnine  dans un 

même neurone au niveau du raphé d o r s a l i s  pa r  des méthodes de double 

marquage immunocytochimique. CR Acad S c i  P a r i s  293:337-341. 



T tXh 
Bishop CA, O '  Shea M (1  982) Neuropept ide  p r o c t o l i n  ( H - A ~ ~ - & - L ~ ~ - P ~ ~ - o H )  : 

imniunocytochemical mapping of neurons i n  t h e  c e n t r a l  nervous sys tem 

of t h e  cockroach.  J Comp Neurol 207 : 223-238. 

Bishop CA, O '  Shea M ( 1983) S e r o t o n i n  immunoreact i v e  neurcns .  l n  t h e  c e n t r a l  nervous  

sys tem of a n  i n s e c t  ( P d p h m  a m M c a n a ) .  J Neurobiol  14:251-269, 

Bokisch A J ,  Osborne N N ,  Walker R J  (1983) Act ions  of c h o l e c y s t o k i n i n  on neurones  

i n  t h e  c e n t r a l  nervous  sys tem of t h e  s n a i l  H&x aApma .  Comp Biochem 

P h y s i o l  75C:171-177. 

Brown BE (1975) P r o c t o l i n  : a p e p t i d e  t r a n s m i t t e r  c a n d i d a t e  i n  i n s e c t s .  L i f e  

S c i  17:1241-1252. 

Brown BE, S t a r r a t t  AN (1975) I s o l a t i o n  of p r o c t o l i n  : a myotropic  p e p t i d e  £rom 

P d p h n e t a  amdcana. J I n s e c t  P h y s i o i  21:1879-1881. 

Brown J ,  Cook M y  Dryburgh J (1972) Mot i l in ,a  g a s t r i c  motor a c t i v i t y  - s t i m u l a t i n g  

p o l y p e p t i d e  : f i n a l  purificationFarnino-acid composi t ion :and C-terminal 

r e s i d u e s .  Gas t roen te ro logy  62:401-404. 

Brownste in  M J ,  Saavedra JM, Axelrod J ,  Zeman GH, Carpen te r  DO (1974) Coex is tence  

of s e v e r a l  p u t a t i v e  n e u r o t r a n s m e t t e r s  i n  s i n g l e  i d e n t i f i e d  neurons  o f  

~p&h&. Proc Nati Acad S c i  USA 71:4662-4665. 

C a r l q u i s t  M, J o r n v a l l  H, Tatemoto K y  Mutt  V (1982) A p o r c i n e  b r a i n  p o l y p e p t i d e  

i s  i d e n t i c a l  t o  t h e  v a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  p o l y p e p t i d e .  Gas t roen te ro logy  

83 : 245-249, 

Chan-Palay V (1979) Combined immunocytochemistry and au to rad iography  a f t e r  in v i v o  
3 

i n j e c t i o n s  of monoclonal an t ibody  t o  s g b s t a n c e  P and H-serotonin : 

c o e x i s t e n c e  o f  two p u t a t i v e  t r a n s m i t t e r s  i n  s i n g l e  raphe c e l l s  and f i b e r s  

p l e x u s e s .  Anat Embryol 156:241-254. 

Chan-Palay V ,  Jonsson  G y  P a l a y  SL (1978) S e r o t o n i n  and subs tance  P c o e x i s t  i n  

neurons  i n  t h e  r a t r s  c e n t r a l  nervous system. Proc  Nat1 Acad S c i  USA 

75: 1582-1586. 

Chang MM, Leeman SE (1976) I s o l a t i o n  of a s i a l o g o g i c  p e p t i d e  from bovine hypothalami  

t i s s u e  and i t s  c h a r a c t e r i z a t i o n  a s  subs tance  P .  B i 0 1  Chem 245:4784-4790. 

Chang MM, Leeman SE, Niall HD (1971) Amino-acid sequence of subs tance  P. Na ture  

232: 86-87. 

C h a r l e t  M (1972) Etude du système n e u r o s é c r é t e u r  d 1 A u h n a  cyanea Müll ( I n s e c t e ,  

Odonate) . Thèse 39 Cycle ,  S t rasbourg .  



Comb H, Seeburg PH, Adelman J, Eiden L, Herber t  E (1982) Primary s t r u c t u r e  of 

t h e  human met- and leu-enkephalin p r e c u r s o r  and i t s  mRNA. Nature 

295: 663-666. 

Cook B J ,  Holman GM (1979) The a c t i o n  of p r o c t o l i n  and L-glutamic a c i d  on t h e  

v i s c e r a l  muscles of t h e  hindgut  o f  t h e  cockroach Leucaphaea mdetcae. 

Comp Biochem Physiol  64C: 21-28. 

Cook B J ,  Meola S (1978) The oviduct  muscula ture  of t h e  h o r s e f l y  Tabanu  b u t d & a a  

and i t s  response t o  5-hydroxytryptamine and p r o c t o l i n .  P h y s i o l  Entomol 

3: 273-278. 

Coons AH (1978) F luorescen t  ant ibody methods, I n  "General Cytochemical Methodsl' 

(ed.  D a n i e l l i  JF)  Acad New York PP 399-422. 

Coul te r  HD, Elde RP, Unverzagt SL (1981) Co- loca l i za t ion  of neurophysin  and 

enkepha l in - l ike  immunoreactivity iiï c a t  p i t u i t a r y .  P e p t i d e s  2:51-55. 

Davis NT (1985) Serotonin-immunoreactive v i s c e r a l  ne rves  and neurohemal system i n  

t h e  cockroach P&p&n& a m c i a n a  (L.) .  Ce11 Tissue Res 240:593-600. 

Dhainaut-Courtois N ,  Tramu G y  B e a u v i l l a i n  J C ,  Masson M (1986) A q u a l i t a t i v e  

approach of t h e  NUL& neuropep t ides  by use  of a n t i b o d i e s  t o  s e v e r a l  

v e r t e b r a t e s  p e p t i d e s .  Neurochem I n t  ( i n  p r e s s ) .  

Doerr-Schott J ,  J o l y  L, Dubois MP (1978) Sur  l ' e x i s t e n c e  dans l a  p W  Ln tucmebhae in  

d'un i n s e c t e  (LacLLil.ta ~~~a R. e t  F . )  de c e l l u l e s  n e u r o s é c r é t r i c e s  

f i x a n t  un antisérumanti-somatostatine. CR Acad S c i P a r i s  286 :93-95. 

Duve H, Thorpe A (1979) Irnmunofluorescent l o c a l i z a t i o n  of i n s u l i n - l i k e  m a t e r i a l  

i n  t h e  median neurosecre to ry  c e l l s  of the  blowf l y ,  Ca lL ipham vami/ta& 

(Dip te ra )  . Ce11 Tissue R e s  200: 187-191. 

Duve H, Thorpe A (1980) L o c a l i z a t i o n  of p a n c r e a t i c  polypept ide  (PP)- l ike  immunorea- 

t i v e  m a t e r i a l  i n  neurones of t h e  b r a i n  of t h e  blowfly ,  Ccteeiphoha 

ULfjJ%J~oceph& (Dip te ra ) .  Ce11 Tissue  Res 210:lOl-109. 

Duve H, Thorpe A (1981) G a s t r i n / c h o l e c y s t o k i n i n  (CCK)-like immunoreactive neurones 

i n  t h e  b r a i n  of the  blowfly ,  CalLiphotra my;thnaceph& ( D i p t e r a ) .  Gen 

Comp Endocr inol  43:381-391. 

Duve H, THorpe A (1982) The d i s t r i b u t i o n  u f  p a n c r e a t i c  polypept ide  i n  t h e  nervous 

system of the  blowf l y ,  C W p h o a a  vamiAah..ia (Dip te ra )  . Ce11 Tissue 

Res 227: 67-77. 



Duve H, Thorpe A (1983) Immunocytochemical identificatien of a-endorphin-like 

material in neurones of the brain and corpus cardiacurn of the blowfly, 

Cd-&phuha vu&o&4k {Diptera) . Ce11 Tissue Res 233: 415-426. 

Duve H, Thorpe A (1984) Immuriocytochemical mapping of gastrin/~CK-like peptides 

in the neuroendocrine system of the blowfly C&phoha vomLtokLa 

(Diptera). Ce11 Tissue Res 237:309-320. 

Eckert M, Agricola H, Penzlin H (1981) Immunocytochemical identification of 

proctolin-like immunareactivity in the terminal ganglion and hindgut 

of the dockroach Pdptane la  amaicana. Ce11 Tissue Res 217:633-645. 

Elofsson R, Klemm N (1972) Monoamine-containing neurons in the optic ganglia 

of crustaceans and insects. Z Zellforsch mikrosk Anat133:475-499. 

El-Salhy M, Abou-El-Ela R, Falkmer S, Grimelius L, Wilander E (1980) Immunohisto- 

chenical evidence of gastro-entero-pancreaticneurohormonalpeptides of 

vertebrate type in the nervous system of the larva of a dipteran insect, 

the hoverf ly, ~~~ aenun. Regul Peptides 1 : 187-204. 

El-Sallïy M, Falkmer S, Kramer K J ,  Speirs RD (1983) Immunohistochemical investiga- 

tions of neuropeptides in the brain, corpora cardiaca, and corpora allata 

of an adult lepidopteran insect, Manduca sexta (L.). Ce11 Tissue Res 

232: 295-3 17. 

Erichsen JT, Reiner A, Karten HJ (1982)Co-occurrence of substance P-like and 

Leu-enkephalin-like immunoreactivities in neurones and fibres of avian 

nervous system. Nature 295: 407-410. 

Evans PD (1980) Biogenic amines in the insect nervous system. Adv Insect Physiol 

15: 317-473. 

