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RÉSUMÉ EN FRANCAIS 

Le cadmium (Cd) est un métal divalent non essentiel connu comme étant toxique pour les 

organismes. On le retrouve dans tous les écosystèmes et sur le globe terrestre à des 

concentrations plus ou moins importantes en raison de l'érosion des sols, des incendies de forêt, 

mais plus encore dû au secteur de l'industrie et aux activités minières. Les principaux réceptacles 

de la contamination au Cd sont les écosystèmes aquatiques. Dans ces écosystèmes, les bivalves 

sont exposés à la contamination de leur environnement. Ces organismes sont sédentaires, 

filtreurs d'eau et accumulateurs de métaux ; ils ne peuvent donc pas échapper aux pressions dû 

aux activités humaines (ou pressions anthropiques). Pour ces raisons, les bivalves, plus 

particulièrement les moules, sont considérés comme des bioindicateurs et donc utilisés comme 

organismes modèles pour caractériser la contamination de leurs écosystèmes. Ils sont 

constamment exposés aux changements abiotiques (pH, C02, température, etc.) et biotiques 

(bactéries, virus, toxines, etc.) . Afin de se protéger, leur première barrière de défense est leur 

système immunitaire inné (ils n'ont pas de système immunitaire adaptatif), l'hémolymphe, 

composée de cellules hémocytaires (hemocytes) et de composant humoraux. La principale 

fonction des hémocytes est de phagocyter des corps étrangers comme des agents pathogènes 

ou des particules. Les composants humoraux sont responsables de reconnaître et de détruire les 

corps étrangers. Parce que les moules sont sous pression anthropique et leur principale défense 

est leur système immunitaire inné, nous avons émis l'h
1

ypothèse que le cadmium pouvait affecter 

l'expression de gènes liés à l'immunité plus spécifiquement aux processus de phagocytose. Pour 

vérifier notre hypothèse, nous avons mise en place un modèle mécanistique, Nous avons 

développé un modèle in vitro dans lequel nous avons exposé les hémocytes de moules à une 

gamme de concentration de cadmium (de 1 o-9M à 1 o-3M) pour mesurer l'activité phagocytaire et 

la viabilité cellulaire. Nous avons ensuite séquencé le transcriptome (RNA-seq) des hémocytes 

non exposés et des hémocytes exposés à 1 o-3M Cd pour réaliser une analyse des mécanismes 

induits et une analyse différentielle de l'expression des gènes (DGE). 

Ensuite nous avons sélectionné des gènes qui pourraient caractériser la toxicité au cadmium et 

finalement nous avons validé l'expression génique de potentiels marqueurs en utilisant une 

approche RT-qPCR. Nous avons également corrélé l'expression des gènes avec les paramètres 

fonctionnels (phagocytose et viabilité cellulaire) . 
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Les résultats obtenus ont montré que les moules exposées à 1 o-3M de Cd ont présenté plus de 

mortalité cellulaire et une forte diminution de leur activité phagocytaire (directement liée à la 

présence de cadmium et non pas causée par la mortalité cellulaire mesurée). L'analyse RNA-seq 

a permis de reconstruire un transcriptome de nova contenant 189422 contigs (séquence 

génomique provenant des analyses post-séquençage) et l'annotation a permis de caractériser 

23,2% du transcriptome. Le DGE a montré que 1028 transcrits étaient surexprimés en présence 

de Cd et 84 étaient sous-exprimés. À partir de 1112 transcrits, vingt-deux gènes ont été 

sélectionnés comme des biomarqueurs potentiels. Nous avons ciblé un transcrit impliqué dans 

les voies de calcium (Calmoduline), quatre senseurs pathogènes (TLR et RIG-1), trois gènes 

impliqués dans la mobilité cellulaire (Actin, TPS5 et NAS13) et trois dans l'apoptose et les 

dommages à l'ADN. Pour valider notre modèle nous avons également étudié cinq gènes impliqués 

dans la cytotoxicité du Cd (SOD, MRP1, CYP2C8, GST et HSP70). De tous les gènes 

présélectionnés, nous avons validé l'expression de douze gènes via une retro-transcription suivit 

d'une amplification en chaîne par polymérase semi-quantitative en temps réelle (RT-qPCR). Les 

résultats ont montré que les deux technologies utilisées pour l'expression génique sont 

comparables (DGE vs RT-qPCR). Cette étude est la première qui identifie les effets du cadmium 

sur des transcripts impliqués dans l'immunité des bivalves. L'induction des TLRs, RIG-1, NAS13 

et XIAP n'avait pas été étudié après une exposition au cadmium, cependant ils ont un rôle 

essentiel dans la phagocytose et la défense cellulaire. Par ailleurs, l'analyse du transcriptome, en 

générale, a révélé que le cadmium induit aussi des gènes impliqués dans les processus 

apoptotiques. 

Finalement, dans notre étude nous proposons douze nouveaux marqueurs qui caractérisent la 

toxicité du Cd dans les hémocytes de moules. 

Mots clés : cadmium ; moule bleue ; système immunitaire ; hemocytes ; transcriptomique ; 

expression génique ; RNA-seq ; biomarqueurs ; in vitro 
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ABSTRACT 

Cadmium (Cd) is a non-essential divalent metal known to be taxie for organisms. lt can be found 

in all of the world at different concentrations due to the soil erosion, forest tire, but more over 

because of industry and mining activities. The main receptacles of Cd contamination are aquatic 

ecosystems. ln these ecosystems, bivalves, filter-feeders' organisms are exposed to the 

contamination of their surroundings. They are sedentary, accumulator of metals and they cannot 

escape to the anthropic pressures. For these reasons, bivalves, more specifically mussels, are 

considered as bioindicators and they are used as model organisms to characterize the 

contamination of their ecosystems. Also, they are exposed to abiotic (pH, C02, temperature, etc.) 

and biotics (bacteria, virus, toxins, etc) changes. Their first defense is the hemolymph, open 

vascular innate immune system, which is composed by hemocytes and humoral components (they 

lack of adaptive immune defense ). The main function of hemocytes is to phagocyte foreign bodies 

as pathogens or particles. The humoral components are responsible to recognize and destroy 

foreign bodies. Because mussels are under anthropic pressures and their main defense is their 

innate immune-system, we have hypothesized that cadmium may affect the expression of 

immune-related genes involved into phagocytosis processes of mussels's hemocytes. To develop 

our hypothesis, we have 1) developed an in vitro model exposing mussels' hemocytes to different 

concentration of cadmium (from 1 o-9M to 1 o-3M) to measure phagocytosis activity; 2) sequenced 

the transcriptome (RNA-seq analysis) of non-exposed hemocytes and 10-3M-exposed hemocytes 

to compare gene expression (DGE analysis) and select potential genes that could characterize 

cadmium toxicity and 3) validate the gene expression of selected genes using a RT-qPCR 

approach. We have also correlated gene expression with functional parameters (phagocytosis 

and cell viability). The results obtained have shown that mussels exposed to 1 o-3M of Cd 

presented more cell mortality and a strong decrease in their phagocytic activity. The RNA-seq 

analysis has permitted to rebuild a de nova transcriptome containing 189422 contigs and the 

annotation has allowed to characterize 23.2% of the transcriptome. 
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The DGE as shown that 1028 transcripts were over expressed in presence of Cd and 84 under

expressed. From 1112, twenty-two genes were selected has potential biomarkers including one 

in calcium pathways (Calmodulin), four pathogens sensors (TLRs and RIG-1 ), three genes 

involved in cell mobility (Actin, TPS5 and NAS13) and three in apoptosis and DNA damages, we 

also studied five genes involved in Cd cytotoxicity (SOD, MRP1, CYP2C8, GST and HSP70) to 

validate our model. 

Of all the pre-selected genes, we validated the expression of twelve genes via RT-qPCR. The 

results showed that the two technologies used for gene expression are comparable (DGE vs RT

qPCR). This study is the first to identify the effects of cadmium on transcripts involved in bivalve 

immunity. Induction of TLRs, RIG-1, NAS13 and XIAP had not been studied after exposure to 

cadmium, however they have an essential raie in phagocytosis and cell defense. ln addition, 

transcriptome analysis, in general, revealed that cadmium also induces genes involved in 

apoptotic processes. 

Finally, in our study we propose twelve new markers that characterize the toxicity of Cd in the 

hemocytes of mussels. 

Keywords: cadmium; blue mussel; transcriptome; gene expression; RNA-seq; biomarkers; in vitro 
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SOCS Suppresseurs de la voie de signalisation des cytokines 

SOD Super oxyde dismutase 

SRA Short read archive 

SRCR Scavenger receptor cysteine-rich protein domain 

SRs Scavenger receptor 
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CONTEXTE DU PROJET DE RECHERCHE 

Le programme de recherche « Interactions entre la POiiution et les Changements climatiques: 

développement d'une nouvelle stratégie de surveillance» (IPOC) propose de développer une 

stratégie de surveillance pour évaluer les effets de la pollution, en combinaison avec les 

changements climatiques, grâce à l'utilisation des bivalves marins et d'eau douce, lesquels sont 

considérés comme des organismes sentinelles. 

Ce programme cherche à relier les réponses biologiques à des réponses génétiques (au niveau 

de la population et au niveau individuel) et aussi à des marqueurs physiologiques (pour 

caractériser l'état de santé des populations). Pour cela, le projet est composé de plusieurs volets: 

1) évaluer les impacts sur la physiologie, 2) identifier des cibles cellulaires et moléculaires 

(biomarqueurs traditionnels), 3) évaluer les mécanismes moléculaires cellulaires en utilisant des 

approches génomiques et transcriptomiques . 

IPOC s'inscrit dans le thème de recherche « Amélioration des Services des Écosystèmes 

Aquatiques » dans le domaine de « Sciences et Technologies de !'Environnement ». Il entre 

également dans le cadre de la « Compréhension des Changements dans l'Arctique et de 

!'Environnement de la Région Froide » du nouveau programme du CRSNG impliqué dans « Les 

changements climatiques et la Recherche Atmosphérique» et par conséquent dans le« Groupe 

international des organismes de financement pour la Recherche des Changements Globaux». 

L'étude présentée ici fait partie du troisième volet du programme IPOC : identifier des mécanismes 

moléculaires cellulaires via l'étude du transcriptome. Ce projet de doctorat ne fait mention que 

des résultats obtenus pour une espèce spécifique soumise à un métal dont les effets ont été 

mesurés via des tests in vitro et à l'aide d'une approche transcriptomique. Ces résultats devraient 

être reliés aux différents volets de recherche proposés par IPOC afin de révéler leur puissance, 

leur poids, leur intérêt et leur importance dans un contexte de biosurveillance. Dans mon 

document, leur interprétation reste donc à un niveau « indépendant/ isolé ». 
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PROBLÉMATIQUE 

Les activités humaines sont responsables de l'introduction de multiples substances d'origines 

industrielles, domestiques, urbaines ou agricoles dans l'environnement (Ettajani and Amiard, 

1995). Les principaux réceptacles de tous types de contamination sont les écosystèmes 

aquatiques. En effet, les produits déversés sur les écosystèmes terrestres, comme les pesticides, 

sont lessivés et érodés par les pluies et les vents et terminent dans les milieux aquatiques. Les 

polluants atmosphériques, quant à eux, sont dissous ou emportés dans les gouttes d'eau et 

finissent dans les écosystèmes terrestres et/ou dans les écosystèmes aquatiques. Plusieurs de 

ces polluants ont une forte capacité d'adsorption à la phase particulaire et peuvent donc être 

retrouvés en concentrations importantes dans le compartiment sédimentaire des fleuves, 

estuaires ou zones côtières. D'autres sont hydrophiles et se retrouvent dans la phase aqueuse 

des systèmes aquatiques. Cependant, tous ces polluants représentent une menace pour les 

organismes ainsi que pour leurs écosystèmes. 

Néanmoins, depuis quelques décennies il existe une prise de conscience de cette contamination. 

Actuellement, en Europe (les Directives Cadre sur l'eau, DCE) mais aussi au Canada (Réseau 

canadien de biosurveillance aquatique (RCBA)), la qualité des eaux est devenue primordiale non 

seulement pour son utilisation au sein de la population mais aussi pour la préservation de la flore 

et de la faune. Dans ce contexte, des réseaux de biosurveillance ont vu le jour. 

La biosurveillance est l'étude de la quantification et de la mesure des effets des polluants dans 

les tissus d'un organisme. Cette notion fait appel aux bic-indicateurs et aux biomarqueurs (Aarab, 

2004): 

../ Les biomargueurs sont définis comme : « des changements observables et/ou mesurables 

au niveau moléculaire, biochimique, cellulaire, physiologique ou comportemental, révélant 

l'exposition présente ou passée d'un individu à au moins une substance chimique à 

caractère polluant » (Kaviraj et al., 2014 ). 

On distingue de manière générale : i) les biomarqueurs d'exposition: ils donnent des informations 

sur la nature et l'intensité des toxiques biodisponibles dans le milieu. Ils sont impliqués dans 

différents systèmes de métabolisation et détoxication des xénobiotiques ou dans les mécanismes 

de défense. Leurs présences n'entrainent pas obligatoirement des effets délétères irréversibles 

et mortels. ii) les biomarqueurs d'effets: ils correspondent à des cibles moléculaires. Lorsqu'elles 

sont atteintes, cela signifie que les mécanismes de défense ou de détoxication sont surpassés. 
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Les conséquences peuvent être parfois irréversibles, pouvant entrainer la mort de l'animal ou bien 

une incapacité à se reproduire, se développer, etc. 

De tels effets peuvent par la suite altérer la structure même des populations. Ils rendent compte 

de la gravité des atteintes fonctionnelles des organismes et permettent de prédire <les effets sur 

les communautés, les populations et les écosystèmes (Aarab, 2004; Zuykov et al., 2013) 

../ Les organismes bio-indicateurs sont : « des organismes qui par référence à des variables 

biochimiques, cytologiques, physiologiques ou écologiques, permettent de façon pratique 

et sûre de caractériser l'état d'un écosystème» (Blandin, 1986). Il existe plusieurs espèces 

indicatrices, mais étant donné l'impossibilité d'un suivi biologique sur toutes celles-ci , un 

certain nombre d'espèces ont été sélectionnées pour fournir un indice valable de l'étendue 

de la contamination et des dommages induits par les polluants. Elles doivent remplir un 

certain nombre de caractéristiques: être plus ou moins tolérantes aux polluants, 

sédentaires, abondantes, à durée de vie longue, de tailles suffisantes pour permettre des 

analyses, faciles à échantillonner et à conserver. Ces mêmes caractéristiques font de ces 

organismes d'excellentes espèces sentinelles (organisme spécifiquement placé dans un 

écosystème pour informer sur la pollution environnementale) 

Les écosystèmes aquatiques, étant les réceptacles finaux des apports en polluants, ont été les 

premiers à servir pour la mise en place des études de biosurveillance (Bessi and EIAlami, 2009). 