Everitt BJ, Hokfelt T, Wu JY, Goldstein M (1984) Coexistence of tyrosine hydro- 

xylase-like and gamma-aminobutyric acid-like immunoreactivities in 

neurons of the arcuate nucleus. Neuroendocrinol 39:189-191. 

Fogal W, Fraenckel G (1969) The role of bursicon in the melanization and endocuti- 

cule formation in the adult fleshfly, Sancuphaga b d a t a .  J insect 

Physiol 15:1235-1247. 

Fraenckel Gy Hsiao C, Seligman M (1966) Properties of bursicon :an insect protein 

hormone that controls cuticular tanning. Science 151:91-93. 



Fujita T, Yui R, Iwanaga T, Nishiitsutsuji-Uwo J, Endo Y, Yanaihara N (1981) 

Evolutionary aspects of "brain-gut-peptides'' : an immunohistochemical 

study. Peptides 2 Suppl 2:123-131. 

Gobe My Arvy L (1952) Données histophysiologiques sur les formations endocrines 

rétro-cérébrales de quelques Odonates. Ann Sc Nat Zoo1 14:345-374. 

GaLzer EJ, Steinbusch H, Verhofstad A, Basbaum AI (1981) Serotonin neurons in 

nucleus raphe dorsalis and paragigantocellularis of the cat contain 

enkephalin. J Physiol(Paris) 77:241-245. 

Goldstein A, Tachibana AS, Lowney LI, Hunkapiller RM, Hood L (1979) Dynorphin 

(1-13), an extraordinarily potent opioid peptide. Proc Nat1 Acad Sci 

USA 76: 6666-6670. 

GranGer NA, MLtchell LJ, Janzen WP, Bollenbacher WE (1984) Activation of 

Manduca d e x t a  corpora allata CM VLOLO by a cerebral neuropeptide. 

Mol Ce11 Endocrinol 37:349-358. 

Gros C, Lafon-Cazal My Dray F (1978) Présence de substances immunoréactivement 

apparentées aux enképhalines chez un insecte, Locb5.t~ rig4.atoLLay 
CR AcadSci Paris 287:647-650. 

Gubler U, Seeburg P, Hoffman BJ, Gage LP, Udenfriend S (1982) Molecular cloning 

establishes proenkephalin as precursor of enkephalin-containing peptides. 

Nature 295:206-208. 

Guillemin R, Brazeau P, Bohlen P, Esch F, Ling N, Wehrenberg WB.(1982) Growth 

hormone-releasing factor £rom a pancreatic tumor that caused acromegaly . 
Science 218: 585-587. 

Hancock MB (1984) Substance P-immunoreactive processes on 5 HT/SP-immunoreactive 

medullary cells. Brain Res Bull 13:559-563. 

Hanley MR, Cotrrell GA, Emson PC, Fonnum F (1974) Enzymatic synthesis of acetyl- 

choline by a serotonin-containing neurone from H&x. Nature 251:631-633. 

Hansen BL, Hansen GN, Scharrer B (1982) Immunoreactive material resembling verte- 

brate neuropeptides in the corpus cardiacum and corpus allatum of the 

insect Lucophaea  radmue.  Ce11 Tissue Res 225:319-329. 

Hokfelt T, skirboil L, Everitt B, Meister B, Brownstein My Jacobs T, Faden A, 

Kuga S, Goldstein M, Markstein R, Dockray Gy Rehfeld J (1984) Distribution 

of cholecystokinin-like immunoreactivity in the nervous system. Coexistence 

with classical neurotransmitters and other neuropeptides. Ann NY Acad Sci 

448: 255-274. 



Hokfelt T, Ljungdahl A, Steinbusch H, Verhofstad A, Nilsson Gy Brodin E, 

Pernow B, Goldstein M (1978) Immunohistochemical evidence of substance 

P-like immunoreactivity in some 5-hydroxytrypamine-containing neurons 

in the rat central nervous system. Neurosci 3:517-538. 

Hokfelt T, Rehfeld J, Skirboll L, Ivemark B, Goldstein My Markey K.(1980) 

Evidence for coexistence of dopamine and CCK in meso-limbic neurones. 

Nature 285: 476-478. 

HokLelt T, Fahrenkrug J, Tatemoto Ky Mutt V, Werner S, Hulting AL, Terenius L, 

Ciiang KJ (1983) The PHI (PHI-27)/corticotropin-releasing factor/enkephalin 

immunoreactive hypothalamic neuron : possible morphological basis for 

ilitegrated control of proiactin, corticotropin and growth hormone secretion 

ProcNatl Acad Sci USA 80:895-897. 

Hughes L (1979) Further investigation on the isolation of diuretic hormone £rom 

the silkworq Borbyx m&i. Insect Biochem 9:247-255. - 

Hughes J, Smith TW, Kosterlitz HW, Fothergill LA, Morgan BA,  orr ris HR (1975) 

Identizication of two related pentapeptides £rom the brain with potent 

opiate agonist activity. Nature 258:577-579. 

Hunt SP, Emson PC, Gilbert R, Goldstein My Kimmel J (1981) Presence of avian 

pancreatic polypeptide-like immunoreactivity in catecholamine and methio- 

nine-enkephalin containing neurones within the central nervous system. 

Neurosci Lett 21:125-130. 

Ishay J, Gitter S, Galun R, Doron My Laron Z (1976) The presence of insulin in 

and some effects of exogenous insulin on Hymenoptera tissues and body 

fluids. Comp Biochem Physiol 54A:203-206. 

Isobe My Hasegawa Ky Goto T (1973) Isolation of the diapause hormone £rom the 

silkworm, Bombyx nur4i.. 3 Insect Physiol 19:1221-1239. 

Iscbe My Hasegawa Ky Goto T (1975) Further characterization of the silkworm diapause 

hormone A. J Insect Physiol 21:1917--1920. 

Itoh N, Obata Ky Yanaihara N, Okamoto H (1983) Human preprovasoactive intestinal 

polypeptide contains a novel PHI-27-like peptide, PHM-27. Nature 

304:547-549. 

Jaros PP, Dircksen H, Keller R (1985) Occurrence of immunoreactive enkephalins in 

a neurohemal organ and other nervous structures in the eyestalk of the 

shore crab, Cahchun  menan L. (Crustacea, Decapoda). Ce11 Tissue Res 

241:lll-117. 



Johansson O ,  Lundberg J M  (1981) U l t r a s t r u c t u r a l  l o c a l i z a t i o n  of VIP-like 

immuaoreact iv i ty  i n  l a r g e  dense-core v e s i c l e s  of "cholinergie-type" 

nerve terminais i n  c a t e x o c r i n e g l a n d s .  Neurosci  6:847-862. 

Johansson O,  H6kfeVî T, Pernow B,  J e f f c o a t e  SL, White N ,  S te inbusch HWM, 

Verhofs tad A A J ,  Emson PC, Spindel  E (1981) Immunohistochemical suppor t  

f o r  t h r e e  t r a n s m i t t e r s  i n  one neurone : coex is tence  of 5-hydroxytryptamine, 

subs tance  P--and t h y r o t r o p i n  r e l e a s i n g  hormone-like immunoreactivity 

i n  medul lary  neurons p r o j e c t i n g  t o  t h e  s p i n a l  cord.  Neurosci  

6: 1857-1881. 

Jones J (1978) P h y s i o l o g i c a l l y  a c t i v e  f a c t o r s  :in t h e  corpora  c a r d i a c a  of i n s e c t s .  

Ph D Thes i s ,  London. 

Kakidani H, Furu tan i  Y ,  Takahashi H,  Noda M y  Marimoto Y ,  Hirose T ,  A s a i  M y  Inayama S ,  

Nakanishi  S,  Numa S (1982) Cloning and sequence a n a l y s i s  of cDNA f o r  

porc ine  6-neo-endorphinldynorphin p r e c u r s o r .  Nature 298:245-249. 

Kangawa K y  Matsuo H, I g a r a s h i  M (1979) a-neo-endorphin : a "big" leu-enkephalin 

wi th  p o t e n t  o p i a t e  a c t i v i t y  £rom p o r c i n e  hypothalami.  Biochem Biophys 

Res Commun 95:1475-1481. 

Keshishian H,  O'Shea M (1985) The d i s t r i b u t i o n  of a pep t ide  n e u r o t r a n s m i t t e r  i n  t h e  

postembryonic~~grasshopper  c e n t r a l  nervous system. J Neurosci  5:992-1004. 

K l e i n  RL, Wilson SP, Dzie lak D J ,  Yang WH, Viveros  OH (1982) Opioid p e p t i d e s  and 

noradrena l ine  c o e x i s t  i n  l a r g e  dense-core v e s i c l e s  £rom sympathet ic  

nerve.  Neurosci  7:2255-2261. 

Klemm N (1976) His tochemist ry  of p u t a t i v e  t r a n s m i t t e r s u b s t a n c e s  i n  t h e  i n s e c t  b r a i n .  

Proc Neurobiol  7: 93-169. 

Klemm N (1983) Monoamine-containing neurons and t h e i r  p r o j e c t i o n s  i n  t h e  b r a i n  

(supraoesophageel  gangl ion)  of cockroaches.  Ce11 Tissue Res 229: 379-402.. 

Klemm N ,  Sundler F (1983) Organizat ion of ca techolamine and serotonin-immunoreactive 

neurons i n  t h e  cclrpora pedunculata  o f  t h e  d e s e r t  l o c u s t ,  .Sckin~uce.Xcn 

gtteg& F o r s k . N e u r o s c i L e t t  36:13-17. 

Klemm N ,  S te inbusch HWM, Sundler F (1984) D i s t r i b u t i o n  of se ro ton in-con ta in ing  

neurons and t h e i r  pathways i n  t h e  supraoesophageal gangl ion of t h e  

cockroach Pe.&p&n&x arne.&cma (L.)  a s  revea led  by immunocytochemistry. 

J Comp Neurol 225:387-395. 



Kramer K J ,  Chi lds  CN, S p e i r s  RD, Jacobs  RM (1982) P u r i f i c a t i o n  of i n s u l i n - l i k e  

p e p t i d e s  £rom i n s e c t  haemolymph and r o y a l  j e l l y .  I n s e c t  Biochem 12:91-98. 

La V a i l ,  La V a i l  (1972) Retrograde axonal t r a n s p o r t  i n  t h e  c e n t r a l  nervous system. 

Science 176:1416-1417. 

Lavenseau L, Gadenne C,  T r a b e l s i  M (1984) Immunofluorescent l o c a l i z a t i o n  of a 

substance immunologically r e l a t e d  t o  i n s u l i n  i n  t h e  p r o t o c e r e b r a l  

neurosecre to ry  c e l l s  of t h e  European c a r n  b o r e r .  Ce11 Tissue Res 

23E:207-208. 

Leboulenger F, Leropx P, Tonon MC, Coy DH, Vaudry H ,  P e l l e t i e r  G (1983) Coexistence 

of v a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  p e p t i d e  and enkepha l ins  Ln t h e  a d r e n a l  chromaff in  

g ranu les  of t h e - f r o g .  Neurosci  L e t t  37:221-225. 

Leque l lec  Y ,  Gourdoux L, Moreau R ,  Dut r i eu  J (1982) Régula t ion  endocrknienne de l a  

t r éha losémie  chez LocLLrllta migha;t0&. : comparaison des  e f f e t s  de deux 

e x t r a i t s  hormonaux endogènes avec ceux de l ' i n s u l i n e  e t  du glucagon. 

CR Acad S c i  294:375-378. 

Leung M y  S te fano  GB (1983) I s o l a t i o n  of Molluscan o p i o i d  p e p t i d e s .  L i f e  Sc i  33, 

Suppl. 1:77-80. 

Lovick TA, Hunt SP (1983) Substance P-immunoreactive and s e r o t o n i n  con ta in ing  

neurones i n  t h e  v e n t r a l  b ra ins tem of t h e  c a t .  Neuresci  L e t t  36:223-228. 

Lundberg J M ,  Hokfel t  T, Fahrenkrug J ,  Ni lsson G y  Terenius  L (1979) Pep t ides  i n  

t h e  c a t  c a r o t i d  body (glomus caroticum) : VIP-,enkephalin- and subs tance  P- 

l i k e  immunoreactivity.  Acta Phys io l  Scand 107:279-281. 

Maddrell  SHP (1963) Excre t ion  i n  t h e  blood-sucking bug R h a d n i u  p t a f i ~ l ~ f ,  S t a l .  

1. The c o n t r o l  o f  d i u r e s i s .  J Exp B i 0 1  40: 247-256. 

Maddrell SHP, Gee J D  (1974) Potassium-induced r e l e a s e  of t h e d i u r e t i c  hornones o f  

R h o d h  phufixuA and GLonnina auclteni : ca  dependence, time course  

and l o c a l i z a t i o n  of neurohaemal a r e a s .  J Exp Bi01 61:155-171. 

Mart in  R ,  Voigt KH (1981) Enkephalins CO-exis t  w i t h  oxy toc in  and vasopress in  i n  nerve 

t e rmina l s  of rat neurohypophysis.  Nature 289:502-504. 

Mart in  R,  Geis R ,  Ho11 R ,  Schafe r  M y  Voigt KH (1983) Co-existence of u n r e l a t e d  

p e p t i d e s  i n  oxy toc in  and vasoprpss in  t e r m i n a l s  of r a t  neurohypophyses : 

immunoreactive methionine-enkephalin-, leucine-enkephalin- and cholecysto-  

k i n i n - l l k e  subs tances .  Neurosci  8:213-227. 



May TE, Brown BE, Clements AN (1979) Exper-hental studies upon a bundlê of tonic 

fibres in the locust extensor tibialis muscle. J Insect Physiol 251169-181 

Mayer RJ, Candy DJ (1969) Control of haemolymph lipid concentration during locust 

flight : an adipokinetic hormone £rom the corpora cardiaca. J Insect 

Physiol 15: 61 1-620. 

McDonald TJ, Jornvall H, Nilsson Gy Vagne M, Ghatei My Bloom SR, Mutt V (1979) 

Characterization of a gastrin releasing peptide £rom porcine non-antral 

gastric tissue. Biochem Biophys Res Commun 90:227-233. 

Migliori-Natalizi Gy Pansa MC, ~'Ajello V, Casaglia O, Bettini S, Frontali N (1970) 

Physiologically active factors £rom corpora cardiaca of PdpLuneta  

a&cana. J Insect Physiol 16:1827-1836. 

Miller TA (1979) Nervous versus neurohormonal control of insect heart-beat. Am 

Zoo1 19: 77-86. 

Mordue W, Goldsworthy GJ (1969) The physiological effects of corpus cardiacum 

extracts in locusts. Gen Comp Endocrinol 12:360-369. 

Moreau R, Raoelison C, Sutter BC (1981) An intestinal insulin-like molecule in 

A p d  rn&hma L.  (Hymenoptera). Comp Biochem Physiol 69A:79-83. 

Mutt V, Jorpes JE (1968) Structure of porcine cho1ecystokinin.pancreozymirr. 

1. Cleavage with thrombin and with trypsin. Eur J Biochem 6:156-162. 

Mutt V, Jorpes JE (1971) Hormonal polypeptides of the upper intestine. Biochem J 

125:57P-58P. 

Nagasawa H, Kataoka H, Isogai A, Tamura S, Suzuki A, Ishizaki H, Mizoguchi A, 

Fujiwara Y, Suzuki A (1985) Amino-terminalamino-acid sequence of the 

silkworm prothoracicotropic hormone : homology with insulin. Science 

226:1344-1345. 

Nakanishi S, Inoue A, Kita T, Nakamura My Chang ACY, Cohen SN, Numa S (1979) 

Nucleotide sequence of cloned cDNA for bovine corticotropin-6-lipotropin 

precursor. Nature 278: 423-427. 

Nasse1 DR, Cantera R (1985) Mapping of serotonin-immunoreactive neurons in the 

larval nervous system of the f lies CaLUphot~a e,ty;thhoceph& and 

Sahcophagc 6LLeeata. : a comparison with ventral ganglia in adult anirnals. 

Ce11 Tissue Res 239: 423-434. 

Nasse1 DR, Klemm, N (1983) Serotonin-like immunoreactivity in the optic lobes of 

three insect species -Ce11 Tissue Res 232: 129-140. 



Nasse1 DR, Hagberg My Seyan HS (1983) A new, possibly serotonergic, neuron in 

the lamina of the blowfly optic lobe : an immunoeytochemical and Golgi-EM 

study. Brain Res 280:361-367; 

Nishiitsutsuji-Uwo J, Takeda My Saito H (1984) The production of an antiserum to 

serotonin and serotonin-like immunoreactivity in the cockroach brain-midgut 

system. Biomed Res 5:211-224. 
. < 

Noda My Furutani Y, Takahashi H, Toyosato M y  Hirose T, Inayama S, Nakanishi S, 

Numa S (1982) Cloning and sequence of cDNA for bovine adrenal prepro- 

enkephalin. Nature 295:202-206. 

O'Connor K J ,  Baxter D (1985) The demonstration of insulin-like material in the 

honey bee, A p h  &dem. Comp Biochem Physiol 81B:775-760. 

Okamura H, Murakami S, Chihara Ky Nagatsu 1, Ibata Y (1985) Coexistence of growth 

hormone releasing factor-like and tyrosine bydroxylase-like immunoreacti- 

vities in neurons of the rat arcuate nucleus. Neuroendocrinol 41:177-179. 

Orchard 1, Loughton BG (1980) A hypolipaemic facror from the corpus cardiacum of 

locusts. Nature 286:494-496. 

Osborne NN, Cuello AC, Dockray GJ (1982) Substance P and cholecystokinin-like 

peptides in U f i x  neurons and cholecystokinin-and serotonin in a giant 
neurone. Nature 216:409-411. 

O'Shea M y  Witten J, Schaffer M (1984) Isolation and characterization of two myoactive 

neuropeptides : further evidence of an invertebrate peptide family. 

J Neurosci 4:521-529. 

Pages My Jemenez F, Ferrus A, Peralta E, Ramirez.G, Gelpi E (1983) Enkephalin-like 

immunoreactivity in Dhobopb~&~ m&anogab$ecr. Neuropeptides 4:87-98. 

Pelletier G, Steinbusch HWM, Verhofstad AAJ (1981) Immunoreactive substance P 

and serotonin present in the same dense-core vesicles. Nature 293:71-72. 

Pernow B (1983) Substance P. Pharmacol Reviews 35: 85-1 41. 

Piek T, Mante1 P (1977) Myogenic contractions in locust muscle induced by proctolin 

and by wasp Pfieanithuh a2hnguRum venom. J Insect Physiol 23:321-325. 

Pujol JF (1985) Serotoain and GABA in raphe neurons. In :'*coexistence of neuroactive 

substances in neurons". Chan-Palay V, SL Palay eds, pp45-61. 



Raabe M (1985) Réact ions  immunocytochimiques au niveau de c e l l u l e s  n e u r o s é c r é t r i c e s  

p é r i p h é r i q u e s  des  a i r e s  neurohémales, des  organes pér isympathiques  e t  

des  corpora  c a r d i a c a  chez quelques  i n s e c t e s .  CR Acad S c i  P a r i s  301:407-412. 