Il a été mis en avant que les mollusques sont de bons indicateurs de la pollution aquatique car ils 

sont sédentaires et sont soumis aux pressions anthropiques. Par ailleurs, ils ont une forte capacité 

d'accumulation des produits chimiques, plus particulièrement des métaux, et sont cependant 

tolérants aux variations physico-chimiques du milieu. Les connaissances existantes sur les 

mollusques et leur physiologie sont donc un atout primordial pour le développement de techniques 

permettant d'évaluer la qualité des habitats aquatiques. Les deux espèces marines les plus 

communément utilisées lors de ces études sont l'huître, Crassostrea gigas (C. gigas), et la moule, 

Mytilus spp. En effet, ces deux espèces ont été et sont utilisées afin d'évaluer la toxicité de 

polluants tels que les métaux (Beiras and Albentosa, 2004; Mai et al ., 2012), les médicaments (Di 

Poi et al ., 2014), les pesticides (Beiras and Albentosa, 2004; Mai et al., 2012), les hydrocarbures 

aromatiques polycycliques (Geffard et al., 2004, 2002) ou encore pour évaluer la qualité chimique 

des eaux ou des sédiments pollués. Par ailleurs, Mytilus spp a été utilisée comme sentinelle dans 

le programme Musse/ Watch , un des premiers programmes de suivi écotoxicologique mis en 

place en 1965 (Kimbrough et al ., 2008). 
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Chez les bivalves, parmi les grandes fonctions physiologiques, le système immunitaire constitue 

un mécanisme d'intérêt majeur. En effet, leur système immunitaire est leur premier système de 

défense face aux infections. 

Une altération de ces fonctions peut engendrer des effets sur la survie de l'organisme et peut 

mener jusqu'à la mort des individus (Fournier et al., 2000). Chez les bivalves, le système est 

composé de cellules immunitaires (les hémocytes) et les médiateurs humoraux. Ensemble ils sont 

responsables de plusieurs fonctions physiologiques ainsi que du maintien homéostasique 

(Callaway et al., 2012). Le système immunitaire nous a paru être le meilleur système pour décrire 

l'état de santé de ces organismes. 

Face à l'augmentation de la contamination, il est impératif de développer des outils pour évaluer 

et caractériser les effets des contaminants. Avec l'apparition de nouvelles technologies, telles que 

le séquençage à haut débit et la transcriptomique l'étude des effets des polluants sur les 

mécanismes cellulaires est en croissance. Ces technologies nous offrent une compréhension 

mécanistique plus approfondies et permettent de comprendre les effets sur des voies de 

signalisation moléculaires jusqu'à maintenant peu étudiées et peu comprises. Elles permettent 

d'identifier de nouveaux gènes/protéines, et de nouvelles interactions géniques qui pourraient 

faire partie des réseaux d'étude toxicologique. Elles sont aussi une source pour créer des outils 

écotoxicologigues plus précis, comme par exemple des marqueurs moléculaires plus sensibles et 

plus précis. 

Dans ce contexte, l'objectif des travaux présentés dans ce manuscrit est de développer une étude 

mécanistique des effets du cadmium sur les fonctions hémocytaires de Mytilus edulis. Le 

manuscrit est divisé en cinq chapitres. Le premier chapitre, Synthèse, Hypothèse et Objectifs, 

replace le lecteur dans le contexte de l'étude. Ce chapitre permet d'établir les bases et les 

connaissances sur le sujet étudié. Il présente l'hypothèse de l'étude et les objectifs qui ont été mis 

en place pour vérifier l'hypothèse. Le deuxième chapitre est consacré aux tests préliminaires et 

est présenté sous un rapport rédigé en anglais. Le troisième chapitre cible les réponses 

fonctionnelles des hémocytes. Il est constitué d'un article scientifique publié. Le quatrième 

chapitre présente la validation des premiers résultats obtenus. Il est rédigé sous un format 

d'article soumis et en cours de correction. Le cinquième chapitre présente une discussion 

globale des résultats obtenus tout le long du projet. Il est plus orienté sur des résultats non 

présentés dans les articles scientifiques. Le dernier et sixième chapitre du document présente 

les conclusions et les perspectives. 
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CHAPITRE 1 

SYNTHÈSE, HYPOTHÈSE ET OBJECTIFS 
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1 SYNTHÈSE 

1.1 La moule bleue, Mytilus edulis, un modèle biologique 

Le modèle biologique choisi est la moule bleue ou moule commune (Figure 1), connu sous le nom 

scientifique de Mytilus edulis (M. edulis) (Linaeus 1758). Elle fait partie du règne animal. C'est un 

organisme du clade des bilatéraux et qui se trouve dans le sous-clade de lophotrochozoans puis 

des bivalves (Annexe 1). D'un point de vue systématique, la moule fait partie de la famille des 

Mytilinae et du genre Mytilus. 

Figure 1 : Photo de M. edulis. A) Coque de la moule fermée ; B) M. edulis semi-ouverte. Aperçu du muscle 
adducteur (en blanc) ; C) M. edulis complétement ouverte. Distinction des deux valves symétriques ainsi que 
des organes internes (NatureWatch NZ, 2016). 

1.1.1 Distribution et environnement de la moule 

M. edulis présente une grande distribution (Figure 2-A) principalement grâce à sa capacité à 

supporter de larges fluctuations de salinité (euryhaline), dessiccation (élimination/retrait de l'eau), 

température (eurytherme) et oxygène. Étant euryhaline, elle peut vivre aussi bien dans les eaux 

marines (à 31%0 de salinité) que dans les eaux saumâtres possédant une salinité aussi très basse 

(4%o). Néanmoins, elle ne se développe pas dans des eaux ayant une salinité inférieure à 15%0 et 

son taux de croissance est réduit en dessous de 18%0 (FAO, 2004). Elle s'acclimate bien à une 

gamme de température variant entre 5 et 20°C et peut aussi supporter des conditions glaciales 

pendant plusieurs mois (Delahaut, 2012). 
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Comme nous pouvons le voir dans la figure 2-A, M. edulis peut-être retrouvée aussi bien au 

Canada, dans le pôle sud (zones glaciales telles que l'archipel des Kerguelen), en Europe ou 

encore en Asie (climat plus doux). 

Étant hautement tolérante à un large éventail de conditions environnementales, M. edulis peut 

aussi se développer, vivre ou cohabiter avec d'autres espèces dans de nombreux habitats (Figure 

2-B). M. edu/is cohabite avec Mytilus trossu/us (M. trossulus) dans le Nord-Est de l'Amérique et 

Mytifus galloprovincialis (M. galloprovincialis), M. trossu/us et Mytilus cafifornianus (M. 

californianus) dans Nord-Ouest. En Europe elle cohabite avec M. galloprovincialis, M. trossu/us, 

et M. californianus. Sa dispersion sur le globe terrestre est due aux courants océaniques qui 

transportent des larves de façon horizontale et verticale. Cette cohabitation a des avantages d'un 

point de vue écologique mais pour des aspects d'études écotoxicologiques, elle représente 

parfois un inconvénient. Par exemple, au Canada, M. trossulus et M. edulis vivent dans la même 

zone et elles ne sont physiquement pas différenciables, ce qui pour des fins scientifiques implique 

une étape d'identification (souvent réalisée par identification génétique) pour valider l'espèce 

étudiée. 

0 

• Mytilus trossulus 
• Myti/us edulis 
• Mytilus ga//oprovincia/is 
• Mytilus calilornianus 
• Mytilus coruscus • > 
• Myti/us platensis 
• Mytilus chilensis 

Figure 2 : A) Répartition de Mytilus edulis sur le globe terrestre. B) Interaction entre les différentes sous
espèces de Mytilus spp (adaptée de Gaitan-Espitia et al., 2016 et Roberts, 2018). 

3 



1.1.2 Production de M. edu/is 

M. edulis (ainsi que les autres espèces) a été pêchée pendant des siècles sur des gisements 

coquilliers naturels dans la plupart des pays européens. Elle a servi comme appâts pour les 

poissons avant d'être consommée par les humains. Le marché international des moules a 

augmenté d'une manière consistance au cours des 20 dernières années comme nous pouvons 

le constater dans la figure 3. 

300k 

200k 
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:~ •UH.Ul~I ~ JI 11 n " " 
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Figure 3: Production mondiale (en tonnes) de M. edulis (FAO, 2017) 

2000 

En 2013, la vente de moule s'élevait à 49,5 millions de dollars, soit une augmentation de sa valeur 

. de 68% depuis 2009. L'Îie-du-Prince-Édouard est le plus grand producteur de moules du pays 

(avec 79% du marché canadien en 2013) avec des récoltes d'une valeur de 30 millions de dollars, 

soit 61% de la valeur totale de la mytiliculture. La production totale canadienne représente un 

volume de 29 1 OO tonnes. Cependant, au cours des dernières décennies, la forte activité 

anthropique a engendré des perturbations environnementales majeures qui ont affectées la 

qualité des eaux marines et côtières. En plus de la prédation des oiseaux et de la détérioration de 

la qualité de l'eau causée par la pollution, d'autres problèmes peuvent limiter le développement 

de la mytiliculture dans le futur comme par exemple le manque de moules juvéniles ou la présence 

de toxines qui entraîneraient une fermeture des parcs ostréicoles. 
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Afin de mieux comprendre ces problématiques, au Canada, des études scientifiques sont mises 

en place. Elles portent notamment sur l'élevage de la moule bleue (optimisation de la collecte des 

naissains de moule, renforcement de la capacité des moules à rester sur les filières pendant la 

récolte , atténuation et contrôle des espèces envahissantes, etc.) mais aussi sur l'utilisation des 

nouvelles technologies pour améliorer sa production, tout en assurant un développement durable 

de l'industrie (Gouvernement du Canada, 2015). La sédentarité, la production et la consommation 

de la moule ainsi que sa dispersion et sa résistance aux fluctuations climatiques et océaniques 

attirent beaucoup les scientifiques. 

1.1.3 Reproduction et cycle de vie 

La moule est un organisme qui possède deux stades de vie : le stade sédentaire (ou fixé) et le 

stade planctonique (ou larvaire). Le stade dépend du niveau de développement de l'organisme. 

Le stade planctonique commence dès la fécondation, lorsque les moules expulsent leurs gamètes 

dans l'eau. Les oocytes sont fertilisés par le sperme, puis après 4-5 heures post fécondation (hpf), 

la première division cellulaire se met en place et il en résulte une larve mobile appelée « 

trochophore »(Sud and CRC Bretagne Sud, 2010). Cette dernière peut se déplacer grâce à son 

cil apical. Au bout de 1-3 jours post fécondation Upf), les larves prennent une forme similaire à un 

« D » et le cil apical disparaît pour laisser place au velum, un organe locomoteur. Ce stade est 

connu comme le stade larvaire « D - véligère ». Au bout de 10-12 jpf, la larve passe au stade 

véligère et perd toute forme spécifique. Puis 20 à 25 jpf, il y a apparition d'un « œil » noir et du 

pied ce qui correspond au stade pédivéligère. A la fin de ce stade, la larve est prête à se fixer. 

Elles cherchent un substrat solide et se métamorphoser en post-larve (ou naissain). La larve 

passe ainsi d'un stade planctonique à un stade de vie sédentaire où elle sera potentiellement 

utilisée pour la production et la consommation humaine (Aucoin et al., n.d .; Helm and Bourne, 

2006). 
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1.1.4 Anatomie 

La moule bleue est un organisme à corps mou entouré et protégé par une coquille triangulaire 

allongée faite de carbonate de calcium qui mesure entre 7 à 10 cm (Fig. 1-A/B). Cette coquille est 

composée de deux valves symétriques (Fig. 1-C) qui sont contrôlées par des ligaments situés le 

long de la charnière dorsale lesquels sont reliés aux muscles adducteurs antérieur et postérieur 

(Fig. 1-B et C ainsi que Fig. 4-a) (FAO, 2017). Ces muscles sont la seule partie anatomique qui 

relie le corps mou de la moule à sa coquille. La coquille est recouverte d'une fine couche 

protectrice appelée périostracum. L'intérieur, quant à lui, est fait de nacre. 

a. 

Muscles rétracteurs 
byssaux 

e. Palpe labial -~1\1:. 

~-P.:--tt--:3:;- Muscle adducteur 
· postérieur 

_......., __ d. Cténédies 

Limite du manteau 

Figure 4 : Principaux éléments anatomiques internes de la moule bleue (BIODIDAC) 

Le corps de la moule est composé d'un manteau (non identifié sur la Fig. 4) qui recouvre 

l'intérieure de la coquille et la masse viscérale dorsale. Au niveau du pied, un sillon sécrète des 

filaments adhésifs très solides . et souples : le byssus (Fig. 4-c). Les filaments byssaux sont 

composés d'un mélange de protéines et de glucides, parfaitement inaltérable. Ceux-ci permettent 

à la moule de s'attacher aux substrats durs ou les unes aux autres et de résister aux courants ou 

aux vagues. Le manteau, quant à lui, sert de réserve énergétique et assure la réparation et la 

synthèse de la coquille de la moule. Les bords du manteau forment, à l'arrière du corps mou, des 

siphons inhalant et exhalant. Les siphons sont responsables de faire rentrer et sortir l'eau dans 

les valves (Fisheries and Oceans, 2003). Les branchies, situées contre le manteau, sont la clé de 

la régulation de la respiration et de l'alimentation de la moule. Elles sont faites de filaments remplis 

de cils. L'alimentation se fait via le siphon inhalant. L'eau brassée/nettoyée est expulsée grâce au 

siphon excréteur (Delahaut, 2012; Fisheries and Oceans, 2003). 
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La nourriture est transférée des branchies à la bouche grâce aux palpes labiaux (Fig. 4-e). On 

retrouve ces palpes labiaux ainsi que la bouche entre les lobes du manteau. La bouche se poursuit 

par un œsophage très court arrivant à un estomac (Fig . 4-f) globuleux pourvu d'un ccecum de 

stylet postérieur long, dans lequel se trouve une tige cristalline (le stylet) qui tourne sur elle-même 

(Delahaut, 2012). Cette tige a pour rôle de dissocier les aliments et de faire la digestion 

enzymatique. La dissociation permet d'envoyer les petites particules vers les glandes digestives 

tandis que les particules de plus grandes tailles sont envoyées dans l'intestin (Fig. 4-g). Ce dernier 

est sinueux et est suivi du rectum (Fig. 4-h). Finalement les déchets sont expulsés sous forme 

solide par le siphon exhalant via l'anus (Fig . 4-k). 

La moule est un organisme qui ne possède pas de cerveau et son système nerveux est constitué 

d'un réseau de nerfs et de paires de ganglions cérébro-pleuraux, pédaux et viscéraux. Les 

ganglions cérébraux, situés de chaque côté de l'œsophage, contrôlent les organes sensoriels 

tandis que les ganglions pleuraux sont reliés aux nerfs de la cavité du manteau. Les ganglions 

pédaux, qui contrôlent le pied , sont situés à sa base, et les ganglions viscéraux, qui peuvent être 

assez importants chez les bivalves, sont situés sous le muscle adducteur postérieur. Les gonades 

se développent sous la cavité péricardique (Fig. 4-i) et s'étendent sur presque tous les autres 

organes sauf sur les branchies, les muscles adducteurs et le pied. La papille génitale se trouve 

proche de la cavité du manteau et du muscle adducteur postérieur. Les spermatozoïdes et 

ovocytes sont transportés des gonades vers la papille génitale puis sont expulsés soit par les 

gonoductes ou soit par les reins (MESA, 2015). Les gonades sont responsables de la maturation 

et production des gamètes et ainsi assurent la survie et la reproduction de la moule. 