Rembold H,Schlagintwei t  B ,  U l r i ch  GM (1986) A c t i v a t i o n  of j u v e n i l e  hormone s y n t h e s i s  

in v i h o  by a corpus cardiacum f a c t o r  £rom L o c w t a  tnig&aXonAa. 

J I n s e c t  Phys io l  32:91-94. 

~ é n ~  C ,  Dubois MF' ( 198 1 ) Immunohistological  evidence of methionin-enkephalin-like 

m a t e r i a l  i n  t h e  b r a i n  of t h e  migra tb ry  l o c u s t .  Ce11 Tissue  Res 218:271-278. 

~ é r n ~  C ,  G i r a r d i e  J ,  Dubois MP (1977) E x p l o r a t i o n  immunocytologique des gangl ions  

c é r é b r o i d e s  e t  sous-oesophagiens du phasme C m t î m ~  exthadelz;tatw : 
e x i s t e n c e  d 'une n e u r o s é c r é t i o n  apparen tée  à l a  vasopressine-neurophysine. 

CR Acad S c i  285:1495-1497. 

~ é m ~  C,  G i r a r d i e  J ,  Dubois MP (1978) Présence dans l e  gangl ion sous-oesophagien 

de l a  c h e n i l l e  p r o c e s s i o n n a i r e  du p i n  (Thaumz-topoea pLCyocarrpa S c h i f f )  

de c e l l u l e s  r é v é l é e s  e n  immunofluorescence p a r  un a n t i c o r p s  ant i -a-  

endorphine.  CR Acad S c i  286:651-653. 

Rémy C ,  G i r a r z l e  J ,  Dubois MP (1979) V e r t e b r a t e  neuropept ide- l ike  subs tances  i n  

t h e  suboesophageal gangl ion of two i n s e c t s  : LocuA& m.i@&ohia.,~ and 

F (Or thop te ra )  and Bombyx ma&.L L.  ( ~ e p i d o p t e r a ) .  ~mmunocytological  

i n v e s t i g a t i o n .  Gen Comp Endocr inol  37:93-100. 

R i v i e r  J ,  Sp iess  J ,  Thorner M y  Vale W (1982) C h a r a c t e r i z a t i o n  of growth hormone 

r e l e a s i n g  f a c t o r  £rom a human p a n c r e a t i c  i s l e t  tumor. Nature 300:276-278. 

Romeuf M y  Rémy C (1984) E a r l y  immunohistochemical d e t e c t i o n  of somatos ta t in - l ike  

and methionin-enkephklin-like neuropep t ides  i n  t h e  b r a i n  of t h e  migratory  

l o c u s t  embryo. Ce11 Tissue Res 236:289-292. 

Roth KA, Weber E ,  Barchas 3D (1982) D i s t r i b u t i o n  of g a s t r i n  r e l e a s i n g - p e p t i d e  

bombesin-like irnmunostaining i n  r a t  b r a i n .  Bra in  Res 251:277-282. 

Sa id  S I ,  Mutt V (1970) Polypept ide  w i t h  broad b i o l o g i c a l  a c t i v i t y  : i s o l a t i o n  

£rom s m a l l  i n t e s t i n e .  Science 1969:1217-1218. 

Sa id  S I ,  Mutt V (1972) I s o l a t i o n  £rom porc ine  i n t e s t i n a l  w a l l  of a v a s o a c t i v e  

oc tacosapep t ide  r e l a t e d  t o  s e c r e t i n  and t o  glucagon. Eur J Biochem 

28: 199-204. 



Scarborough RM, Jamieson GC, Ka l i sh  F, Kramer S J ,  McEnroe GA, M i l l e r  CA, 

SchooleyDA (1984) I s o l a t i o n  and primary s t r u c t u r e  of two p e p t i d e s  

w i t h  c a r d i o a c c e l e r a t i n g  and hyperglycaemic a c t i v i t y  £rom t h e  corpora  

c a r d i a c a  of P & p h ~ & c  an~ehicana. Proc Nat1 Acad S c i  (US):5575-5579. 

S c h a l l e r  F ,  Meunier J (1968) Etude du système n e u r o s é c r é t e u r  céphal ique des  

I n s e c t e s  Odonates. B u l l  Soc Zoo1 F r  93:233-249. 

S c h a l l e r  F, Char le t  M (1983) Cephal ic  neurohemal organs  i n  Odonata. 1n:"Neurohemal 

organs  of Arthropods.  The i r  development, e v o l u t i o n ,  s t r u c t u r e s ,  and 
a 

f u n c t i o n s .  AP Gupta eQ. pp319-335. 

Schürmann FW, Klemm N (1984) Serotonin-immunoreactive neurons i n  t h e  b r a i n  of t h e  

honey bee. J Comp Neurol 225:570-580. 

Shukle RH, Judson CL (1984) Act ion of two corpus c a r d i a c a l  p e p t i d e s  on muscles o f  t h e  

hindgut of Pe&p&n&ta amdcavra L. (Or thop te ra  : B l a t t i d a e ) .  J I c s e c t  

Phys io l  30: 927-937. 

S inger  E, Sperk G y  P l a c h e t a  P, Leeman SE (1979) Reduction of substance P l e v e l s  

i n  t h e  v e n t r a l  c e r v i c a l  s p i n a l  cord of t h e  r a t  a f t e r  i n t r a c i s t e r n a l  5, 7 -  

dihydroxytryptamine i n j e c t i o n .  Brain  Res 174:362-365. 

Sivasubramanian P, Nasse1 DR (1985) Axonal p r o j e c t i o n s  £rom t r a n s p l a n t e d  e c t o p i c  

l e g s  i n  an i n s e c t .  J corn; Neurol 239: 247-253. 
Somogyi P, Hodgson AJ, Smith AD, Nunzi MG,Gorio A,  Wu J Y  (1984) D i f f e r e n t  

popu la t ions  of GABAergic ueurons i n  t h e  v i s u a l  c o r t e x  and hippocampus 

of c a t  c o n t a i n  s o m a t o s t a t i n  - o r  c h o l e c y s t o k i n i n  -. immunoreactive m a t e r i a l  

J Neurosci 4:2590-2603. 

S p i e s s  J ,  R i v i e r  J ,  Vale W (1983) C h a r a c t e r i z a t i o n  of rat hypothalamic growth 

hormone r e l e a s i n g  f a c t o r .  Nature 303:532-535. 

S-Rozsa K y  M i l l e r  TA (1981) Aminergic and p e p t i d e r g i c  r e c e p t o r s  a t  the  h e a r t  

muscle of L o c ~ X a  wigtLa;tokLa migna;io~oidcu R.F. Adv Phys io l  S c i  

22:557-581. 

S t a r r a t t  AN, Brown BE (1975) S t r u c t u r e  of t h e  pen tapep t ide  p r o c t o l i n ,  a proposed 

n e u r o t r a n s m i t t e r  i n  i n s e c t s .  L i f e  S c i  17:1253-1256. 

S t e f a n i n i  M ,  De Martino C,  Zamboni L (1967) F i x a t i o n  of e j a c u l a t e d  spermatozoa f o r  

e l e c t r o n  microscopy. Nature 216:173-174. 

S te fano  GB, S c h a r r e r  B (1981) High a f f i n i t y  b ind ing  of an e n k e ~ h a l i n  ana log  i n  t h e  

c e r e b r a l  gang l ion  of t h e  i n s e c t  Leucophaea mdmae ( B l a t t a r i a )  . 
Bra in  Res 225:107-114. 



Steinbusch HWM, Verhofstad AAJ,  Joosten HWJ (1982) Antibodies t o  sero tonin  f o r  

neuroirnmunocytochemical s tud ie s .  J Histochem Cytochem 30:756-759. 

Stone J V ,  Mordue W ,  Ba t t ley  KE, Morris HR (1976) S t ruc ture  of locus t  ad ipokine t ic  

hormone t h a t  r egu la t e s  l i p i d  u t i l i s a t i o n  during f l i g h t .  Nature 263:207-211 

Studer RO, Trzeciak H, Lergier  W (1973) I s a l i e rung  und Aminosauresequenz von 

Substane P aus Pferdedarm. Helv Chim Acta 56:860-866. 

S tudler  J M ,  Reibaud M ,  Tramu G ,  Blanc G ,  Glowinski J ,  Tassin JP (1984) 

Pharmacological study on the mixed CCK 8/DA meso-nucleus accmbens 

pathway : evidence f o r  t h e  ex is tence  of s torage  s i t e s  containing the two 

t r ansmi t t e r s .  Brain Res 298: 91-97. 

Tager HS, Markese J ,  Spiers  RD, Kramer K J  (1975) Glucagon-like immunoreactivity 

i n  i n s e c t  corpus cardiacum. Nature 254:707-708, 

Tager HS, Markese J ,  Kramer K J ,  s p i e r s  RD, Childs CN (1976) Glucagon-like and 

insu l in- l ike  hormones of the in sec t  neurosecretory system. Biochem J 

156: 515-520. 

Taghert PH, Goodman CS (1984) Ce11 determinat ion and d i f f e r e n t i a t i o n  of i d e n t i f i e d  

serotonin-immunoreactive neurons i n  t he  grasshopper embryo. 

Neurosci 4: 989- 1000. 

Takeda S, Vieillemaringe J ,  Geffard M ,  Rémy C (1986)Immunohistological evidence of 

dopamine c e l l s  i n  the cephal ic  nervous system of the silkworm Bombyx mitLi. 

Coexistence of dopamine and a endorphin -1ike substance i n  neurosecretory 

c e l l ç  of the suboesophageal ganglion. Ce11 Tissue Res 243: 125-128. 

Tramu G (1980) Détection immunocytologique des polypeptides apparentés à l a  c o r t i -  

cotropine e t  à l a  B-lipotropine dans l'adénohypophyse e t  l'hypothalamus 

du cobaye (Cavia p o h c m  L.) e t  du l é r o t  ( E ~ o m y h  queA&n.uA L.) .  

Thèse Eta t ,  L i l l e .  

Tramu G ,  Beauvil la in J C ,  Croix D,  Leonardel l i  J (1981) Comparative immunocytochemical 

l o c a l i z a t i o n  of enkephalin and somatostat in  i n  the  nedian eminence, 

hypothalamus and ad jacent  a reas  of the guinea-pig brain.  Brain Res 

215: 235-257. 

T r a m  G, Beauvi l la in  J C  , Croix D,  P i l l e z  A,Garaud J C  (1984) Arguments immunohisto- 

chimiques en faveur de l a  co loca l i s a t ion  de neuropeptides dans des systèmes 

de neurones hypothalamo-infundibukires.  Ann ~ u d o c r i n o l  Pa r i s  

45: 175-187. 



Tyrer MM, Turner J D ,  Altman J S  (1984) I d e n t i f i a b l e  neurons i n  the locus t  cen t r a l  

nervous system t h a t  r e a c t  with an t ibodies  t o  serotonin.  J Comp Neurol 

227:313-330. 

Udenfriend S (1984) Proenkephalin and the products derived from i t s  processing. 

I n  opio id  modulation of endocrine func t ion  (Eds. G. D e l i t a l a ,  M. Motta, 

M. Se r io )  Raven Press  New York pp 1-10. 

Vanderhaeghen JJ, Signeau J C ,  Gepts W (1975) New pept ide i n  the ve r t eb ra t e  CNS 

reac t ing  with an t i -gas t r in  an t ibodies .  Nature 257:604-605. 

Vanderhaeghen JJ, L o t s t r a  F, Lis ton DR, Rossier  J (1983) Proenkephalin, met-enkepha- 

l i n  and oxytocin immunoreactivities a r e  CO-localized i n  bovine hypothalamic 

magnocellular neurons. Proc Nat1 Acad Sc i  80:5139-5143. 

Veenstra JA, Schooneveld H 0984) Immunocytochemical l o c a l i z a t i o n  of neurons i n  the 

nervous system of the Colorado p o t a t o b e e t l e  with a n t i s e r a  aga ins t  FMRF 

amide and bovine pancrea t ic  polypeptide. Ce11 Tissue Res 235:303-308. 

Veenstra JA, Yanaihara N (1984) Immunocytochemical l oca l i za t ion  of gas t r in- re leas ing  

peptidelbombesin-like immunoreactive neurons i n  i n sec t s .  Histochem 

81: 133-138. 

Veenstra JA, Romberg-Privee HM, Schooneveld H (1984) Immunocytochemical l oca l i za t ion  

of pept iderg ic  c e l l s  i n  the neuro-endocrine system of t h e  Colorado pota to  

b e e t l e ,  LepZLna&t&a d e c e f i n e & ,  with a n t i s e r a  aga ins t  vasopressin,  

vasotocin and oxytocin. Histochem 81:29-34. 

Veenstra J A ,  Romberg-Privee HM, Schooneveld H (1985a) A proc to l in- l ike  pept ide 

and i t s  immunocytochemical l o c a l i z a t i o n  i n  the Colorado po ta to  bee t l e ,  

1epZLnu;tdrLba dece&nea;ta. Ce11 Tissue Res 240: 535-540. 

Veenstra J A ,  Romberg Privee HM, Schooneveld H, Polak J M  (1985b) Irnmunocytochemical 

l o c a l i z a t i o n  of pept iderg ic  neurons and neurosecretory c e l l s  i n  the 

neuro-endocrine system of the Colorado pota to  bee t l e  with a n t i s e r a  t o  

ve r t eb ra t e  regulatorypeptides.Histochem 82:9-18. 

Verhaert P, De Loof A (1985) Immunocytochemical l o c a l i z a t i o n  of a mêthionin- 

enkephalin-resembling neuropeptide i n  the  c e n t r a l  nervous system of 

the American cockroach, Pe&p&n& ammicana L. J Comp Neurol 239:54-61. 



Vie i l l emar inge  J ,  Dubois P, Bensch C ,  G i r a r d i e  J (1982) Co- loca l i za t ion  of amines and 

p e p t i d e s  i n  t h e  same median neurosecre to ry  c e l l s  of l o c u s t s .  

Neurosci  L e t t  31:237-240. 

Vie i l l emar inge  J ,  Duris  P ,  Geffard  M,  Le Moal M ,  Delaage M ,  Bensch C ,  G i r a r d i e  J 

(1984) Immunohistochemical l o c a l i z a t i o n  of dopamine i n  t h e  b r a i n  of t h e  

i n s e c t  L o ~ ; t a  rnigh,adoda migirarto4.ioidu i n  comparison wi th  t h e  ca techo la -  

mine d i s t r i b u t i o n  determined by t h e  h i s t o f l u o r e s c e n c e  technique.  Ce11 

Tissue  Res 237:391-394. 

Watson AHD, Burrows M (1985) The d i s t r i b u t i o n  of synapses on t h e  two f i e l d s  of 

n e u r i t e s  of s p i k i n g  l o c a l  in te rneurones  i n  t h e  l o c u s t .  J Comp Neurol 

240:219-232. 

Watson AHD, Burrows M,  Hale JP (1985) The morphology and u l t r a s t r u c t u r e  of 

commun i n h i b i t o r y  motor neurones i n  t h e  t h o r a x  of t h e  l o c u s t .  

J Comp Neurol 239:341-359. 

Wit ten J , OIShea M (1985) P e p t i d e r g i c  i n n e r v a t i o n  of i n s e c t  s k e l e t a l  muscle : 

immunochemical o b s e r v a t i o n s .  J Comp Neurol 242:93-101. 

Wit ten J, S c h a f f e r  MH, OIShea M (1983) S t r u c t u r e  and b io logy  of two new r e l a t e d  

neuropep t ides  £rom i n s e c t  : f u r t h e r  evidence f o r  a p e p t i d e  family .  

Soc Neurosci  Abstr  9:313. 

Wit ten J, S c h a f f e r  MH, OIShea M ,  Carter-Cook J ,  Hemling ME, R inehar t  KL (1984) 

S t r u c t u r e s  of two cockroach neuropept ides  ass igned  by fastatombombardement 

mass spectrometry .  Biochem Biophys Res Comm 124:350-358. 

Yui R,  F u j i t a  T, I t o  S (1980) I n s u l i n - ,  g a s t r i n - ,  p a n c r e a t i c  po lypep t ide - l ike  

immunoreactive neurons i n  t h e  b r a i n  of t h e  silkworm Bombyx m&L. 
Biomed Res 1: 42-40. 



PLANCHE 1 

Immunoréactivités anti-CCK-8 NS ( f i g s .  a ,  b, c ,  e ,  f  e t  g) e t  -CCK-8s 

( f i g s .  d  e t  h) mises e n  évidence s u r  coupes à c m g é l a t i o n .  

Fig. a  : t r i t o c é r é b r o n  ; p e t i t e s  c e l l u l e s  v e n t r a l e s  r éag i s san t  au sérum a n t i -  

CCK-8 NS. x 120. 

F i n s .  b 3 e : lobes o p t i q u e s .  

Fig. b  : réponse à un sérum anti-CCK-8 NS ; c e l l u l e s  d o r s a l e s  innervant  

l a  médulla (m.) ; 10 s t r a t e s  de f i b r e s  nerveuses ( 1  à 10) 

p ré sen te s  dans l a  médulla (1.  : l obu la ) .  x 120. 

Figs .  c  e t  d  : médulla ; nombreuses couches de f i b r e s  d é t e c t é e s  pa r  l e  

sérum anti-CCK-8 NS ( f i g .  c )  e t ,  de façon b i en  moins n e t t e ,  p a r  

l e  sérum anti-CCK-8s' (f  i g .  d) ; p e t i t e s  c e l l u l e s  CCK-8 NS 

p o s i t i v e s  ( f l èche )  innervant  l a  médulla. x 110. 

Fig. e  : répozise à un sérum anti-CCK-8 NS ; p e t i t e s  c e l l u l e s  ( f l èche )  à 

proximi té  de l a  l o b u l a  (m. : médulla).  x  110. 

F igs - f  à h : protocérébron,  rég ion  a n t é r i e u r e .  

Fig. f : r é a c t i v i t é  à un sérum anti-CCK-8 NS ; p e t i t e s  c e l l u l e s  para- 

médianes ( f l èche )  e t  grande c e l l u l e  s a g i t t a l e  ( f l è c h e  év idée) .  

x  100. 

Figs .  g e t  h  : réponse de coupes s é r i é e s  à un sérum anti-CCK-8 NS ( f i g .  g) 

e t  CCK-8s ( f i g .  h) ; c e l l u l e s  paramédianes ( f l è c h e s )  e t  c e l l u l e s  

( f l è c h e s  évidées)  innervant  l a  médulla. x 100. 





PLANCHE II 

Immunoréactivités anti-CCK-8 NS ( f i g s . a ,  c e t  e )  e t  -CCK-8s ( f i g s .  b ,  

d e t  f )  mises e n  évidence s u r  coupes à congéla t ion  ad j acen te s .  

Figs .  a e t  b : r ég ion  a n t é r i e u r e  du pro tocérébron  ; réponses  aux sérums a n t i -  

CCK-8 NS ( f i g .  a )  e t  -CeK-8S ( f i g .  b) ; c e l l u l e s  s a g i t t a l e s  ( f l è c h e s ) ~  110. 