Le cœur repose dans la cavité péricardique (Fig. 4-i et 4-j). Celui-ci possède un ventricule et deux 

oreillettes. Comme tous les bivalves, la moule bleue possède un système sanguin ouvert 

hémolymphatique. La circulation se fait à partir du ventricule qui pousse l'hémolymphe dans les 

aortes vers les artères puis dans les artérioles et aboutit dans des lacunes où l'hémolymphe 

circule sans être endiguer, baignant ainsi les tissus (Delahaut, 2012). Au niveau des branchies, 

l'hémolymphe se charge d'oxygène et est ensuite pompée par le cœur afin d'être repartie dans 

tous les tissus de l'organisme (Morin, 2002) . Comme pour la plupart des autres mollusques, les 

organes excréteurs des bivalves sont une paire de reins qui débouche dans la cavité juste au

dessous du cœur, et d'une vessie qui stocke l'urine. Les déchets métaboliques sont évacués par 

la vessie où ils rejoignent le courant d'eau exhalant (Oceans 2003; Delahaut 2012). 
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Leur système sanguin ouvert est l'unique défense immunitaire que possède ces 

organismes. En effet, l'hémolymphe se retrouve dans tous les tissus et a pour rôle de défendre 

les moules contre d'éventuels infections bactériennes, virales, ou encore de réparer les plaies. Il 

se compose de cellules mais aussi de médiateurs humoraux. 
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1.2 Le système immunitaire des bivalves 

Tous les animaux sont confrontés à un grand nombre de microorganismes (bactéries, 

champignons, parasites protozoaires, virus) qui peuvent affecter leur santé et leur survie. Afin de 

combattre et de se protéger les organismes vivants possèdent un système de défense : le 

système immunitaire. Il existe deux types de système immunitaire : le système inné, présent chez 

tous les organismes, et le système adaptatif, qui n'a été identifié que chez les vertébrés. Chez les 

bivalves, le système immunitaire est inné et est composé de cellules immunitaires: les hémocvtes: 

et de molécules biologiquement actives connues sous le nom de médiateurs humoraux 

(macromolécules présentent dans les fluides intra et extracellulaires) (Ellis et al., 2011 ). Les 

hémocytes et les médiateurs humoraux travaillent en équipe et jouent un rôle primordial pour le 

bon fonctionnement de la défense de l'organisme. 

1.2.1 Les cellules immunitaires 

L'hémolymphe est comparable au sang et il y 

véhicule des cellules connues sous le nom 

d'hémocytes. Ces dernières sont capables 

d'encapsuler, de phagocyter et de détruire les 

microorganismes. 

1.2.1.1 Le type de cellule hémocytaire et son 

origine 

Phagocyter : détruire par phagocytose 

Phagocytose : capacité de certaines 

cellules à « engloutir » un organisme 

vivant (pathogénique ou non), une 

molécule (inorganique ou organique) , 

ou encore des cellules modifiées de 

l'organisme lui-même (Stuart and 

Ezekowitz, 2005) 

Les cellules hémocytaires peuvent être catégorisées en fonction de leurs caractéristiques 

morphologiques, fonctionnelles et immunologiques. Bien que la classification des hémocytes des 

mollusques fasse encore débat, deux types cellulaires semblent dominants : les granulocytes et 

les hyalinocytes (agranulocytes). Elles se caractérisent par la présence ou l'absence de granules 

(élément ou vacuole ayant une allure sphérique pouvant contenir toutes sortes de molécules et 

ayant différentes fonctions) (Cheng , 1984; Hégaret et al., 2003; Soudant et al. , 2013) . 
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Follet ses collaborateurs ont classifié les hémocytes en fonction de leur composition interne via 

une coloration à I' « Hemacolor » (Le Follet al., 2010) (Tableau 1 ). Les granulocytes éosinophiles, 

cellules colorées en rouge, sont retrouvés de façon abondante (35-65%) dans l'hémolymphe. Leur 

taille est d'environ 10 µM et de nombreux vacuoles (correspondant probablement à des 

phagosomes) sont observables. Leur capacité de phagocytose est élevée (Le Follet al., 2010). 

Les granulocytes basophiles sont les cellules les moins abondantes, leur cytoplasme présente 

une coloration bleue-violette. Les basophiles ont tendance à s'agglomérer et ont un rôle important 

dans l'interaction entre hémocytes. Leur catégorisation est extrêmement difficile à cause de la 

présence des granules. Les granulocytes éliminent les agents pathogènes ou les molécules 

étrangères par phagocytose, dégradations oxydatives ou enzymatiques. 

Les hyalinocytes se divisent en lymphocytes (non présents chez les bivalves) et monocytes. Ils 

sont non granuleux, avec une coloration violette, et d'une taille similaire à celle des granulocytes. 

Ils n'ont pas ou presque pas de capacité phagocytaire. C'est une population cellulaire hétérogène 

et elle semble être impliquée dans la production de la matrice extracellulaire pour la « réparation 

»des plaies (Cajaraville et al., 1996; Ellis et al., 2011; Mateo, 2010). 
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Tableau 1 : Classification des cellules hémocytaires (Le Follet al., 2010) 

Types 
cellules 

de Abondance Taille 

Granulocytes 
Eosinophiles 

Hyalinocytes 

Granulocytes 
Basophiles 

(%) cellulairea 

35-65 10 

5-45 10 

20-25 7 

Granulesb 

Granules 

Fonctions 
Capacités 
phagocytairesc 

acides Phagocytose Élevée 
Phagosome 

Pas de , 
granules 1 Réparation 
Phagosome , des plaies 

Faible 

' Interaction Semi
granules 
basiques 

1 entre les ' Nulle 
hémocytes 

Coloration 
Hemacolor 

Apparence HMCd 

a La taille est égale au diamètre basé sur le signal électrique du volume de cellule en suspension dans l'hémolymphe analysé par cytométrie de flux ; b Granules : la 
description se base sur les granules intracellulaires après coloration à l'Hemacolor; c Capacité phagocytaire : capacité à phagocyter, trois ou plus, les microsphères 
fluorescentes de 2mm. d HMC= Hoffman modulation contrast microscopy (en français: Modulation de contraste de Hoffman), une technique de microscopie 
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Tandis que la caractérisation des hémocytes reste encore 

l'objet d'un débat, leur origine elle reste extrêmement mal 

connue. Les cellules hémocytaires ne se multiplient pas, ce qui 

suggère l'existence d'un ou de plusieurs sites d'hématopoïèse. 

Matozzo et ses collaborateurs ont trouvé que des hémocytes 

récemment formés provenaient de la division de cellules 

souches chez Ruditiapes philippinarum (R. philippinarum) 

(Matozzo et al., 2008). D'un point de vue cellulaire, Elston et 

Leibovitz ont décrit la présence de cellules phagocytaires dans 

la cavité viscérale des larves de Crassostrea virginica (C. 

virginica) ainsi que dans le velum des larves de C. virginica et 

C. gigas (Elston and Leibovitz, 1980). Balseiro et ses 

collaborateurs ont mis en évidence une activité phagocytique 

à 24 hpf chez M. galloprovincialis tandis que Song et ses 

collaborateurs ont observé une activité similaire mais à 17 hpf 

dans le velum des larves D-preveligere (Balseiro et al., 2011 ; 

Song et al., 2016). Ces études mettent en avant la présence 

d'hémocytes fonctionnels très tôt dans le développement des 

larves de bivalves. Grâce aux nouvelles technologies 

moléculaires, des marqueurs hémocytaires ont été identifié au 

niveau du stade gastrula et trochophore indiquant la présence 

de ces cellules tôt dans le développement larvaire (Tirapé et 

al., 2007). De leur côté, Xing et ses collaborateurs ont mis en 

évidence des facteurs régulateurs de l'hématopoïèse et du 

développement hémocytaire chez les larves D-véligère de 

Chalmys farreri dans les organes digestifs (Xing et al ., 2014 ). 

À ce jour, on considère donc que le développement et la 

formation des hémocytes s'effectueraient dans les stades 

larvaires précoces au niveau du système digestif ou dans les 

cellules mésothéliales associées au système digestif 

(Dyachuk, 2016; Tirapé et al. , 2007) 
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1.2.1.2 La phagocytose 

A 

B 

c 

F 

Figure 5 : Processus de phagocytose par une 
cellule phagocytaire ("Phagocytose," n.d.) 

La phagocytose nécessite une activation des cellules 

compétentes, telles que les granulocytes phagocytaires, 

via les « motifs moléculaires associés aux 

pathogènes (PAMPs) » et des cytokines qui induisent les 

réponses inflammatoires comme les « facteurs de 

nécrose tumorales (TNFs) » et « interleukines (f Ls) » 

(Newton & Dixit, 2012). La 1°re étape est la migration. Les 

cellules phagocytaires sont attirées vers l'agent 

pathogène à cause des chimio-attracteurs relâchés 

généralement par les cellules ou tissus infectés ou 

encore par l'agent lui-même (Fig. 5-A). Les chimio

attracteurs vont stimuler le chimiotactisme cellulaire. 

Chimiotactisme: phénomène par lequel des 

cellules (comme les phagocytes) dirigent leurs 

mouvements en fonction de certaines espèces 

chimiques présentes dans l'environnement 

Le déplacement des cellules est possible grâce à la 

présence de pseudopodes qui sont à l'origine de 

l'élongation cytoplasmique (Allam and Pales Espinosa, 

2016; Allam and Raftos, 2015; Gestal et al., 2008). 

Ensuite, il y a l'adhésion (2éme étape), pendant laquelle, il 

y a reconnaissance des pathogènes par les récepteurs 

présents à la surface de la membrane cytoplasmique de 

la cellule phagocytaire (Fig . 5-B). Puis prend place 

l'ingestion (3éme étape), qui engage le remaniement 

complexe de la membrane impliquant entre autres la polymérisation puis dépolymérisation des 

filaments d'actine. 
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Dans ce processus l'émission de pseudopodes vont englober la particule avant de l'internaliser 

dans une vésicule d'endocytose appelé phagosome (Fig. 5-C et 5-D). Ensuite il y a la digestion 

(4ème étape), qui prend place lorsqu'il y eu une fusion entre le phagosome et les lysosomes 

(formant ainsi les phagolysosome, Fig. 5-E et 5-F). Les enzymes sont directement déchargées à 

partir du lysosome qui fusionne dans le phagosome. Le phagolysosome est caractérisé par un pH 

acide (inférieur à 5,5) et une richesse en enzymes hydrolytiques fonctionnant à pH acide 

(Blanchette et al., 2009). Ce faible pH inhibe la croissance microbienne et améliore l'activité des 

enzymes de dégradation contenues dans le lysosome. Il existe deux principaux mécanismes de 

destruction des pathogènes dans les cellules phagocytaires : le système oxydant qui s'appuie sur 

la production de « substances réactives de J'oxygène (ROS) » et/ou « des substances réactives 

azotées (RNS) »(Fig . 5-F) et le système indépendant de l'oxygène qui fait intervenir des activités 

enzymatiques spécifiques (Fig. 5-E) 

Finalement, lors de la 5ème étape, il y a la fragmentation qui mène à la destruction du 

phagolysosome. Les résidus sont expulsés de la cellule par exocytose (Fig. 5-G). Cette étape 

n'est pas systématique car elle dépend de l'agent pathogène et de la cellule. 

L'interaction entre l'agent et les hémocytes peut se faire de façon directe via des récepteurs 

membranaires ou indirectement via des facteurs de reconnaissance dissous dans l'espace 

extracellulaire. Les cascades moléculaires qui en découlent impliquent de nombreuses molécules 

(Allam and Raftos, 2015). 

1.2.2 Les médiateurs humoraux 

Les médiateurs humoraux sont divisés en senseurs de pathogènes et en effecteurs immunitaires. 

Les senseurs de pathogènes sont responsables d'identifier le « non-soi » et sont regroupés sous 

le nom des « récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (PRRs) » tandis que les 

effecteurs moléculaires sont des protéines qui vont s'occuper de dégrader, d'éliminer ou de 

contrôler les infections. Les voies de signalisations et les facteurs de transcription sont 

responsables d'induire les effecteurs immunitaires lorsque la reconnaissance par les PRRs a été 

faite. 
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1.2.2.1 Les senseurs de pathogènes (PRRs) 

Les PRRs peuvent reconnaitre les pathogènes grâces aux PAMPs, présentes chez les microbes, 

telles que les« lipopolysaccharides (LPS) »ou les« peptidog/ycanes (PGN) ». Chaque récepteur 

peut reconnaitre un ou différents PAMPs et peut induire les cascades moléculaires adéquates. Il 

existe différents types de PRRs en fonction de la nature du pathogène. Dans le tableau suivant 

nous avons présenté les principaux PRRs. Les récepteurs présentés ci-dessus ont été identifiés 

chez les bivalves, néanmoins il existe un dernier groupe important encore non identifié : les 

récepteurs « NOD-like (nucléotide oligomerization domain receptors ou NLRs) » (Philipp et al., 

2012). 

Tableau 2 : Principaux senseurs de pathogènes associés à leurs localisations et leurs ligands. 

TLRs 

Lectines 

SR 

./ CTL 

./ Galectines 

./ Lectine de type R 

./ Lectine de type F 

PGRPs 

GNBPs 

LBPs 

LGBPs 

RLRs 
./ RIG-1 
./ MDA5 
./ LGP2 

lntra et 
(endosome, 
plasma) 

extracellulaire 
membrane, 

Membranaire et plasmique 

Membranaire 

Membranaire 

Membrane et plasmique 

Membrane et plasmique 

Membrane et plasmique 

Cytoplasmique 

LPS, les bactéries gram positif 
et gram négatif, les flagellines, 
les virus et ADN simple et 
double brin et les champignons 

13 -glucanes 

1 LPS, LTA, 13-1,3-glucan 

PGN 

LPS et 13-1,3-glucan 

LPS 

LPS-13-1,3-glucan 

1 ARN et ADN 
i 

1 

TLR: Récepteur de type Toll ; CTL : lectines de type C ; SR: Récepteur de Scavenger ; PGRP: Protéines de 
reconnaissance des peptidoglycanes ; GNBPs: Protéines de liaison au bactérie gram-négatif ; LBPs : protéines de 
liaisons au lipopolysaccharides ; LGBPs: protéines de liaison aux lipopolysaccharide-13-1,3-glucanes ; RLRs : 
récepteurs rétinoïque-like ; RIG-1 : retinoic acid-inducible gene-1 ; MDA5 : melanoma differentiation associated factor 
gene 5' ; LGP2 : laboratory of genetics and physiology 2 ;LPS: lippopolyschacarrides ; PGN: peptidoglycanes ; L TA: 
acide lipoteichoique; GP: gram positif ; GN: gram négatif. 
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1. Les récepteurs Toll-like (TLRs) 

Les TLRs sont une famille ancienne de récepteurs homologues au récepteur Toll identifié chez la 

drosophile (Kigerl et al., 2014). Ils sont capables de reconnaitre un grand nombre de PAMP 

(Tableau 2). Actuellement, 130 TLRs ont été mis en évidence chez différents bivalves (Guo et 

al., 2015; Philipp et al., 2012). D'après Hibino et ses collaborateurs, la diversité et le nombre des 

TLRs résultent de l'absence d'un système immunitaire adaptatif (Hibino et al., 2006). 

2. Lectines 

Les lectines sont conservées et trouvées dans la majorité des animaux. Canesi et ses 

collaborateurs ont suggéré que les lectines peuvent agir comme un pont entre les bactéries et les 

hémocytes et faciliter ainsi la phagocytose (Canesi et al., 2002). 

Il existe plusieurs types de lectines (Tableau 2). Cependant l'absence ou le peu d'information chez 

les bivalves sur les lectines de type R et F ainsi que sur les galectines ouvrent un champ d'étude 

pour l'identification et la caractérisation de nouveau PRRs chez la moule bleue. 

3. Les récepteurs de scavenger (SRs) 

C'est une grande famille glycoprotéique dont les membres sont exprimés sur la surface de la 

membrane cellulaire (Wang and Wang, 2013). Ils sont souvent présents chez les macrophages 

et leur rôle et leurs fonctions sont le recrutement d'immunocytes et l'activation et la transformation 

de ceux-ci. Ils sont responsables du transport et de la métabolisation du cholestérol et des lipides 

ainsi que de la reconnaissance des pathogènes et de la phagocytose (Kigerl et al., 2014). Les 

SRs sont très peu étudiés chez les mollusques et nous n'avons que peu de connaissances sur 

ces récépteurs chez les bivalves. 