Figs .  c-f : rég ion  p o s t é r i e u r e  du pro tocérébron  ; réponses  aux sérums anti-CCK-8 NS 

( f i g s .  c e t  e )  e t  -CCK-8s ( f i g s .  d e t  f ) .  C e l l u l e s  des  groupes 7 ,  9 ,  

10, 14, 16 dé tec tées ,avec  l a  même i n t e n s i t é , . p a r  les deux ant isérums ; 

c e l l u l e s  des  groupes 8 ,  11, 12, 15 r évé l ée s  p a r  l e  sérum anti-CCK-8 NS 

e t  de façon  beaucoup moins n e t t e  par  l e  sérum anti-CCK-8s (c.c.  : corps  

cardigque) .Figs .  c e t  d : x 100, Figs .  e e t  f : x 120. 
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PLANCHE III 

Imrnunoréactivités anti-CCK-S NS ( f i g s .  a ,  c ,  e ,  f ,  h ,  i, k, 1, n e t  p) 

e t  -CCK-8s ( f i g s .  b ,  d ,  g ,  f ,  m e t  O) mises en  évidence s u r  coupes B conzé la t ion  

ad jacentes .  

F igs .  a e t  b  : ganglion f r o n t a l ,  réponse aux immunsérums anti-CCK-8 NS ( f i g .  a )  

e t  -CCK-8s ( f i g .  b ) .  x 200. 

F igs .  c-e : ganglion sous-oesophagien, p a r t i e  a n t é r i e u r e . .  .Ce l lu l e s  des groupes 

2 ,  3 e t  Y r évé l ées  pa r  les sérums anti-CCK-8 NS (figs. c e t  e) e t  

-CCK-8s ( f i g .  d ) .  x 110. 

F igs .  3-h : ganglion sous-oesophagien, p a r t i e  médiane. Ce l lu l e s  des groupes 8 e t  9 

r évé l ées  avec l a  même i n t e n s i t é  pa r  l e s  sérums anti-CCK-8 NS ( f i g s .  E e t  

h )  e t  -CCK-8s ( f i g '  g ) .  x 110. 

F igs .  i-p : ganglion sous-oesophagien, p a r t i e  pos t é r i eu re .  Ce.ilules des groupes 

10, 11  e t  12 r évé l ées  pa r  l e s  sérums anti-CCK-8 NS ( f i g s .  i, k ,  1, n e t  

p )  e t  -CCK-8s ( f i g s .  j, m e t  O ) .  x 110. 
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PLANCHE I V  

Immunoréactivité a n t i - i n s u l i n e  mise en  évidence s u r  coupes à l a  

p a r a f f i n e  ( f l g s .  ,a-h e t  j) e t  s u r  coupe à conyélat ion ( f i g .  i ) .  

Fig.  a  : ganglion f r o n t a l ,  f i b r e s  nerveuses ( f l è c h e ) .  x 160. 

Fig. b  : lobe opt ique ; c e l l u l e s  innervant  l a  médulla ( f l èche )  e t  l a  lobula  

( f l èche  évidée) .  x 1 10. 

Figs .  c  e t  d  : t r i t océ réb ron  ; p e t i t e s  c e l l u l e s  ( f l èches )  s i t u a e s  la té ro- .  

ventralement .  x 1 10. 

Fig.  e  : p a r t i e  an t é r i eu re  du protocérébron ; c e l l u l e  c e n t r a l e  ( f l è c h e ) , c e l l u l e  

paramédiane (pointe  de f l èche )  e t  c e l l u l e s  innervant  l e s  lobes opt iques  

( f l èche  év idée) .  x 90. 

Fig.  f  : t r i t o c é r é b r o n  e t  lobe opt ique gauches ; c e l l u l e s  immunoréactives 

( f l èches ) .  x 93. 

Fig. g  : protocérébron,  p a r t i e  médiane ; p e t i t e s  c e l l u l e s  la té ro-vent ra les  ( f l èche )  

x 90. 

Figs .  h-j : protocérébron,  p a r t i e  p o s t é r i e u r e  ; c e l a u l e s  paramédianes ( f l è c h e s )  

( f i g .  h) e t  c e l l u l e s  do r sa l e s  ( f l èches )  ( f i g s .  i e t  j )  (c.c.  : corps 

cardiaque) .  x 120. 





PLANCHE V 

Immunor~ac t iv i tés  ant i - rnot i l ine ( f i g s .  a-£) e t  -VIP ( f i g s .  g-1). 

F ig s .  a-£ : immunoréactivité ant i - rnot i l ine . 
Eig.  a  : gangl ion f r o n t a l  ; f i b r e s  nerveuses  ( f l è c h e ) .  x 110. 

Fig.  b  : pro tocérébron ,  rég ion  p o s t é r i e u r e  ; c e l l u l e  ( f l èche )  de l a  

pa.u irttacehebhaeid. x i  i  o. 
Fig.  c  : pro tocérébron ,  rég ion  p o s t é r i e u r e  ; c e l l u l e s  do r sa l e s  ( f l è c h e ) .  

x 120. 

Fig.  d  : gangl ion sous-oesophagien, r ég ion  a n t é r i e u r e  ; c e l l u l e s  l a t é r o -  

do r sa l e  ( f l è c h e  évidée) e t  l a t é ro -ven t r a l e  ( f l è c h e ) .  x 110. 

Fig.  e  : g lang l ion  sous-oesophagien, r ég ion  médiane ; c e l l u l e s  s a g i t t a l e  

( f l èche  év idée)  e t  l a t é ro -ven t r a l e s  ( f l è c h e s ) .  x 110. 

Fig.  f  : t r i t o c é r é b r o n  ( t . )  e t  connect i f  pér ioesophagien ; f i b r e s  

nerveuses .  

F ig s .  g-1 : i m u n o r é a c t i v i t é  anti-VIP , 

Fig. g  : gangl ion f r o n t a l ,  f i b r e s  nerveuses  ( f l è c h e ) .  

Fig.  h  : pro tocérébron ,  rég ion  a n t é r i e u r e  ; c e l l u l e  l a t é ro -do r sa l e  

( f l èche  év idée) .  x 110. 

Fig.  i : lobe op t ique ,  médulla (m.)  e t  l o b u l a  (1 . )  ; f i b r e s  nerveuses .  

x 110. 

Fig.  j e t  k : t r i t o c é r é b r o n  ; c e l l u l e s  l a t é ro -ven t r a l e  ( f l è c h e )  ( f i g .  j) 

e t  d o r s a l e s  ( f l è c h e )  ( f i g .  k ) .  x 110. 

Fig.  1 : pro tocérébron ,  rég ion  pos t é r i eu re ;  c e l l u l e s  paramédianes 

( f l èche  év idée ) ,  l a t é ro -do r sa l e s  ( f l è c h e  no i r e )  e t  c e n t r a l e s  

(po in t e s  de f l è c h e s ) .  x 110. 





PLANCHE VI 

Immunoréactivité an t i - somato l ibér ine  . 
Fig.  a  : médulla, p e t i t e s  c e l l u l e s  ( f l è c h e ) .  x 140. 

Fig.  b  : pro tocérébron ,  rég ion  a n t é r i e u r e ,  f l m v i  cohp0&5 canckaci (nccI )  

( f l èche ) .  x 140. 

Fig.  c  : t r i t o c é r é b r o n ,  p e t i t e s  c e l l u l e s  l a t é ro -ven t r a l e s  ( f l è c h e ) .  x 140. 

~ F i g .  d  : pro tocérébron ,  r ég ion  p o s t é r i e u r e . ;  grandes c e l l u l e s  d o r s a l e s  p i r i fo rmes  

( f l èche )  e t  p e t i t e  c e l l u l e  l a t é ro -do r sa l e  ( f l è c h e  év idée) .  x 140. 

F ig .  e  ; gangl ion sous-oesophagien, r ég ion  a n t é r i e u r e  ; p e t i t e s  c e l l u l e s  médio- 

do r sa l e s  ( f l è c h e )  e t  mGdio-ventrales ( f l è c h e  évidée) .  x 140. 

Fig.  f  : pro tocérébron ,  rég ion  p o s t é r i e u r e  ; c e l l u l e s  d o r s a l e s  p i r i fo rmes  ( f l èche ) ,  

l a t é ro -do r sa l e s  ( f l èche  évidée)  e t  l a t é r a l e  (po in te  de f l è c h e ) .  x 140. 

Fig.  g  : gangl ion sous-oesophagien, rég ion  médiane ; c e l l u l e  médio-ventrale 

impaire ( f l è c h e ) .  x 110. 

Fig.  h  : protocérébron,  rég ion  p o s t é r i e u r e  ; c e l l u l e s  do r sa l e s  p i r i fo rmes  ( f l èche )  

e t  paramédiane ( f l èche  év idée) .  x 150. 





Immunoréacrivités anti-GRP ( f i g s .  a-e) e t  -substance P ( f i g s .  f e t  g ) .  

Fig.  a : protocérébron,  rég ion  an té r i eu re ;  grande c e l l u l e  s a g i t t a l e  ( f l è c h e  

évidée) .  x 120. 

Fig. b : protocérébron,  rég ion  pos t é r i eu re ;  p e t i t e  celLule l a t é r a l e  ( f l è c h e  

évidée) .  x 110. 

Fig.  c : protocérébron,  rég ion  p o s t é r i e u r e ,  f i b r e s  nerveuses.  x 280. 

Fig. d : t r i t o c é r é b r o n ,  . f ibres  nerveuses.  x 110. 

Fig. e : ganglion sous-oesophagien, f i b r e s  nerveuses.  x 110. 

Fig.  f : protocéfébron,  rég ion  pos t é r i eu re ,  f i b r e s  nerveuses.  x 300. 

Fig. g : corps cardiaque* ( s , c . ) .  x 110. 





PLANCBE VI11 

Immunoréactivités anti-leucine-enképhaline ( f i g s .  a-e) e t  -méthionine- 

enképhal ine ( f i g s .  £-j ). -. 