4. Les PGRPs. GNBPs, LBPs et LGBPs 

Ce sont différentes familles de protéines intra et extracellulaires ayant des fonctions pléiotropiques 

depuis la reconnaissance des PAMPs (Tableau 2), du clivage enzymatique jusqu'à l'action 

antimicrobienne. Ils peuvent favoriser la phagocytose, activer les « peptides antimicrobiaux 

(AMPs) » et le « système pro-phénoloxydase (proPO)» via les voies TLRs et provoque la 

mélanisation des bactéries gram positif et gram négatif. Ils peuvent aussi activer la voie «immune 

deficiency (IMD)-like» (Wang and Wang, 2013). 
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5. Les récepteurs retinoic acid-inducible 1-like (RLRs) 

Les RLRs sont des récepteurs cytoplasmiques qui protègent les cellules contre une infection de 

virus ARN. Il en existe trois: « retinoic acid-inducible gene-1 (R/G-1) », « melanoma differentiation 

associated factor gene 5' (MDA5) » et « /aboratory of genetics and physiology 2 (LGP2) ». Ils 

permettent l'induction des cytokines et des IRF de type 1. Les mécanismes moléculaires et les 

voies de signalisations moléculaires sont les mêmes que pour les TLRs (Philipp et al., 201 ~). Les 

deux premiers, RIG-1 et MDA5, ont été identifiés chez les mollusques tandis que le troisième est 

très peu étudié. 

Une fois que les PRRs ont détectés les pathogènes ou le corps étranger, les cellules immunitaires 

vont activer les effecteurs immunitaires. 

1.2.2.2 Les effecteurs immunitaires 

Les effecteurs immunitaires sont des protéines qui vont dégrader, éliminer ou contrôler les 

infections lorsque la présence d'un « non-soi » est identifiée par les PRRs. Il existe plusieurs 

effecteurs immunitaires (Fig. 6). 

1. Les peptides antimicrobiaux (AMPs) 

Les AMPs sont des molécules ayant des fonctions antibiotiques via deux voies : i) elles se fixent 

sur la membrane bactérienne, la déstructurent et atteignent ainsi l'intégrité des bactéries ; ii) elles 

rentrent directement dans l'agent microbien et interagissent avec des cibles cellulaires 

responsables de la croissance ou du métabolisme, menant à la. mort du microorganisme (LvYun 

et al., 2013). Les AMPs peuvent être véhiculés par l'hémolymphe (Soudant et al. , 2013). Il en 

existe plusieurs ayant des structures différentes (Gerdol and Venier, 2015) : i) les défensines qui 

sont ubiquitaires et ont une activité anti-microbienne importante. Elles sont impliquées dans les 

défenses extracellulaires ; ii) les mytilines qui sont fortement exprimées dans les hémocytes ; iii) 

les myticines qui sont des peptides ayant une activité plus spécifique pour les bactéries à gram 

positif (Gerdol and Venier, 2015; LvYun et al., 2013); iv) les mytimicines, elles sont exclusivement 

antifongiques et agissent à la fois au niveau intracellulaire et extracellulaire (Gerdol and Venier, 

2015) ; v) les mytimacines (ou macines) qui sont une famille émergente de AMPs relativement 

peu étudiée, mais présente chez les mollusques. 
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Elles ne sont pas présentes dans les hémocytes ; vi) les big défensines : elles sont exprimées 

dans les hémocytes, mais sont très peu étudiées donc leurs fonctions ne sont pas bien connues 

et pour finir vii) les petits AMPs qui ont été identifiés chez les mollusques, et qui inhibent les 

bactéries à gram négatif et positif et les champignons. 
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Figure 6 : Liste des différents effecteurs immunitaires retrouvés chez bivalves. 

AMP : peptides antimicrobiens ; HSP : heat shock proteins ; proPO : pro-phénoloxydase ; JAK/STAT : Janus kinases/ transducteurs de signal et activateurs de 
transcription; ROS : substances réactives de l'oxygène ; RNS = substances réactives azotées ; Sod : super oxyde dismutase; Cat : catalase; GPx : glutathion 
peroxydase ;Gst : glutathion-s-transférase; GR : glutathion réductase; MP : métalloprotéines; TNF : Facteur de nécrose tumorale; IL : Interleukines; MIF : Facteurs 
de migration des macrophages. 
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2. Les stress oxydatifs et nitriques 

Les ROS, des radicaux libres, sont constamment générées lors d'une exposition aux pathogènes 

ou à des stress environnementaux eUou chimiques. Elles provoquent les stress oxydatifs et 

induisent la perte de fonction cellulaire. La production de ROS est initiée par l'attachement de 

particules étrangères sur la membrane plasmique des hémocytes. Il en découle une cascade de 

réaction impliquant de nombreux radiaux (02-, OH-,102) et diverse enzymes telles que la 

« superoxyde dismutase (Sod) » ou encore la « catalase (Gat) » (Buggé et al., 2007). La 

production de ROS associée à la phagocytose a été mise en évidence chez de nombreuses 

espèces de bivalves comme C. virginica, C. gigas, O. edulis, M. edulis, M. galloprovincialis, 

Mercenaria mercenaria, Pecten maximus (P. maximus), et R. philippinarum (Cima et al., 2000; 

Gagnaire, 2005; Wootton et al., 2003). 

L' « oxyde nitrique (NO-) » est un radical libre provenant de l'oxyde nitrique synthase. Grâce à sa 

charge et son rayon il peut traverser les membranes cellulaires facilitant ainsi les dommages sur 

«l'acide désoxyribonucléique (ADN) », sur les lipides ou sur les enzymes des pathogènes 

étrangers. Il peut aussi réagir avec les ROS (principalement 02-) créant des molécules plus 

agressives (ONOOl Néanmoins, étant un radical libre cette molécule à double face peut tout 

aussi bien réagir avec les ROS qu'engendrer des effets toxiques dans son propre milieu, c'est à 

dire dans la cellule hémocytaire (Barcia and Ramos-Martinez, 2011; Villamil et al., 2007). 

La production des principales espèces réactives de l'oxygène par les hémocytes des bivalves 

stimulés s'effectue aussi bien à l'extérieur de la membrane cellulaire qu'à l'intérieur du phagosome 

(Donaghy et al., 2012). Pour contrecarrer la génération de ROS, des enzymes antioxydants 

comme les Sod, les Cat, les «glutathion peroxidase (GPx) », les « glutathion-s

transferase (Gst) » ou les « glutathion reductase (GR) » sont induites. 

3. Enzymes antioxydants 

La fonction de ces protéines est de métaboliser les ROS en molécules moins toxiques. Les Sod 

et les Cat sont des enzymes qui catalysent le peroxyde d'hydrogène en oxygène et en eau, tandis 

que les GPx catalysent les hydroperoxydes organiques via l'utilisation de glutathion comme 

donneur d'hydrogène. Les Gst catalysent les attaques neutrophiles menant à des métabolites 

moins toxiques (LingLing et al., 2013; Wang et al., 2015). Généralement, les niveaux de 

messagers codant pour les enzymes anti-oxydantes sont augmentés en conditions de stress (Yu 

et al., 2011 ). 
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Par exemple , une augmentation des niveaux de transcrits de SOD a été décrite chez C. gigas et 

Haliotis discus discus (H. discus) après un stress thermique et un stress induit par les métaux 

(Boutet et al., 2003; Kim et al., 2008). 

4. Heat Shock Protéine (HSP) 

Les HSP sont des protéines ubiquitaires conservées au cours de l'évolution génétique qui 

modulent le stress et protègent les cellules des dommages. Leur rôle est la protection, le maintien 

et la régulation des fonctions des protéines auxquelles elles sont associées. Elles sont classées 

en plusieurs familles en fonction de leur poids moléculaires : les HSP90, les HSP70, les HSP60, 

les HSP47 et celles de petite taille. Elles sont induites par la température, la salinité, les métaux, 

les polluants et les bactéries. Elles stabilisent et replient partiellement les protéines dénaturées 

ou servent d'intermédiaire dans la dégradation des protéines endommagées (Araya et al., 201 O; 

Cellura et al., 2007, 2006). Elles sont utilisées comme biomarqueurs dans des programmes de 

biosurveillance (Fabbri et al., 2008). En effet, une augmentation des niveaux d'expression des 

gènes codants pour les HSPs chez les huîtres C. gigas et les moules M. galloprovincialis a été 

montrée après un stress thermique et après une exposition à des métaux lourds (Boutet et al., 

2003 ; Piano et al., 2004; Franzellitti et Fabri, 2005). 

5. Le système phénoloxydase (proPO) 

La « phénoloxydase (PO) » est une enzyme riche en cuivre avec une activité oxygénase qui est 

capable de convertir les monos ou diphénols en quinones. Les quinones sont ensuite 

polymérisées en mélanine. La mélanine et ses nombreux métabolites intermédiaires sont 

impliqués dans la phagocytose, l'encapsulation, mais aussi dans des pansements de blessures 

(Munoz et al., 2006). Chez les bivalves ce système prend place dans l'hémolymphe lorsque les 

PRRs reconnaissent un pathogène (principalement les 13-1 ,3-glucan et les LPS des bactéries à 

gram négatif). Il y a ensuite activation de différentes POs: laccase-type, la catéchol-type et la 

tyrosinase-type (Jiang et al., 2014). Cette activation va initier l'activité oxygénase et la production 

de mélanine. Cette cascade défensive a été identifiée dans l'hémolymphe des bivalves tels que 

les moules M. edu/is (Coles et Pipe, 1994) et P. viridis (Asokan et al., 1997), les huîtres Saccostrea 

glomerata (S. glomerata) et C. gigas (Luna-Gonzalez et al. , 2003). 
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6. Inhibiteurs de protéase 

Beaucoup de pathogènes produisent des protéases afin de moduler l'immunité des cellules hôtes. 

Les protéases sont des enzymes qui brisent les liaisons peptidiques de certaines protéines. Leur 

inactivation est essentielle pour la protection de l'organisme via l'activation des inhibiteurs de 

protéases. Il existe chez les bivalves plusieurs inhibiteurs : les protéases aspartiques, les 

« métalloprotéases (MP) », et les protéases à cystéine et sérines (Kazal-type et Kunitz

type)(Gerdol and Venier, 2015; Kumaresan et al., 2015). 

Leur activation est impliquée dans la coagulation de l'hémolymphe, l'activation des proPo ainsi 

que dans la synthèse des AMPs et des cytokines (Xue et al. , 2009). Elles inhibent chacun des 

groupes majeurs de protéases qui sont définis en fonction des acides aminés de leurs sites 

catalytiques. 

7. Lysozymes 

Les lysozymes sont des protéines antimicrobiennes. Elles sont capables d'hydrolyser les 

peptidoglycanes, principalement des bactéries à gram positif (Gerdol and Venier, 2015) et de 

faciliter leur phagocytose (Soudant et al., 2013). Trois familles ont été identifiées chez les 

organismes vivants : les c-types (pour chicken), les g-types (pour goose) et les i-types (pour 

invertébré) (Olsen et al., 2003). Chez le mollusque, elles se trouvent dans l'hémolymphe et le 

manteau, et elles appartiennent à la catégorie des i-lysosymes (Olsen et al., 2003). 

8. Cytokines et les récepteurs des cytokines 

Les cytokines sont un grand groupe hétérogène de molécules médiatrices qui comprend les « 

interleukines (IL) », les « interférons (IFNs) », les «facteurs de nécrose tumorales (TNF) », les 

«facteurs d'inhibition de migration des macrophages (MIFs) » et les chémokines. Elles sont 

responsables de l'inflammation lors d'un stress cellulaire. Elles sont souvent initiées par les 

facteurs de transcription et sont induites lors de la reconnaissance des pathogènes par les TLRs 

et les PRRs intracellulaires. Elles régulent aussi les activités physiologiques comme le 

développement ou la réparation tissulaire. 

Les IFNs et les chémokines n'ont pas été identifiés chez les bivalves bien que ces derniers 

possèdent les voies de signalisation et les facteurs d'induction des IFNs (Gerdol and Venier, 

2015). 

Les TNFs sont des cytokines transmembranaires qui se lient aux domaines riches en cystéine. Ils 

ont plusieurs fonctions dans l'apoptose, la phagocytose, mais aussi dans la différenciation et la 

prolifération cellulaire. Ils sont capables d'interagir directement avec certaines bactéries. 
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Les Interleukines sont une grande famille de cytokines qui est composée de plus de 25 membres. 

Cependant chez les bivalves, seules l'IL-17 et l'IL-1 ont été identifiées (Malagoli, 2010; Roberts et 

al ., 2008). 

Les MIF sont des cytokines anciennes et conservées. Elles sont souvent associées au système 

immunitaire adaptatif mais émergent, actuellement, comme un médiateur important du système 

immunitaire inné (Philipp et al., 2012). Cependant il existe encore peu d'information sur les MIFs 

chez les bivalves. 

9. La voie moléculaire JAK/STAT 

La voie des JAK/STAT est un système moléculaire conservé induit par les cytokines. JAK est 

induit par le récepteur des cytokines. STAT est phosphorylé par JAK afin d'entrer dans le noyau. 

Une fois dans le noyau, STAT module l'expression de plusieurs gènes impliqués dans les 

réactions du système immunitaire, dont ceux codant pour les cytokines (Canesi et al., 2006). En 

plus de l'activation des STATs, les JAKs servent d'intermédiaires dans le recrutement de 

molécules telles que les « mitogen-activated protein kinases (MAPK) ». Le rétrocontrôle des 

cytokines et des autres systèmes immunitaires est essentiel afin de contrôler les processus 

inflammatoires. Ces derniers sembleraient faciliter la pathogénèse lors d'une infection si ils ne 

sont pas contrôlés adéquatement par la cellule (Canesi et al., 2006, 2003). SOCS agit dans la 

rétroaction de telle sorte que son expression est régulée à la surexpression de STAT. 

Les effecteurs immunitaires sont activés lorsque les PRR ont préalablement identifiés un « non 

soi ». Cette activation est possible grâce aux facteurs d'inductions. 
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1.2.3 Les facteurs de transcription 

Les processus en aval des PRRs sont gérés par les facteurs de transcription tels que le NF-KB et 

le IRF. 

1. Le facteur nucléaire de kappa B (NF-KB) 

Le facteur de transcription NF-KB est la clé des processus cellulaires comme la prolifération 

cellulaire, la survie ou l'immunité. Le NF-KB est un homo- ou hétérodimère formé de : p50 (NF

KB 1 ), p52 (NF-KB2), p65 (RelA), RelB et Rel. NF-KB est en partie régulé dans le cytoplasme de 

la cellule par un complexe protéique composé des « protéines kinases IKKa, IKK13 » et de la 

protéine «NF-KB Essential Modulator (NEMO/IKKg) ». Il joue un rôle dans la répression ou 

l'activation des gènes, et est retenu dans le cytoplasme par la protéine inhibitrice IKB-a. La 

dégradation de IKB-a par phosphorylation et ubiquitination permet la translocation de NF-KB 

jusqu'au noyau et l'activation de la transcription des gènes cibles. Chez les mollusques, des 

membres de la famille Rel, ont été trouvés dans différents bivalves. 

2. Les facteurs de régulation des interférons (IRF) 

Les IRFs ont été caractérisés comme des régulateurs de type 1 ou des stimulateurs des 

interférons chez les vertébrés. Les IRFs sont présents chez tous les métazoaires et ont été 

trouvés aussi chez les poriferas, placozoans, cténophores et cnidaires. 

Chez les cnidaires et les bivalves, les IRFs sont divisés en IRF-1 et les IRF4. Les fonctions des 

IRFs sont bien connues chez les vertébrés mais très peu étudiées chez les invertébrés (Tanguy, 

2013) 
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1.2.4 Le système complémentaire, l'apoptose et !'autophagie 

1. Le système complémentaire 

Le système complémentaire est un système ancien pro-inflammatoire. Il est composé de plus 

d'une trentaine de molécules qui , via trois voies (la voie classique, la voie alternative et la voie 

des lectines), vont réagir et détruire les agents étrangers. Il accélère la phagocytose, active les 

mécanismes des lectines, détruit les microbes et active l'inflammation cellulaire (Bohlson et al. , 

2007; Guo et al., 2015). Le composant principale est« complément (C) 3 » qui est activé grâce 

au « facteur B (Bf) ». Cependant aucun composant central n'a été identifié chez les bivalves a 

l'exception de C3 (Moreira et al., 2012; Prado-Alvarez et al., 2009). Ce système est aussi 

considéré comme un PRRs par sa capacité à reconnaitre différents PAMPs via le composant C1q 

(Gestal et al., 2010). Classiquement, C1q est connu pour être la protéine de reconnaissance cible 

de la voie classique du complément, en jouant un rôle crucial dans l'immunité adaptative 

(Medzhitov and Janeway, 2002; Bohlson, Fraser et al. ,2007). Des études récentes du 

transcriptome et génome d'invertébrés ont montré qu'il existe une grande diversité de C1q (168 

trouvés chez M. galloprovincialis, 564 chez M. edulis, 321 chez C. gigas et 187 chez C. virginica). 

On suppose que la grande quantité de C1q chez les bivalves serait due à l'absence du système 

adaptatif ce qui confirmerait l'hypothèse de Nonaka comme quoi le système complémentaire des 

mollusques pourrait être différent du système complémentaire des vertébrés (Gerdol and Venier, 

2015; Gestal et al. , 201 O; Nonaka, 2011 ). 

2. L'apoptose et !'autophagie 

La mort cellulaire est une réponse fondamentale face à un stress immunitaire et elle se divise en 

trois voies différentes : la nécrose, l'apoptose et !'autophagie. 

Les processus de l'apoptose ont été décrits pour les vertébrés et les invertébrés incluant les 

mollusques. L'apoptose conserve un rôle essentiel dans les fonctions homéostatique et dans le 

système immunitaire inné par l'élimination des cellules endommagées sans toutefois induire les 

systèmes d'inflammation. De façon générale, l'apoptose peut suivre deux voies interconnectées 

(Fig . 7-A) : la voie de mort cellulaire intrinsèque et la voie extrinsèque. La première voie inclut des 

molécules pro-apoptotiques et résulte en la libération de protéines mitochondriales (telles que le 

« cytochrome-c (cyt-c) », « second mitochondria-derived activator of caspases 

(SMACIDIABLO) », etc) vers le cytosol. 
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La voie extrinsèque fait appel à des ligands qui vont se lier aux récepteurs de la grande famille 

des TNF. Ceux-ci vont induire l'apoptose via le recrutement des « domaine protéiques FAS 

associés à la mort (FADO) ». Les deux voies convergent vers l'induction des caspases. 

La plupart des caspases et d'autres molécules impliquées dans l'apoptose ont été identifiées chez 

M. galloprovincialis et chez C. giga (Romero et al., 2011; Sokolova, 2009; Zhang et al., 2011) 

(Philipp et al., 2012). Les connaissances actuelles sur l'apoptose permettent d'affirmer que les 

vertébrés et invertébrés partagent des processus similaires. L'apoptose chez les bivalves est très 

bien décrite par Romero et ses collaborateurs (Romero et al., 2015). 

L'autophagie (Fig. 7-8), qui ne mène pas forcément à la mort cellulaire, crée des vésicules à 

double membrane qui emprisonnent les particules intruses formant un autophagosome (Moore et 

al., 2007). Celui-ci fuse avec les lysosomes pour une dégradation enzymatique. Les principaux 

acteurs de ce phénomène sont les« mechanistic target of rapamycin (mTOR) »et un large groupe 

de gêne (ATG) qui sont impliqués dans l'induction et l'inhibition de ce processus et dans la 

formation des autophagosomes (Levine, 2005). De récentes études ont démontré l'importance de 

ce processus dans le système immunitaire, que ce soit comme un effet en aval de la 

reconnaissance par les PRRs ou comme l'implication de LC3 (ATG8) dans la phagocytose 

(Philipp et al., 2012). L'autophagie est très bien décrite par les études écotoxicologiques pour des 

stress oxydatifs, chimiques ou environnementaux sur différents modèles biologiques ou modèles 

cellulaires mais il y a peu d'informations de ce processus pour le système immunitaire. 

Le système immunitaire des bivalves se compose donc de cellules hémocytaires et de 

médiateurs humoraux. Conjointement ils sont responsables de la protection de 

l'organisme. Tous ces récepteurs, ces domaines, ces protéines et ces voies de 

signalisation et transductions décrits auparavant et résumés dans la figure 8, sont souvent 

ciblés dans les études visant à comprendre et à identifier les interactions entre les 

pathogènes et les cellules hôtes. Néanmoins, grâce aux nouvelles technologies, l'étude 

des effets des contaminants sur ces molécules et processus est en expansion. Parmi les 

contaminants qui pourraient interagir et modifier les processus immunitaires il y a le 

cadmium, un métal toxique dissous, qui pose problèmes au niveau mondial 
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1.3 Le cadmium 

1.3.1 Description du cadmium et de son utilisation 

Le « cadmium (Cd ; CAS 7440-43-9) » est un métal luisant d'un blanc doux, teinté de bleu, 

rarement trouvé à l'état pur. C'est un métal bivalent (Cd2+) non essentiel, présent naturellement 

dans les eaux, les sols et l'atmosphère. On estime que sa concentration moyenne terrestre est 

comprise entre 0, 1 et 0,5 partie par million (g de cadmium par Kg de sol) (Damy, 2011 ). Les 

sources naturelles du Cd sont les éruptions volcaniques (820 tonnes/an), les feux de forêts (1-70 

tonnes/an) et l'érosion des sols (Waisberg et al., 2003). Il a ainsi été estimé que les apports 

naturels de Cd étaient d'environ 800 à 1000 tonnes par an dans l'environnement (Association 

International Cadmium, 2009). 

Les sources anthropiques sont principalement l'extraction de la blende (zinc) en tant que sous

produit, son utilisation dans les batteries, les pigments, les revêtements de surface, les stabilisants 

de matières plastiques, les pesticides et le tabac (Olabarrieta et al., 2001; Waisberg et al., 2003). 

Les émissions anthropiques ont ainsi été évaluées à 17 000 tonnes par an. L' « organisation 

Mondiale de la Santé (OMS) » a estimé que 15 000 tonnes par an de Cd étaient transportées par 

les rivières vers les océans (Aparicio-Gonzalez et al., 2012; Damy, 2011 ). 

Actuellement le Cd est répertorié comme substance prioritaire (substance à éliminer ou réduire) 

par I' «Agence américaine de Protection de /'Environnement (EPA) » (EPA, 2012), par 

Environnement Canada (Canada, 2013) et par la DCE en Europe (DEC, 2001 ). Il est classé 

comme cancérigène par la DCE et l'EPA (DEC, 2001; EPA, 2012). Chez l'humain, le cas de 

contamination (aigüe et chronique) le plus important et impressionnant actuellement connu est 

celui de la contamination d'une rivière du Japon. Elle a engendré chez l'humain, la maladie d'ltaï 

ltaï, qui se caractérise par des fractures osseuses et par un disfonctionnement rénal (He et al., 

2013; Zhang et al., 2014). 

Le Cd est non-biodégradable et donc s'accumule dans l'environnement. Cependant, son 

comportement vis à vis de son environnement dépend de plusieurs facteurs abiotiques dont la 

salinité mais aussi de son affinité pour les molécules biologiques. 
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1.3.2 Comportement et toxicité du cadmium 

1.3.2.1 Comportement du cadmium 

La toxicité d'un métal dépend de plusieurs facteurs physico-chimiques. Une classification des 

métaux a été proposé par Niebœr et Richardson en 1980. Elle se base sur les propriétés de 

complexation des métaux (Nieboer and Richardson, 1980). Les métaux sont ainsi catégorisés en 

trois groupe en fonction de leur affinité pour les ligands contenant l'oxygène, le soufre et l'azote 

(Tableau 3) (Abboud, 2012). 

Tableau 3 : Classification des métaux en fonction de leurs affinités pour les ligands riches en oxygène, azote 
et soufre. 

Catégorie I affinité Métaux 

A: -0 Li, Na, K, Cs, Ca, Ba, Sr, Mg, Be, Al 

------------- --- --··-· ··i .. . ··--- ....... . 
B : -5, -N ! Ag, Au, Ti, Hg, B, Ti Pb 

! ---ïntërméciiafre rt>-orëïërWiief:--- r-..... -. . . -........ --······ ---·-. 
j Mn, V, Zn, Ni, Fe, Co, Cd, Cu, Sn, Cr, Fe, As, Sn, Sb 

-0, -5, -N 1 

j 

-0: oxygène; - S: soufre ; -N : azote 

Cette classification permet aussi de prédire le comportement d'un métal dans l'environnement et 

son interaction avec les organismes (Brian A. Whitton, 1994). En effet, les métaux de la catégorie 

intermédiaire, tel que le Cd, ont présenté et présentent aujourd'hui une plus forte toxicité pour les 

organismes dû à leur affinité des ligands (comme par exemple avec les acides aminés, les acides 

nucléiques ou encore les histines) contentant les trois anions cités précédemment (Abboud , 

2012). En plus de cette propriété de complexation, la forme chimique du métal, sa taille 

moléculaire, son rayon, les liaisons possibles avec les éléments du milieu environnant ... ont un 

rôle primordial sur les capacités du métal à surmonter les barrières biologiques afin de pouvoir 

agir. Les effets sur les organismes dépendent surtout de la spéciation du métal (et aussi bien sûr 

de la dose et du temps d'exposition). 

Les paramètres les plus déterminants pour la spéciation d'un métal sont le pH et la salinité de la 

solution dans laquelle il se trouve (voir figure 9)(Achard-Joris, 2005). 

30 



Figure 9 : Répartition des espèces chimique du cadmium dissous dans une solution en fonction de la salinité 
à pH 8 (M0hlenberg and Jensen, 1980) 

À un pH 8 et une salinité entre 30 et 35 (salinité des écosystème marins) , le Cd se retrouve 

associé au chlore, CdCb ou sous la forme ionique CdCI+, CdCb- et Cd2+. La spéciation a une forte 

conséquence sur la biodisponibilité et bio-accessibilité du métal ainsi que sur son interaction avec 

les barrières biologiques (organismes, tissus, cellules) (Adriano, 2001 ). Il existe plusieurs modèles 

pour prédire la spéciation des métaux telle que le modèle de l'ion libre (FIAM) ou encore le modèle 

du ligand biologique (BLM) . Ces modèles permettent de « modéliser» les interactions entre les 

métaux, les ligands présents dans la solution et les barrières biologiques (Annexe Il). 

Dans les milieux aquatiques c'est sous la forme Cd2+ que le Cd est le plus toxique et le plus bio

accessible pour les organismes aquatiques (Peakall and Burger, 2003). Sous cette forme le Cd 

possède des propriétés physico-chimiques très proches de celles du calcium (Ca) telles que sa 

charge (2+), le ratio entre sa charge et son rayon (Ca2+ = 2.02 C/A, Cd2+ = 2.06 C/A) ainsi que 

son rayon ionique (Ca2+ = 0.97 A, Cd2+ = 0.99 A) (Jacobson and Turner, 1980; Thévenod, 2009). 
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Sa classification (catégorie intermédiaire), sa spéciation mais aussi ses propriétés chimiques 

proches du calcium ont permis de mettre en évidence qu'il est capable de pénétrer dans les 

cellules via les voies calciques, de remplacer le calcium dans les protéines ayant des sites de 

liaisons calciques (comme la « calmoduline (Calm)») , de se lier aux sites riches en thiols 

(sulfhydryl ou encore thioether) ou riches en azote (amines, imidazoles, histidines, nucléotides, 

etc), de se lier au pont disulfure et de remplacer le Zn (notamment dans les facteurs de 

transcription riches en doigt de zinc) modifiant ainsi la transcription de nombreux gènes (Jacobson 

and Turner, 1980; Kothinti et al., 2010; Thévenod, 2010). 

1.3.2.2 Toxicité du cadmium 

La toxicité du Cd a été étudiée principalement chez l'humain. De façon générale, le Cd est connu 

pour être néphrotoxique, cancérogène, tératogène, reprotoxique, et il agit comme un perturbateur 

endocrinien (Olabarrieta et al., 2001 ). Ses effets sont dus à des actions directes sur les tissus 

spécifiques ou, plus généralement, en agissant sur les mécanismes d'homéostasies (comme le 

système immunitaire). Une fois dans la cellule le cadmium se révèle être un métal toxique 

provoquant de nombreux effets (Fig. 10) (Waisberg et al., 2003). 
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Figure 10 : Les effets toxiques du Cd d'un point de vue cellulaire (modifié de Bertin et al., 2006 ) 
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1) Induction indirectes de ROS et modification de l'équilibre oxydant. 

Le Cd n'est pas un métal rédox et donc ne catalyse aucune réaction de type Fenton. Cependant 

de nombreuses études ont démontrées que la présence de Cd induisait la production de ROS 

comme les radicaux hydroxyles ou le peroxyde d'hydrogène. Une autre voie d'induction des ROS 

est le déséquilibre homéostatique cellulaire, notamment parce que le Cd entre en compétition 

avec le calcium, mais aussi avec différents métaux essentiels (notamment le fer (Fe2+)). Ceci 

aboutirait à des concentrations accrues en métaux libres dans le cytosol. Ces métaux seraient 

capables de réaliser des réactions de type Fenton (Cuypers et al., 2010; Liu et al., 2009) qui 

pourraient induire directement des ROS. Les conséquences de la production indirect de ROS est 

qu'il se crée un déséquilibre entre les ROS et la production d'enzymes antioxydantes (qui ont pour 

objectif de lutter contre le stress oxydatif généré par les ROS). En effet, le Cd ayant une forte 

affinité pour le GSH, il peut épuiser les réserves cellulaires de GSH et ainsi favoriser l'action 

oxydante des ROS, produits constamment par le métabolisme cellulaire basal ou par d'autres 

composés xénobiotiques (Cuypers et al., 2010; Ercal et al. , 2001). D'autres enzymes, telles que 

la Cat et la Sod, sont aussi impliquées dans la protection contre les ROS. Leur activité 

enzymatique dépend de la fixation de métaux réactifs (Fe, Mn, Zn, Cu, Se, etc.). Leur 

remplacement par le Cd ou l'interaction de celui-ci avec les groupements -SH de ces protéines, 

réduit leur activité favorisant le stress oxydatif (Cuypers et al., 2010). Le déséquilibre antioxydant 

et le Cd peuvent engendrer la dénaturation de nombreuses protéines (dont les protéines 

responsables de la protection cellulaire) en atteignant leur groupement thiol ou en se substituant 

au zinc de ces protéines. Ceci a été reconnu comme signal d'induction des HSPs. Ces dernières 

ont un rôle essentiel dans la réparation des protéines. 

2) Modification du système mitochondrial. 