Fig.  a  : protocérébron-lobe opt ique ,  rég ion  a n t é r i e u r e  ; c e l l u l e  innervant  l a  

médulla ( f l èche )  e t  c e l l u l e s  à l a  l i m i t e  du protocérébron e t  du lobe 

opt ique ( f lèche  év idée) .  x 110. 

Fig.  b  : protocérébron,  rég ion  a n t é r i e u r e  ; c e l l u l e  paramédiane p ro tocé réb ra l e  

( f l èche )  e t  c e l l u l e  ( f l èche  évidée)  innervant  l a  médulla. x 110. 

Fig.c  : protocérébron,  rég ion  a n t é r i e u r e  ; c e l l u l e s  s a g i t t a l e s  ( f l è c h e ) .  x 110. 

Fig.  d  : protocérébron,  rég ion  pos t é r i eu re  ; c e l l u l e s  la té ro-dorsa le  ( f lèche) ,  

c e n t r a l e  ( f l èche  évidée)  e t  l a t é ro -ven t r a l e  (po in t e  de f l èche )  ( c .  c .  : 

corps card iaque , ) . .  x 110. 

F igs .  e  e t  f  : protocérébron,  r ég ion  pos t é r i eu re ,  coupes ad jacentes  ; c e l l u l e s  

paramédiane. ( f l è c h e ) ,  l a té ro-dorsa le  ( f l è c h e  év idée) , l&téro-vent ra le  

(poin te  de f l èche )  e t  l a t é r a l e  ( f l èche  courbe) .  x 110. 

Figa,. p, e t  h  : ganglion sous-oesophagien, rég ion  a n t é r i e u r e ,  coupes ad jacentes  ; 

c e l l u l e  l a t é ro -ven t r a l e  ( f l èches ) .  x 110. 

Fig. g  : sérum anti-méthionine-enképhaline. 

Fig.  h : sérum anti-mgthionine-enképhaline s a t u r é  pa r  l a  leucine-enké- 

pha l ine  . 
Figs .  i e t  j : corps cardiaque , coupes ad jacentes .  x 110. 

Fig. i : sérum anti-méthionine-enképhaline. 

Fig. j  : sérum anti-méthionine-enképhaline s a t u r é  p a r  l a  leucine-enké- 

pha l ine  . 





PLANCHE IX 

Immunoréactivités anti-leucine-enképhaline ( f i g s .  a ,  c ,  e  e t  f ) ,  

-méthionine-enképhàline ( f i g s .  b e t  d),bdynorphine (Fig. g) e t  -a-néo-endorphine 

( f i g s .  h  e t  i ) .  

Fig. a  : ganglion sous-oesophagien, rég ion  a n t é r i e u r e  ; p e t i t e s  c e l l u l e s  v e n t r a l e s  

( f l èches ) .  x 110. 

l?igs.b e t  c  : ganglion sous-oesophagien, rég ion  a n t é r i e u r e ,  coupes a d j a c e n t e s , ;  

grande c e l l u l e  l a t  éro-dorsale ( f l èche )  . x 100. 

F igs .  d  e t  e  : ganglion sous-oesophagien, rég ion  a n t é r i e u r e ,  coupes ad j acen te s  ; 

grande c e l l u l e  l a t é ro -ven t r a l e  ( f l è c h e ) .  x 100. 

Fig. f  : ganglion sous-oesophagien, rég ion  p o s t é r i e u r e  ; c e l l u l e  l a t é r a l e  

( f lèche) .  x 110. 

Fig. g : protocérébron, rég ion  pos t é r i eu re  ; c e l l u l e s  paramédianes ( f l è c h e s )  

(c.c. : corps  cardiaque ) *  x 110. 

F igs .  h e t  i : t r i t o c é r é b r o n ,  coupes ad jacentes  ; c e l l u l e s  l a t é r a l e s  ( f l è c h e s ) .  x 110 

Fig. h  : sérum anti-a-néo-endorphine. 

Fig. i : sérum anti-a-néo-endorphine s a t u r é  par  l a  leucine-enképhaline. 





PLANCHE X 

Immunoréactivité anti-w-néo-endorphine. 

Fig.  a  : gangl ion f r o n t a l  ( g . f . )  e t  t r i t o c é r é b r o n  ( t . ) ,  r ég ion  a n t é r i e u r e  ; 

grandes c e l l u l e s  du gangl ion  f r o n t a l  e t  p e t i t e s  c e l l u l e s  du 

t r i t o c é r é b r o n .  x 90. 

Fig.  b  : protocérébron,  rég ion  a n t é r i e u r e  ; c e l l u l e s  paramédianes ( f l èche )  e t  

t e è s  p e t i t e s  c e l l u l e s  d o r s a l e s  ( f l è c h e  évidée) .  x 100. 

Fig.  c  : gangl ion f r o n t a l ,  rég ion  p o s t é r i e u r e  ; c e l l u l e s  imrnunoréactives ( f l è c h e ) .  

x 100. 

Fig. d  : protocérébron e t  lobe op t ique  d r o i t  ; c e l l u l e s  innervant  l a  médulla 

( f l èche ) .  x 100. 

F ig .  e  : protocérébron,  rég ion  p o s t é r i e u r e  ; c e l l u l e s  paramédianes ( f l è c h e s ) ,  

do r sa l e  ( f l è c h e  courbe) ,  l a t s ro -do r sa l e s  ( f l èche  évidée)  e t  l a t é r a l e  

(po in te  de f l è c h e ) .  x 120. 

Fig. f : gangl ion sous-oesophagien, r ég ion  a n t é r i e u r e  ; c e l l u l e s  médio-ventrales 

(po in t e sde  f l è c h e ) ,  médio-dorsales ( f l èches  é v i d é e s ) . e t  l a t é ro -do r sa l e  

( f l èche ) .  x 120. 

Fig.  g  : protocérébron,  rég ion  p o s t é r i e u r e  ; c e l l u l e s  paramédianes ( f l èches )  

e t  do r sa l e s  ( f l èches  courbes) (c.c. : corps card iaque) .  x 120. 

Fig.  h  : gangl ion sous-oesophagien, r ég ion  an t6 r i eu re  ; c e l l u l e s  la tgro-dorsa les  

( f l èches )  e t  médio-ventrales (po in t e s  de f l è c h e s ) .  x 120. 

Fig.  i : protocérébron,  rég ion  p o s t é r i e u r e  ; c e l l u l e s  v e n t r a l e s  ( f l è c h e s  év idées)  

e t  d o r s a l e s  ( f l èches  courbes) .  x 120. 

Fig.  j : gangl ion sous-oesophagien, r ég ion  a n t é r i e u r e  ; c e l l u l e s  d o r s a l e  ( f l è c h e )  

e t  l a t é ro -do r sa l e s  ( f l èches  év idées ) .  x 120. 





PLANCHE XI 

Immunoréactivité an t i -proc to l ine .  

Fig.  a  : t r i t océ réb ron ,  p e t i t e  c e l l u l e  d o r s a l e  ( f l èche ) .  x 110. 

Fig.  b  : lobe optique d r o i t ,  médulla (m.) e t  l obu la  (1.) ; c e l l u l e  ( f l èche )  

innervant  l a  médulla. x 120. 

Fig.  c  : protocérébron, région pos t é r i eu re  ; c e l l u l e s  paramédianes do r sa l e s  

( f l èche ) .  x 100. 

Fig.  d  : protocérébron,  région pos t é r i eu re  ; c e l l u l e  la té ro-dorsa le  ( f l è c h e ) .  x 110. 

Fig.  e  : corps cardiaque . x 120. 

Fig.  f : ganglion sous-oesophagien, rég ion  médiane. x 110. 
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PLANCHE XII 

Immunoréactivité an t i - séro tonine .  

Fig.  a  : lobe opt ique gauche, médulla (m.)  comprenant 6 couches de f i b r e s  

nerveuses e t  l obu la  (1.) ; c e l l u l e  l a t é r a l e  ( f lèche)  innervant  l a  

médulla. x 140. 

Fig.  b  : ganglion f r o n t a l ,  rég ion  an té r i eu re .  x 140. 

Fig. c  : lobe opt ique d r o i t ,  médulla (m. )  comprenant 6 s t r a t e s  de f i b r e s  nerveuses 

e t  lobula (1.)  ; nombreuses p e t i t e s  c e l l u l e s  ( f lèche)  innervant  l a  

médulla. x 140. 

Fig.  d  : protocérébron, rég ion  pos t é r i eu re  ; c e l l u l e s  p a r a s a g i t t a l e s  ( f l è c h e s ) .  x 140 

Fig .  e  : ganglion sous-oesophagien, région a n t é r i e u r e  ; c e l l u l e s  l a t é ro -do r sa l e s  

( f l èches ) .  x 140. 

Fig.  f  : protocérébron,  rég ion  pos t é r i eu re  ; c e l l u l e s  la té ro-dorsa les  ( f l è c h e ) .  x 140 

Fig.  g  : ganglion sous-oesophagien, région médiane ; p e t i t e s  c e l l u l e s  médio- 

ven t r a l e s  ( f l è c h e s ) .  x 140. 





PLANCHE XII1 

Immunoréactivités anti-hpGRF/-VIP révélées sur coupes adjacentes,à 

congélation (figs. a-d) ou à paraffine (figs. e-g). 

Figs. a et b : protocérébron, région postérieure ; immunoréactivités anti-VIP 

(fig. a) et -hpGRF (fig. b) des cellules paramédianes dorsales 

(flèches évidées). x 1 10. 

Figs. c et d : protocérébron, région postérieure ; immunoréactivités anti-VIP 

(fig. c) et -hpGRF (fig. d)  des cellules piriformes dorsales (flèches 

évidées). x 1 10. 