Les mitochondries sont le siège des réactions métaboliques et de la respiration cellulaire (transfert 

d'électron (e-) et d'énergie) produisant couramment des ROS. Le Cd est suspecté d'interagir avec 

ces différentes protéines impliquées entraînant un fonctionnement anormal des mitochondries 

(Cuypers et al., 2010). Ceci a pour impact une augmentation des ROS ainsi que l'activation des 

voies pro-apoptotiques mais peuvent aussi atteindre l'intégrité cellulaire. En effet les ROS et le 

Cd peuvent induire l'oxydation des lipides augmentant la perméabilité cellulaire et modifiant les 

systèmes de respirations mitochondriales. 
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3) Inhibition des systèmes de réparation de l'ADN 

Les conséquences du Cd et du stress oxydant sur la cellule peuvent provoquer des atteintes 

touchant l'ADN. Le Cd est faiblement mutagène en tant que tel. Cependant il peut inhiber la 

réparation de lésions de l'ADN formées spontanément ou à la suite de réactions oxydatives. 

Il interfère avec des enzymes impliquées dans les réparations de ces lésions en se substituant au 

zinc de certaines protéines à doigt de zinc (Hartwig, 2001 ). Ces lésions peuvent devenir 

permanentes. 

4) Moduler l'expression des gènes et la transduction du signal. 

En plus des lésions à l'ADN, le Cd peut aussi influencer le niveau d'expression de gènes en 

interférant dans des voies de transduction du signal. Il peut également entraîner l'augmentation 

d'un autre messager secondaire : le calcium intracellulaire (Joseph, 2009; Misra et al., 2002). La 

dérégulation intercellulaire de Ca2+ peut provoquer une dérégulation de l'expression de gènes de 

façon directe en interagissant avec certains facteurs de transcription ou de façon indirecte via 

l'activation de protéines kinases. 

Le Cd induit aussi une surexpression des prote-oncogènes (comme c-fos et c-jun) via la protéine 

kinase C et la calmoduline (Choong et al., 2014). Ces proto-oncogènes codent pour des 

composants de facteurs de transcription, tels que NF-KB (Thevenod et al., 2000) qui à son tour 

va se lier à des régions promotrices de gènes impliqués notamment dans la réponse 

inflammatoire, la carcinogénèse, et les mécanismes anti-apoptotiques. 

Ayant de telles capacités toxique,s nous nous somme interrogés sur les concentrations de 

cadmium présent dans les écosystèmes aquatiques (eaux et bivalves). 

1.3.3 Teneur du cadmium dans les écosystèmes aquatiques 

1.3.3.1 Concentrations de cadmium dans les masses d'eaux 

Une fois dans les systèmes aquatiques, le Cd peut se retrouver sous différentes formes (ioniques, 

complexes ou particulaires). Dans le tableau ci-dessous (Tableau 4), nous avons représenté les 

valeurs de Cd dissous (CdCb) mesurées dans certains milieux aquatiques exposés et non 

exposés aux activités anthropiques. Les concentrations de Cd peuvent varier en fonction des 

milieux mais il est quand même présent dans tous les systèmes aquatiques. 
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D'un point de vue plus global, une étude faite par Aparicio-Gonzalez et ses collaborateurs a 

permis de mettre en évidence des concentrations de Cd élevées dans les régions pacifiques 

d'Amérique du Nord et d'Asie allant de 1, 17 à 1,31 nM avec un gradient de dilution vers les eaux 

plus profondes ce qui semble normal compte tenu de la forte activité minière présente dans ces 

zones (Aparicio-Gonzalez et al., 2012) . Dans l'Atlantique, les concentrations retrouvées sont plus 

faibles car les activités minières qui sont la source principale de Cd y sont plus faibles (Aparicio

Gonzalez et al ., 2012). Dans cette même étude, il est mis en avant que les concentrations de Cd 

(en nM) oscillent entre 0,59 et 0,87 dans le pôle Sud. Ces données sont alarmantes car si on 

compare les valeurs du tableau 4, nous pouvons observer que certaines eaux près des pôles ont 

des concentrations de Cd (de 0.59 à 0.87nM au pôle Sud et 0.15 à 0.44nM au pôle Nord) dans 

les mêmes ordres de grandeurs que celles retrouvées dans les estuaires et eaux interstitielles 

(allant de 0.044 à 5.49 nM) qui sont des milieux sous fortes pressions anthropiques. 

Ces données sont choquantes car elles mettent en avant une dispersion du Cd dissous, qui peut 

avoir de fortes répercussions sur les organismes de ces milieux (Aparicio-Gonzalez et al ., 2012). 

Ces derniers ne sont pas adaptés à des concentrations aussi élevées de Cd dissous 
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Tableau 4 : Concentration (ng/L et nM) de Cd dissous dans la phase liquide (eau) dans différents écosystèmes 
aquatiques (Damy, 2011) 

Atlantique 20 - 35 0, 177 - 0,311 
Eaux du large 

Pacifique 80 -110 0,711 - 0,978 

Arctique 7 - 33 0,062 - 0,293 
Eaux de surface 

Atlantique 0,2 - 16 0,001 - 0, 142 

Pacifique 3 - 67 0,026 - 0,596 

Baie de Marennes-Oléron 13 - 23 0,115- 0,204 

Eaux côtières et Gironde 10 - 393 0,088 - 3,496 
estuaires 

Loire 11 - 61 0,097 - 0,542 

Rhône 48 (moyenne) 0,427 (moyenne) 

La Seine - Poses 5 - 73 0,044 - 0,649 

La Seine - Estuaire 5 - 202 0,044-1,796 

Escaut 450 (maximum) 4,003 (maximum) 

Hudson 618 (maximum) 5,497 (maximum) 

Saint-Laurent 6 - 582 0,053 - 5, 177 

Fjord 10 0,088 

Eaux Pacifique équatorial 112 - 267 0,996 - 2,375 

interstitielles Marge californienne 12 - 280 0, 106 - 2,490 

Baie de Marennes-Oléron 5 - 170 0,044 - 1,512 

Vasière Ouest-Gironde 60 - 400 0,533 - 3,558 

Nous nous sommes intéressés aux concentrations de cadmium dans les organismes aquatiques, 

filtreurs, c'est à dire, les bivalves. En effet, si on retrouve du cadmium partout au niveau du globle 

terrestre, alors qu'en est-il du cadmium dans les organismes vivant dans ces milieux? 
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1.3.3.2 Concentrations de cadmium dans les bivalves 

Les bivalves sont des organismes qui subissent les pressions anthropiques. Étant sédentaires et 

filtreurs d'eau , ces derniers ne peuvent fuir leur environnement et par conséquent, ils sont donc 

soumis aux contaminations ou aux pressions de leur milieu de vie. De nombreuses études se sont 

inquiétées vis à vis des concentrations présentes dans les organismes filtreurs d'eau. 

La figure suivante met en avant des concentrations de cadmium retrouvées dans différents 

bivalves en Asie , en Europe et en Amérique. 
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Figure 11 : Concentrations de cadmium (en µg de Cd I g de corps frais) mesurées dans différents bivalves en 
Asie, Europe et Amérique (source : Amiard et al. , 2008; Bendell, 2009). 

Coq = coquillage, France_ l.N = lie Noirmoutier, France_B = Bretagne, France_E.G = Estuaire de la Gironde, 
Canda_ V=Vancouver ; Canada_ V1 = Vancouver_Zone1 ; Canada_ V2 - Vancouver_Zone2 ; EC =norme appliquée aux 
mollusques en Europe (1 µg/g) . 

Nous pouvons constater que les concentrations dans les organismes varient en fonction des sites 

et des espèces. Dans le graphique, les plus fortes concentrations sont retrouvées chez l'huitre et 

le pétoncle. Pour la consommation humaine, les concentrations présentées ici sont au-dessous 

des concentrations admissibles d'après la norme Européenne (1 mg de Cadmium par Kg de poids 

frais). Dans certains sites, les bivalves ont quand même présenté des concentrations supérieures 

à celle acceptée pour la consommation humaine. Les concentrations retrouvées dans les bivalves 

sont liées à leur intense capacité à filtrer l'eau et à accumuler les métaux. 

Nous pouvons constater que des concentrations de cadmium allant de 0,049 µg/g (soit du mg/Kg) 

jusqu'à 4,2 µg/g sont retrouvées dans les organismes alors que dans le tableau 4, les 

concentrations mesurées dans l'eau sont de l'ordre du ng/L. Cette difference d'ordre de gradeur 
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est dû à la capacité de ces organismes à accumuler les métaux (par filtration). Leur capacité à 

accumuler le Cd est accompagnée d'une grande tolérance vis à vis de ce métal. Néanmoins, de 

nombreuses études ont déjà mis en avant les effets néfastes de ces métaux sur ces organismes 

(Achard-Joris, 2005). 

1.3.4 Le cadmium et le système immunitaire des bivalves 

Le système immunitaire est la première ligne de défense des organismes contre une infection 

extérieure ou tout aussi bien la contamination. Les effets du cadmium sur le système immunitaire 

ont été étudiés à maintes reprises. Le Cd est connu comme un immunosuppresseur pour 

beaucoup de vertébrés et invertébrés (Klaassen et al., 2009). Plusieurs études ont mis en 

évidence des effets du Cd sur la viabilité des cellules, la phagocytose, l'induction de ROS, la 

production des molécules du système immunitaire telles que les protéines antioxydants, etc. 

Le cadmium semble augmenter la densité hémocytaires chez la moule et l'huitre (Cheng and 

Sullivan, 1984; Pipe et al., 1995). Sur les fonctions cellulaires, Fournier et ses collaborateurs ainsi 

que Gagnaire et ses collaborateurs ont mis en avant une augmentation de la mortalité cellulaire 

chez plusieurs bivalves après une exposition au mercure et au Cd (Fournier et al., 2001; Gagnaire 

et al., 2004). Sauvé et ses collaborateurs ont mis en avant les effets de plusieurs métaux sur les 

fonctions phagocytaires de plusieurs bivalves (Olabarrieta et al., 2001; Sauvé et al., 2002). Une 

contamination à 10-4 M semble suffisante pour diminuer significativement la phagocytose chez M. 

edulis. 

En présence de Cd et de cuivre (Cu), Gomez-Mendikute et Cajaraville ont montré que les 

hémocytes de M. galloprovincialis prenaient une forme arrondie sans pseudopodes ou extension 

cellulaire (G6mez-Mendikute and Cajaraville, 2003). De même, Olabarrieta et ses collaborateurs 

ont constaté une perte d'actine au niveau du cytosquelette chez les hémocytes de M. 

galloprovincialis exposés à 10-3 M de Cd (Olabarrieta et al., 2001 ). Ces effets ont pour 

conséquence une diminution des capacités phagocytaires et de mobilité des cellules 

hémocytaires. Le Cd peut provoquer une diminution des fonctions cellulaires telles que l'adhésion 

cellulaire, la stabilité du cytosquelette, le métabolisme cellulaire, l'homéostasie du calcium, mais 

aussi modifier de nombreux processus moléculaires étant essentiels au bon fonctionnement du 

système immunitaire. Tous ces processus ont un rôle essentiel dans la mobilité et l'attachement 

cellulaire ainsi que dans la phagocytose (Sokolova et al., 2004). Cependant, ceci n'est pas une 

liste exhaustive des effets du Cd sur les hémocytes de bivalves. 
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Au niveau des processus moléculaires impliqués dans le système immunitaire lors des 

expositions aux xénobiotiques, il existe peu d'études chez les bivalves. Toutefois, avec les 

nouvelles technologies telles que le séquençage et la transcriptomie, ces processus 

semblent plus accessibles. 

1.4 La transcriptomie ou séquençage de 1' ARN (RNA-seq) 

La transcriptomie est l'étude du transcriptome dont la définition fut proposée par Charles Auffray 

en 1996 (McGettigan , 2013): « le transcriptome représente l'ensemble des ARN produit par une 

cellule ou une population cellulaire». Ce domaine permet l'étude dynamique des gènes en se 

basant sur les méthodes de séquençage traditionnelles. 

1.4.1 L'histoire du séquençage 

Le séquençage consiste à décoder linéairement les nucléotides de fragments d'ADN. Son 

historique remonte à 1977 grâce à Sanger et Gilbert qui ont tous les deux développé deux 

techniques de séquençage totalement différentes (Sanger et al., 1977). La méthode de Sanger a 

été la plus rapidement intégrée et a donné naissance à la première génération de séquenceur 

automatisé en 1980. Cette technologie représente aujourd'hui la base de toutes les autres 

technologies de séquençage. Elle a, d'ailleurs, permis de décrypter plusieurs génomes, dont le 

génome humain(« Human Genome Project »)(Collins et al., 2003, 1998). Toutefois, en 2005, il 

y a eu une explosion des nouvelles technologies de séquençage due à la demande scientifique. 

Cette nouvelle vague de séquenceurs est connue sous le nom de «Next generation sequencing 

(NGS) » et représente la 2ième génération de séquenceurs (Morozova et al. , 2009; Ozsolak and 

Mi los, 2011 ). Parmi ces technologies, trois ont été commercialisées simultanément et 

représentent aujourd'hui l'ensemble des analyses de séquençage : SOLiD (Life Tecnology), 454 

Sequencing (Roche) et Illumina (Solexa/lllumina) (Corporation, 2015; lnc., n.d.). Les trois 

technologies dominantes se démarquent les unes des autres par leur chimie (Annexe Ill, Annexe 

IV, Figure 12). Elles se décomposent cependant toutes en quatre étapes principales : la 

préparation des banques d'ADN qui passe par une étape d'amplification par PCR, le séquençage, 

la prise en charge d'image après chaque étape de séquençage afin de déterminer le nucléotide 

puis l'analyse des données. Depuis 2010, ces technologies continuent à se sophistiquer et on 

voit apparaitre petit à petit la 3ième génération de séquenceurs. Cette nouvelle génération est 
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capable de séquencer les molécules d'ADN ou d'ARN directement sur une molécule d'ADN sans 

amplification préalable. Il y a trois technologies naissantes: Technologies du nanopore, de 

Starligth et Pacifie Bioscience. 
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1.4.2 Les trois générations de séquençage 

Comme nous avons mentionné précédemment, l'évolution du séquençage est très rapide et nous sommes actuellement à la troisième 

génération. Dans le tableau suivant nous avons présentés les caractéristiques des différentes générations. 

Tableau 5: Propriétés principales des différentes plateformes de séquençage (Schadt et al., 2010) 
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1.4.3 La chimie du séquençage : le modèle d'lllumina 

Les technologies actuelles se base sur la chimie proposée par Sanger. Cette dernière utilise des 

« dideoxynucleotides (ddNTP) »en faible quantité et des« desoxynucléotides (dNTP) »normaux. 

Les ddNTP sont des bases dont l'un des groupements OH a été remplacé par un hydrogène 

empêchant ainsi la synthèse continue de l'ADN par la polymérase. Lors de l'amplification d'un brin 

d'ADN, les ddNTP vont entrer en compétition avec les dNTP, stoppant aléatoirement 

l'amplification, formant ainsi des fragments d'ADN de toutes tailles. 

Le séquençage utilisé par Illumina est une variante du séquençage de Sanger appelé « cycle de 

terminaison réversible (CRT) ». Elle se base aussi sur l'utilisation de ddNTP mais ceux-ci sont 

fluorescents leur incorporation est réversible. Les étapes de séquençage sont décrites ci-dessous 

(les numéros devant chaque étape font référence aux numéros sur la Fig 12) : 

1) Banque d' ADN : Le principe de cette étape est de créer des fragments « ADN complémentaire 

primaire (ADNcp) » de même taille utilisant des dNTPs. Ceci peut être fait à partir d'échantillon 

d'ADN ou d'un ADNc provenant d'une rétro-transcription. La dernière base de chaque fragment 

est phosphorylée afin de permettre la fixation d'un adaptateur spécifique (Fig . 12-d). 

2) Amplification clonale : L'amplification clonale se caractérise par la formation d'ADN double 

brin en grande quantité. Cette étape se fait sur une phase solide contenant des séquences 

reconnaissant l'adaptateur fixé sur les fragments (étape 1). Ceux-ci permettent à l'ADNcp de se 

fixer à la phase solide (Fig . 12-e) . L'amplification de l'ADN se fait avec l'incorporation de dNTP. 

On obtient ainsi I'« ADN complémentaire second (ADNcs)» (Fig. 12-f-i). Finalement, l'ADNcs fixé 

sur la phase solide, par l'amorce spécifique, sur le bout 5' est éliminé ne laissant plus que l'ADNcs 

fixé par le 3' (Fig. 12-k). 
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Figure 12: Étapes de la chimie de séquençage de Illumina: 1) Préparation des banques d'ADN, 2) Amplification 
clonale et 3) Etape de séquençage. 

3) Séquençage : Une amorce spécifique vient se fixer pour commencer l'élongation du brin 

d'ADNcs Figure 12-m). L'élongation va se faire en présence de ddNTP. Le premier ddNTP va se 

fixer, stoppant l'incorporation de la base suivante. Ensuite un rayon lumineux va exciter le 

fluorophore porté par le ddNTP (Fig . 12-o), qui va émettre une fluorescence détectée par un 

spectrophotomètre. Ensuite le fluorophore est éliminé (clivé) (Fig 12-p) libérant l'espace pour que 

la base complémentaire suivante (ddNTP) puisse se fixer (Fig . 12-q). À son tour la base suivante 

va réaliser le même processus. On obtient ainsi la fluorescence des bases incorporées les unes 

après les autres. Cette fluorescence est détectée et enregistrée par un ordinateur (tout le 

processus est automatisé). La fluorescence donne l'identification de la base incorporée et permet 

donc de connaitre l'alignement des bases des fragments d'ADN étudiés. Les trois étapes décrites 

précédemment se font pour tous le brins d'ADNcs parallèlement. 

43 



1.4.4 Le séquençage et les analyses bio-informatiques. 

A l'origine, le séquençage était utilisé pour la génomique (étude du génome). Les technologies se 

sont toutefois vite adaptées et des nouvelles applications sont apparues. En fonction des 

molécules séquencées, les analyses ne sont pas les mêmes (Fig. 13). 

Transcriptomie 
• Expre.s.sion 

différentielle des 

gènes 

• ARN non·codant 
• Isoformes 

• SNPs 
• Voies régulées 

• Co· régulation des 

gènes 

miRNomigue 
• Expression 

différentielle 

• Identification 

• Fonctionnement 

Eoi·génomigue 
• Organis~tion du 

génome. 

ChiP·Seq 
• Methylation de 

l'.ll.DN 

Structure de la 
chromatine 

• Modification des 

histones 

Figure 13 : Différentes applications des NGS en fonction de la molécule cible. 

Génomique 
• SNPs 
• Mutations 
• Re-séquenaige 
• Phylogénie 
• Région non· 

codante 

Les NGS se sont adaptées afin de pouvoir étudier l'organisation du génome, les modifications 

des histones, les relations nucléotides - protéines, protéines-ligand, donnant naissance a l'epi

génomique. Par ailleurs, la communauté scientifique a découvert que les micro ARN, les ARN 

d 'interférence ou encore l'ARN connu sous le nom de « junk RNA » avaient un rôle primordial 

pour le bon fonctionnement cellulaire. Ces découvertes ont boosté l'adaptation des technologies 

afin de cibler ces molécules et étudier leur fonctionnement, leur rôle et leur expression. Les NGS 

permettent actuellement l'étude des transcriptome (transcriptomie). Le « séquençage de /'ARN 

(RNA-seq) » permet l'analyse des régions ayant de fortes homologies (des séquences répétées 

par exemple), des SNPs, des profils d'épissage alternatif, l'étude des isoformes de protéines, etc. 

Enfin, le RNA-Seq est principalement utilisé pour étudier l'expression différentielle de transcrits 

dans différents tissus exposés ou non à différents traitements. 
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Ces technologies permettent ainsi d'obtenir la composition en acides aminés de millions de 

molécules. Cependant, l'énorme quantité de données générées demande des outils informatiques 

et bio-informatiques et des machines puissantes et fonctionnelles qui puissent traiter toutes les 

données (Goncalves et al., 2011; Mardis, 2008; Wang et al., 2009). 

Il existe de nombreux programmes, scripts et algorithmes (voir le document de Alamancos et al, 

2014) pour analyser les données (depuis le nettoyage à l'annotation des données), que ce soit 

pour Mac Os, Linux ou Windows. Chaque programme possède ses caractéristiques. Ils sont bien 

détaillés sur le net et les analyses bioinformatiques sont globalement les mêmes (voir Fig . 14). 

Une fois le séquençage fait, les courtes séquences résultantes, connues sous le nom de reads, 

sont nettoyées. Le nettoyage consiste à éliminer les reads de faible qualité et de petite taille, les 

adaptateurs, les amorces et les queues polyA (ncalves et al. 2011 ). Une fois que les reads sont 

propres, ils sont assemblés pour produire des « contigs » ou « transcrits ». Il existe deux 

approches d'assemblage que ce soit pour le séquençage d'ADN ou d'ARN : l'approche ab initio 

et l'approche de nova. L'approche ab initio se base sur l'assemblage des transcrits ou contigs en 

utilisant un génome ou transcriptome préalablement séquencé et connu tandis que l'approche de 

nova se base sur l'assemblage des transcripts sans aucune référence. Cette dernière approche 

est très utile dans le cadre des études sur des organismes non modèles dont les génomes ou 

transcriptomes ne sont pas connus (Wang et al., 2009). 

Un fois que le génome ou le transcriptome est assemblé, il y a l'alignement ou « le mapping » qui 

permet de comparer les transcrits au génome/transcriptome de référence ou au 

génome/transcriptome assemblé de nova. Ceci permet de mettre en avant les gènes présents 

dans les échantillons, les mutations, les SNP, ou faire tout autre type d'analyse. 

Les contigs sont généralement annotés et des analyses plus approfondies sont faites via 

l'utilisation de programmes comme« Gene Ontologie (GO)», BLAST-NCBI, KEGG, pour identifier 

précisément le nom des gènes, leurs fonctions moléculaires, les mécanismes dans lesquels ils 

sont impliqués et les protéines qui en découlent (Martin and Wang, 2011 ). 
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Figure 14 : Processus des analyses bio-informatiques depuis l'extraction des données (ou reads) jusqu'à l'annotation du transcriptome ou des transcripts 
(modifié de Martin and Wang, 2011 et Wolf, 2013). 

1.4.5 La transcriptomie pour l'étude des bivalves 

La première utilisation de séquençage avec un bivalve a été décrite par Craft et ses collaborateurs (2010). Depuis, avec les technologies 

telles que le RNA-seq, le nombre de séquences de bivalves ne cessent d'augmenter (Apeti et al., 2010; Balseiro et al., 2011; Montes 

et al. , 2012; Venier et al., 2011). Actuellement, le génome entier de C. gigas a été séquencé et publié (Zhang et al., 2012). Les génomes 

de P. fucata et de M. gal/oprovinciallis ont aussi été séquencés et annotés même s'ils restent quand même à un niveau « brouillon » 

(Takeuchi et al., 2012). Plusieurs transcriptomes sont disponibles pour M. galloprovincialis (Gerdol et al. , 2014; Rosani et al., 2011), B. 

azoricus (Bettencourt et al. , 2010), Patinopecten yessoensis (Hou et al., 2011 ), R. philippinarum (Milan et al. , 2011 ), Corbicula fluminea 

(C. f/uminea) (Chenet al., 2013) et C. giga (Gavery and Roberts, 2012; Zhao et al. , 2012). Dans le cas de Mytilus spp, 358 «Short 

Read Archive (SRA) » (2017) sont disponibles incluant des séquences du corps entier de l'organisme, de certains tissus (glande 

digestive, hémocytes) ou encore de larve. Par ailleurs, une base de données a été créée pour M. galloprovincialis : Mytibase (Venier 

et al. , 2009). 
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En plus de l'utilisation du séquençage pour caractériser les génomes, l'approche RNA-seq a été 

utilisée pour identifier les gènes impliqués dans les défenses immunitaires et les réponses face 

aux stress chez les bivalves. Le séquençage a été réalisé sur des hémocytes immuno-stimulés 

de R. philippinarum par Moreira et ses collaborateurs (Moreira et al., 2012). 

Un total de 51 265 séquences a été obtenu et a révélé des membres potentiels de plusieurs 

processus immunitaires tels que l'apoptose, la voie des récepteurs Toll et la cascade du système 

complémentaire. Cette technologie a aussi été utilisée pour évaluer les impacts de la 

contamination sur le système immunitaire. Par exemple, des gènes impliqués dans la 

détoxification du Cd via l'induction de ROS ont été mis en avant chez Sinonovacu/a constricta. 

Une autre étude a été faite sur la glande digestive de C. farreri exposée au Cd , un total de 3800 

gènes a été induit par le Cd, incluant des métallothionéines, des transporteurs de métaux 

divalents, des protéines jouant un rôle dans la tolérance aux métaux. Dans une autre étude, 

plusieurs domaines C1q ont été identifié après une exposition au cuivre. Ces mêmes gènes 

avaient déjà été identifiés comme ayant un rôle essentiel dans la défense immunitaire contre les 

pathogènes et les métaux (Liu et al., 2014). Dans cette même étude, différentes voies 

moléculaires ont aussi été modifiées par le métal, comme la voie moléculaire de biosynthèse 

d'aminoacyl-tRNA qui est responsable de la synthèse des protéines, ou encore la voie moléculaire 

de réparation à l'ADN et du stress oxydant (Pytharopoulou et al., 2013; Villela et al., 2006). En 

résumé, le RNA-seq permet de mieux comprendre et de compléter les processus impliqués lors 

d'un stress ou d'une infection. En effet, le séquençage du transcriptome a permis de mettre en 

avant de nombreux processus tels que les voies TLRs, NF-KB, l'apoptose, le stress oxydatif. 

Plusieurs transcrits en relation avec l'immunité ont été identifiés, chez d'autres bivalves comme 

M. edulis, tels qu'un répertoire complexe de PRRs, des cytokines dont des TNF et des membres 

des systèmes apoptotiques et autophagiques (Ertl et al. , 2016; Philipp et al., 2012). Néanmoins, 

à ce jour, il n'existe pas d'études au niveau transcriptomique, qui mettent en avant les effets des 

métaux sur cette espèce. 
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La moule bleue, un organisme modèle, est exposée aux contaminants présents 

dans son écosystème. Parmi ces contaminants, nous pouvons retrouver le Cd, 

un métal lourdement toxique, qui affecte les bivalves et modifie leurs capacités 

immunitairse. En parallèle, la science ne cesse d'évoluer et de nouvelles 

technologies, telles que le séquençage du transcriptome, permettent 

aujourd'hui d'aller chercher plus loin dans les voies moléculaires et cellulaires 

afin de comprendre des mécanismes encore inconnus. C'est en prenant en 

compte ces trois grands sujets que nous avons émis /'hypothèse présentée en 

suivant. 
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2 HYPOTHÈSE ET OBJECTIFS 

Dans le cadre de ce projet, nous avons émis l'hypothèse que le Cd pouvait moduler l'expression 

des gènes impliqués dans le système immunitaire de la moule bleue, M. edulis. Dans notre étude 

nous avons couplé la toxicologie traditionnelle (modèle in vitro et exposition aux contaminants) 

avec les nouvelles technologies de séquençage (RNA-seq et l'expression différentielle des gènes) 

afin de mettre en place une étude mécanistique. Deux principaux objectifs ont donc été suivis. 

Objectif 1 : Mettre en place un modèle in vitro permettant d'étudier les effets du Cd sur les 

fonctions cellulaires et moléculaires des hémocytes de la moule bleue en utilisant une approche 

transcriptomique. 

Afin de réaliser cet objectif, nous avons exposé in vitro des hémocytes de moule à une gamme 

de concentrations de Cd afin de cibler la concentration de Cd modifiant les capacités cellulaires 

des hémocytes. L'ARN des hémocytes exposés a été séquencé par le Centre d'innovation 

Génome Québec de l'Université McGill avec la plateforme lllumima HiSeq 2000. Ces séquences 

nous ont permis de construire un transcriptome de novo, de faire une étude d' « expression 

différentielle des gènes (OGE) » et de comparer les gènes induits chez les hémocytes exposés 

au Cd. La mise en place de ce modèle et la transcriptomie ont permis de mettre en évidence la 

modification de certains gènes fondamentaux pour le bon fonctionnement du système 

immunitaire. Les résultats obtenus ont été publiés dans Fish & Shellfish lmmunology. 

Objectif 2 : Identifier et valider des marqueurs moléculaires qui caractériseraient les effets 

du Cd sur le système immunitaire de la moule. 

Le séquençage de l'ARN et l'analyse DGE permettent d'obtenir une grande banque de données 

des gènes potentiellement modulés par le Cd . Un avantage mais aussi désavantage de cette 

technologie est qu 'elle offre un panel énorme de gènes pouvant être utilisés comme marqueurs. 

Dans cette partie du travail, nous avons étudié les voies moléculaires associées aux effets du Cd 

et identifié des marqueurs moléculaires putatifs susceptibles d'être utilisés comme signature 

moléculaire pour surveiller la toxicité du Cd dans écosystèmes marins. Plus précisément, nous 

avons identifié 12 transcrits dont l'expression a été modulée suite à l'exposition au Cd, validé leur 

expression par RT-qPCR et corrélé leurs niveaux d'expression avec la phagocytose et la viabilité 

cellulaire . Les résultats de cet article ont été soumis pour publication dans Aquatic Toxicology 
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1 IDENTIFICATION DE L'ESPÈCE UTILISÉE 

Sur les côtes du Canada Atlantique, deux espèces de moules coexistent : M. edulis et M. trossulus 

(Gosling 1992). Les moules de l'espèce M. edulis prédominent dans des zones de basse salinité 

et abritées, tandis que celles de l'espèce M. trossulus sont plus abondantes sur les côtes ouvertes 

exposées au vent et aux vagues (Moreau et al., 2005). Sur l'lle du Prince Édouard , les populations 

de moules sont principalement de l'espèce M. edulis (Varvio et al., 1988 ; Thomas et al. , 2002). 

Afin de s'assurer que M. edulis était bien l'espèce utilisée dans notre étude, nous avons utilisé un 

marqueur moléculaire nommé ici Glu 5'. Ce marqueur, a été mis en avant par Rawson et al (1999). 

Glu 5' est un gène qui code pour une protéine adhésive polyphénolique. Ce marqueur a été 

identifié et est largement utilisé pour différencier M. edulis (Filpula etal., 1990) M. galloprovincialis 

(lnoue & Odo, 1994) et M. trossulus (Rwason 1999 et 1996). Nous avons prélevé des morceaux 

de branchies (1cm2) sur les moules utilisées, auxquels nous avons extrait l'ADN en utilisant le kit 

Qiagen DNeasy Tissue and Blood extraction. Ensuite, nous avons réalisé une PCR traditionnelle 

pour Glu 5'. Le mélange réactionnel pour la PCR est: 10µL de chaque amorce à 10µM (amorce 

sens : GTAGGAACAAAGCATGAACC amorce anti-sens: GGGGGGATAAGTTTTCTTAGG), 

25µL du Mix (2.5U Taq polymerase-200µM dNTP-1.5 mM MgCl2), 3 µL d'eau libre 

d'ARN/ADNase. Finalement, 2 µI d'ADN ont été ajoutés pour obtenir un volume final de 50µ1. Les 

étapes de la PCR sont décrites dans le tableau suivant (Tableau 6). La taille des amplicons 

(fragment de gène résultant de la PCR) a été visualisée sur un gel d'agarose à 1 %. 