Figs. e-g : protocérébron, région postérieure ; immunoréactivités anti-VIP 

(figs. e et g) et -hpGRF (fig. b) des cellules piriformes dorsales 

(flèches évidées) .. x 80. 
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PLANCHE XIV 

Immunoréactivités anti-CCK-8 NS/-hpGRF et anti-CCK-8 NS/-VIP révélées 

sur coupes adj acentes . 
Figs. a et b : ganglion sous-oesophagien, région antérieure ; immunoréactivités 

anti-CCK-8 NS (fig. a) et -hpGRF (fig. b) de petites cellules médio- 

dorsales (flèches) et médio-ventrales (flèches évidées). x 90. 

Figs. c et d : ganglion sous-oesophagien, région antérieure ; marquage (flèches 

évidées) après incubation avec le sérum anti-hpGRF saturé (fig. d) 

ou non (fig. c) avec un excès de CCK-8 NS. x 90. 

Figs. e et f : protocérébron, région postérieure ; immunoréactivités anti-CCK-8 NS 

(fig. e) et -hpGRF (fig. f) des cellules dorsales piriformes (flèches 

évidées). x 120. 

Figs. g et h : protocérébron, région postérieure ; immunoréactivités anti-CCK-8 NS 

(fig. g) et -VIP (fig. h) des celluIes paramédianes dorsales (flèches 

évidées), latéro-dorsales (flèches) et centrales (pointes de flèche). 

x 100. 

Figs. i et j : tritocérébron ; immunoréactivités anti-CCK-8 NS (fig. i) et -VIP 

(fig. j) de petites cellules latéro-ventrales (flèches évidées). x 150. 





PLANCHE XV 

Immunoréactivités anti-motilinel-hpGRF, anti-motiline/-leu-enképhaline 

et anti-CCK-8 NS/-GRP révélées sur coupes adjacentes. 

Figs. a et b : protocérébron, région postérieure ; immunoréactivités anti-motiline 

(fig. a) et -hpGRF (fig. b) d.'une cellule dorsale piriforme (flèches). 

x 110. 

Figs. c et d : ganglion sous-oesophagien, région médiane ; immunoréactivités 

anti-motiline (fig. c) et -hpGiü? (fig. d) d'une cellule ventrale 

sagittale (flèches). x 110. 

Figs. f et g : ganglion sous-oeôophagien, région postérieure ; immunoréactivités 

anti-motiline (fig. f) et -hpGRF (fig. g) d.'.une cellule latéro-ventrale 

(flèches). x 110. 

Figs. e et h : ganglion sous-oesophagien, région antérieure ; immunoréactivités 

anti-motiline (f ig. c) et -leu-enképhaline (fig. h) de cellules 

latéro-dorsales (flèches). x 110. 

Figs. i et j : protocérébron, région antérieure ; immunoréactivités anti-CCK-8 NS 

(fig. i) et -GRP (fig. j) des cellules sagittales (flèches). x 110. 





PLANCHE ZVI 

Immunoréactivités anti-leucine-enképhaline/-CCK-8 NS (figs. a-j) 

et anti-dynorphine/-CCK-8 NS (figs. k et 1) révélées sur coupes adjacentes. 

Figs. a et c : protocérébron, région antérieure et lobe optique droit. Cellules 

immunoréactives aux sérums anti-CCK-8 NS (fig. a) et -leu-enképhaline 

(fig. c) (flèches évidées) et au seul sérum anti-CCK-8 NS (flèches 

noires). x 110. 

Figs. b et d : lobe optique droit;cellules immunoréactives aux sérums anti-CCK-8 NS 

(fig. b) et -leu-enképhaline (fig. d) (flèches évidées) et aux seuls 

sérums anti-leu-enképhaline (flèche noire) ou -CCK-8 NS (pointe de 

flèche). x 110. 

Figs. e et h : protocérébron, région postérieure ; immunoréactivité aux sérums anti- 

CCK-8 NS (fig. e) et -leu-enképhaline (fig. h) (flèches). x 110. 

Figs. f et i : ganglion sous-oesophagien, région postérieure ; immunoréactivité 

aux sérums anti-CCK-8 NS (f ig. f) et anti- leucine-enképhaline (fig. i) 

(flèches). x 110. 

Figs. g et j : ganglion sous-oesophagien, région antérieure ; imrnunoréactivités 

aux sérums anti-CCK-8 NS (fig. g) et -leu-enképhaline (fig. j) (flèches 

évidées), au seul sérum anti-leu-enképhaline (flèchenoire). x 110. 

Figs. k et 1 : protocérébron, région postérieure ; immu~oréactivitésaux sérums 

anti-CCK-8 NS (fig. k) et -dynorphine (fig. 1) (flèches). x 110. 





PLANCHE XVII 

Imrnunoréactivités anti-a-néo-endorphine ( f i g s .  a ,  b ,  e ,  f ,  i e t  k) 

e t  -CCK-8 NS ( f i g s .  c ,  d ,  g,  h  e t  j )  mises en  évidence s u r  coupes ad jacentes .  

Figs .  a  e t  c  : protocérébron e t  lobe opt ique gauche ; c e l l u l e s  innervant  l e s  

lobes opt iques  r é a g i s s a n t  aux sérums anti-a-néo-endorphine ( f i g .  a )  e t  

f -CCK-8 NS ( f i g .  c)  ( f l è c h e s ) .  x  110. 

F igs .  b e t  d  : protocérébron,région pos t é r i eu re  ; c e l l u l e s  l a t é r a l e  ( f l èches )  

e t  l a té ro-dorsa le  (po in t e s  de f l èche )  r é a g i s s a n t  aux sérums anti-a- 

néo-endorchine ( f i g .  b) e t  -CCK-8 NS ( f i g .  d ) .  x 110. 

F igs .  e  e t  g  : protocérébron,  pahn i & a c a e b t r U  ( p . i . ) j c e l l u l e s  paramédianes 

( f lèches)  r éag i s san t  aux sérums anti-a-néo-endorphine ( f i g .  e )  e t  

-CCX-8 NS ( f i g .  g ) .  x  110. 

F igs .  f  e t  h  : ganglion sous-oesophagien, c e l l u l e  la téro-veri t rale  ( f l èche )  r é a g i s s a n t  

au sérum anti-a-néo-endorphine ( f i g .  f )  e t  non au sérum anti-CCK-8 NS 

( f i g .  h ) .  x  90. 

F igs .  i-k : protocérébron,  rég ion  pos t é r i eu re ;  c e l l u l e s  do r sa l e s  ( f l èches )  e t  

ven t r a l e  (poin te  de f l è c h e )  r éag i s san t  aux sérums anti-a-néo-endorphine 

( f i g s .  i e t  k )  e t  -CCK-8 NS ( f i g .  j ) .  x  90. 





PLANCHE XVII 1 

I m u n o r é a c t i v i t é s  an t i -p roc to l ine  ( f i g s .  a e t  c)  e t  -CCK-8 NS 

( f i g s .  b e t  d) mises e n  évidence s u r  coupes ad j acen te s .  

F igs .  a  e t  b  : protocérébron,  rég ion  pos t é r i eu re  ; c e l l u l e  paramédiane r é a g i s s a n t  

aux sérums an t i -p roc to l ine  ( f i g .  a)  e t  -CCK-8 NS ( f i g .  b) ( f l è c h e s  

évidées) .  x 1 10. 

Figs.  c  e t  d  : protocérébron,  reg ion  pos t é r i eu re  ; c e l l u l e .  do r sa l e  r é a g i s s a n t  

aux sérums an t i -p roc to l ine  ( f i g .  c)  e t  -CCK-8 NS ( f i g .  d) ( f l èches  

évidées) .  x 110. 





PLANCHE X I X  

Immunoréactivités an t i - séro tonine  ( f i g s .  b, e ,  g)  e t  -CCK-8 NS 

( f i g s .  a ,  c ,  d ,  S e t  h) mises e n  évidence s u r  coupes ad jacentes .  

F igs .  a-c : ganglion f r o n t a l  ; c e l l u l e s  immunoréactives aux sérums anti-CCK-8 NS 

( f i g s .  a e t  c )  e t  -sérotonine ( f i g .  b ) .  x  300. 

F igs .  d e t  e : lobe opt ique  d r o i t  ; c e l l u l e s  immunoréactives ( f l èches )  aux sérums 

anti-CCK-8 NS ( f i g .  d) e t  -5-HT ( f i g .  e ) ,  innervant  l a  médulla (m.)  

(1. : l obu la ) .  x  140. 

F igs .  f-h : ganglion sous-oesophasien, rég ion  a n t é r i e u r e  ; c e l l u l e s  l a t é ro -do r sa l e s  

r éag i s san t  aux sérums anti-CCK-8 NS ( f i g s .  f  e t  h )  e t  -5-KT ( f i g .  g) 

( f l èches ) .  x  120. 





PLANCHE XX 

Relat ions cerveau-corps cardiaque mises e n  évidence p a r  l ' i n j e c t i o n  

de péroxydase dans l e  - corps cardiaqce . 
Figs .  a-d : protocérébron,  rég ion  pos t é r i eu re  ; coupes s é r i é e s  ; mise en évidence 

successive des n e r f s  s e  rendant  aux corps cardiaques ( f i g s .  a  e t  b) 

( f l èches  évidées)  e t  de p e t i t e s  c e l l u l e s  la té ro-dorsa les  ( f i g s .  b-d) 

( f l èches  év idées) .  x  110. 

F ig .  e  : protocérébron,  rég ion  pos t é r i eu re  ; démonstration de deux groupes symé- 

t r i ques  de c e l l u l e s  marquées ( f l è c h e s  évidées)  (c.c. : corps cardiaque ) .  

x 180. 