Tableau 6 : Cycle de PCR utilisé pour la validation de l'espèce utilisée. 

Dénaturation -----
1-------;~~ ----·--f 94 ·--- ----------·· ~ 1 

·---· ------ ----·--- ----1---··- --------··-· --··· --·-·1-· ------·--·---------
Annealing i 20 , 51 ,3 

---1---- --- - 72 

:::~nsi~n- -•... J · .... 6~ _J __ - ~~ :___- J _L _-_-

Extension 45 

30 
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Dans le cas où la moule est une M. trossulus, la taille de l'amplicon est de 240 « paires de base 

(pb) », dans le cas contraire, si la moule est une M. edulis, alors l'amplicon mesure entre 350 et 

380 pb (parfois deux bandes peuvent être amplifiées) (Rawson et al 1999). Dans le cadre de cette 

étude, les bandes obtenues, pour chaque échantillon de branchie, sont présentées dans la Figure 

15. 

SOO:j>b 

400l>b 

300:j>b 

200l>b 

Figure 15: Amplicon de PCR spécifique pour le marker Glu 5' pour M. edulis. 

Tous les fragments possèdent une taille de 350 à 380pb confirmant que l'espèce utilisée est M. 

edulis. 

2 INFLUENCE DU SEXE DES MOULES SUR LA PHAGOCYTOSE 

Il a été suggéré chez les mammifères que le sexe pouvait modifier la sensibilité d'un organisme à 

des contaminants (Boyle et Craft, 2000). Récemment, il a été montré que le sexe pouvait 

également avoir une influence sur la sensibilité chez les bivalves aux effets xénobiotiques 

(Serafim et Bebianno, 2001, McClellan-Green, Romano et Oberdorster, 2007, Metcalfe-Smith, 

1994, Matozzo et Marin, 2010). Nous nous sommes alors questionnés sur la possible modulation 

des fonctions phagocytaires des hémocytes en fonction de leur provenance. En effet, se peut-il 

que le sexe de la moule bleue (mâle ou femelle) puisse avoir un rôle sur la sensibilité des 

hemocytes face au contaminant ? Pour répondre à cette question , nous avons utilisé la « retro 

transcription PCR (RT-PCR) » pour déterminer le sexe chez les moules bleues, M. edulis, ainsi 

que la cytométrie de flux pour évaluer les capacités phagocytaires des hemocytes exposés au 

cadmium. La relation entre la phagocytose, la viabilité cellulaire des hémocytes exposés au 

cadmium et le sexe a pu être étudiée. Les résultats obtenus sont présentés sous la forme d'un 

rapport. 
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2.1 Résumé en français 

Les moules bleues, M. edulis, sont des organismes filtreurs sensibles aux effets des métaux 

anthropiques tels que le cadmium. L'immunité innée chez les moules bleues est principalement 

menée par la phagocytose des hémocytes, qui est affectée par des produits chimiques tels que 

le cadmium. Cependant, l'effet du cadmium sur la phagocytose par rapport au sexe n'est toujours 

pas clair. Cette étude vise à évaluer le rôle du sexe sur la phagocytose pendant l'exposition in 

vitro des hémocytes au cadmium. À notre connaissance, l'histologie représente la méthode 

standard pour l'identification du sexe chez M. edulis . Cependant, cette méthode prend du temps 

et principalement cette technique n'est pas fi13ble pour identifier le sexe des moules au stade 

indifférencié des gonades. Alternativement, une méthode de RT-PCR plus rapide et plus fiable a 

été développée dans cette étude. La méthode moléculaire a été comparée à l'histologie. La 

viabilité et l'activité de phagocytose des hémocytes exposés à 10-9M à 10-3M de cadmium ont été 

mesurées après 21h d'exposition. Les résultats ont montré que la méthode RT-PCR pourrait être 

utilisée pour la détermination du sexe comme une technique rapide et fiable. Il a été démontré 

que le cadmium n'affectait pas la fonction de viabilité et de phagocytose des hémocytes. Aucune 

différence significative n'a été observée entre les hémocytes mâles et femelles exposés au 

cadmium. On sait que les hormones stéroïdes sexuelles régulent la phagocytose ; par 

conséquent, d'autres recherches seraient nécessaires pour relier l'effet du cadmium sur les 

hormones stéroïdes. 
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2.2 Rapport 

Phagocytosis responses of M. edu/is hemocyte, exposed to cadmium, in function of sex 
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ABSTRACT 

Blue mussels, M. edulis, are filter-feeder organism sensitive to the effect of anthropogenic metals 

such as cadmium. lnnate immunity in blue mussels is mainly lead by hemocyte's phagocytosis, 

which is affected by cationic chemicals such as cadmium. However, the effect of cadmium on 

phagocytosis in relation to the sex is still unclear. This study aimed at unravelling the role of sex 

on phagocytosis during exposure hemocytes to cadmium. Viability and phagocytosis activity of 

hemocytes exposed to 10·9M to 10·3M of cadmium were measured after 21 h of exposition . Sex 

determination was done by RT-PCR using two sex-specific markers known as VCL (male-specific) 

and VERL (female-specific). lt was shown that cadmium affects hemocyte's viability and 

phagocytosis function. Besides, sex assignment was successful with 100% of accuracy. However, 

no significant differences were observed between male and female hemocytes exposed to 

cadmium. lt is known that sexual steroid hormones regulate phagocytosis; therefore, further 

investigations are needed to relate the effect of cadmium on steroid hormones. 

KEYWORDS 

Cadmium, Mussel, Viability, Phagocytosis, Sex, VCL, VERL, RT-PCR. 
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2.2.1 Introduction 

Blue mussels, M. edulis is considered as a sentine! species in several biomonitoring programs. 

As a sedentary filter feeder, M. edulis bioaccumulates contaminants present in its surrounding 

environment. Environmental pollution by metals such as cadmium (Cd) has increased in aquatic 

environment due to their extensive use by agriculture and chemical industries. Cd is an 

immunosuppressant compound capable to enter immune cells using cationic channels in a variety 

of vertebrates and invertebrates including mollusks (Bruneau et al., 2015; Butler and Roesijadi, 

2000; Coteur et al., 2005). The immune system of mussel is composed by hemocytes (blood cells), 

which play a key role in innate immunity and wound and shell repair of mollusks, and by humoral 

component. The cells are sensitive to Cd as shown by Brousseau et al (2000), Auffret et al (2002) 

and Cherkasov, Grewal, and Sokolova (2007). ln mussels, Cd decreases hemocytes viability, 

phagocytic activity and ability to kill pathogens. 

Until recently, sensitivity of aquatic organisms to xenobiotic was not considered as depending of 

the sex differences. However, it has been suggested in mammals that sexes can modify the 

sensitivity of an organism to contaminants (Boyle and Craft, 2000). lt has been showed that sex 

may also have an influence in bivalves' sensitivity to xenobiotic effects (Matozzo and Marin, 201 O; 

McClellan-Green et al., 2007; Metcalfe-Smith et al., 1994; Serafim and Bebianno, 2001 ). ln this 

context, does Cd affect blue mussel hemocyte functionality in a similar way in males and females? 

Mussels are unisex (gonochoristic) organisms, but there are no reliable morphological or 

anatomical methods to assign the gender other than by histology. This method is labour intensive, 

time-consuming and its accuracy during no-reproductive period is questionable. lndeed, during 

"spent and rest" reproductive periods, gonads are not developed enough to allow sex 

differentiation by histology. Recently, a qPCR assay was developed to measure expression of 

either female-specific vitelline envelop receptor for lysin (VERL) (Galindo et al., 2002) and male

specific vitelline coat lysin (VCL) (Takagi et al. 1994) in the mantle. 

The ability of the method to correctly assign sex was validated by Hines et al (2007) and Shedik 

et al (2010) by a combination of histology and a previously developed end-point RT -PCR for these 

transcripts . This methodology is fast and its accuracy is high. This study aimed at unravelling the 

role of sex on phagocytosis during exposure hemocytes to cadmium . 
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2.2.2 Materiel and methods 

2.2.2.1 Cadmium exposure 

A total of 30 blue mussels (M. edulis) were randomly collected from pristine site, St-Peter's bay 

(PEI, Canada) (leBlanc et al., 2005) and were maintained one week in 12 lof 31 %aartificial saline 

water (2/3 sterile water and 1/3 of top water and 31 g/l Reef Crystal artificial marine sait, Instant 

Ocean, VA, USA) at 5°C. After one week under the controlled condition , hemolymph was collected 

from 25 live from the adductor muscle with a three ml syringe and a 22 % G needle under aseptic 

conditions. Viability was checked using the propidium iodide (Pl). Cell integrity was assessed by 

flow cytometry (BD Biosciences FACSCalibur flow cytometer, Becton-Dickinson, San Jose, CA) 

as previously described (Brousseau et al., 1999). From 30 hemocytes samples, only 12 were used 

for the in vitro exposure. Sex determination was done using RT-PCR procedure described farther 

in this study. Two sets of five tubes were obtained from each hemolymph samples to measure 

cells viability and phagocytosis. Each tube had 500 µI of hemolymph containing 1 OO 000 cells. 

Cells were exposed to different concentration of Cd including a negative contrai (OM, 1 o·9M, 1 o-
7M, 1 o-5M and 1 o-3M of CdClz) . A total of 25 µI of Cd was added (for negative control 25 µI of sterile 

water was used) in each tube. Then, all tubes were stored at 15°C covered with aluminum foil for 

a total of 21 hours. However, after three hour of incubation a set was removed to stimulate 

phagocytosis and 11,2 µI of Fluoresbrite Yellow-Green Carboxylate microspheres (PolyScience, 

lnc.), diameter 1. 75µm, at a ratio of 1: 1 OO (haemocyte: beads) were added in each tube 

(Brousseau et al. , 1999). Tubes were replaced at 15°C. After a total of 21 hours of exposition, 

both sets were removed from the storage room. With the first set, cell viability was measured as 

previously described. Tubes from the second set (used to measure phagocytosis) were layered 

over 2 ml of 31%a salted RPMI 1650 medium containing 3% of BSA and the cell were recovered 

by centrifugation at 150xg for 8 min at 4 °C to remove the free beads. Supernatant was removed 

and 500µ1 of fixative solution (31 g/l of salted solution with 1 % of formaldehyde and 0.5% of 

sodium azide) were added to suspend cell pellet. Samples were read by the FACSCalibur using 

wavelength 488/530 (Fl 1) to obtain engulfed beads fluorescence (FU). For each tube 10000 

events were recovered. Phagocytic activity is evaluated in living cells . 
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2.2.2.2 Sex determination 

Mussels were maintained in saline water as described earlier. After one week under the controlled 

condition, gonads were collected from 12 mussels using sterile forceps and scissors. To avoid 

cross-contamination forceps and scissors were cleaned each time using ethanol and were rinsed 

twice with saline water. Gonads were stored in 5 ml of saline water to perform histology and RNA 

extraction. RNA extraction was done using the Mini Kit Qiagen (Qiagen, Canada) on 1cm2 of 

gonadal tissue. OneStep Kit (Qiagen, Canada) was used to run the retro-transcription polymerase 

chain reaction (RT-PCR). Based on Hines et al (2007) and Sedik et al (2010) study, RT-PCR was 

used to performed sex differentiation. Two genes were used: the vitelline envelope receptor lysine 

(VERL) and the vitelline coat lysine (VCL). ln this study, PCR conditions were optimized and 

validated to generate an unique PCR product for both genes. Optimization was performed using 

VLC primers previously designed by Sedik et al (2010) and VERL primers provided by Hines et al 

(2007). Histological observations were performed to validate the PCR results. The RT-PCR 

reaction contained 2µL of RNA, 10 µI of 5X buffer (1X-2.5mM Mg2+), dNTP (0.4mM), 5µM of 

forward and reserve primers for VLC and VERL in separates tubes (VERL-F: 5' 

CTGCAATGGTTTTGGTTGTG 3' ; VERL-R 5' CCGAAGGAAATGGAACTGAA 3'; and VCL-F: 5' 

AGAGCTGTTTTGGCCACAGT 3'; VCL-R: 5' TTGCGTTTCACATGGTTGAT 3'), RNase lnhibitor 

(400µM) and 2 µI of RT enzyme. RT-PCR cycling condition for VERL and VCL were retro

transcription at 50°C for 30 min followed by initial denaturation at 95°C for 15 min, followed then 

by 30 cycles of 94 °C denaturation for 30s, 55°C annealing for 30 s, and 72°C extension for 1 min 

and finishing with a final extension at 72°C for 10 min. The resulting PCR products were analyzed 

on a 1 % aga rose gel using ethidium bromide. Sex-specific bands at 250 and 350 bp were used to 

identify males and females, respectively. A positive VERL and VCL contrai was used for both 

genes. To validate the protocol and efficacy of sex determination, RT-PCR was done on 36 

mussels haphazardly selected. For histological analysis, gonadal tissues were dehydrated, 

embedded in paraffin wax and stained with hematoxylin and eosin. Slides were examined under 

a microscope connected to a camera (Axio Cam HRC, Imager IA), and sex was determined by 

the presence of male or female gonads follicles. 
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2.2.2.3 Statistics 

Statistical analyses were performed in RStudio (https://www.rstudio.com/) for cell viability and 

phagocytosis activity. Normality and homoscedasticity were checked using Shapiro-Wilk test and 

Bartlett test, respectively. For parametric data (normal data having similar homoscedasticity) an 

ANOVA followed by a Tukey test was done. For non-parametric data, Kruskall-Wallis test was 

applied. A p-value < 0.05 was used. For PCR products visualize in gel, the intensity of bands was 

used to determine the sex, so no statistical analysis was done. For phagocytosis activity, results 

are based on non-exposed cells activity using the parameter 1 and more beads. We have 

considered in this study that non-exposed cells (OM) have 100% of phagocytic activity for 1 and 

more beads parameter and based on that; Cd-exposed cells phagocytosis activity was calculated. 

2.2.3 Results and discussion 

ln this study, phagocytosis and viability of hemocytes exposed to 10-3M of Cd for 21 hours 

decreased significantly in comparison to the control (Fig 1 ). Our results showed that Cd had no 

effect on phagocytosis and viability of hemocytes when exposed at concentrations ranging from 

10-9 to 1 o-5M. For contrais and 10-9 to 1 o-5M Cd-exposed cells, viability was higher than 95% while 

for 1 o-3M Cd-exposed, viabilities were 59% for females and 62% for males. As for phagocytosis 

activity, female hemocytes exposed to 1 o-3M Cd decreased by 50% and 60% whereas male 

hemocytes, phagocytosis activity decreased by 58% and 70%. Severa! studies investigated effect 

of cadmium on phagocytosis and cell survival (Fournier et al., 2001; Franchi and Ballarin, 2013; 

Sauvé et al., 2002) . Results showed that viability decreased considerably when hemocytes are 

exposed to 10-5 to 10-3M of Cd. ln addition, previous studies showed that phagocytosis activity of 

hemocytes decreased by 10% when hemocytes are exposed to 1 o-4M of Cd and 50% of inhibition 

was observed at 10-3M of Cd (Gagnaire et al., 2004). 
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Figure 1: lmmunological response of hemocytes exposed to cadmium in relation to the sex A) Percentage of 
viable cells; B) Percentage of phagocytosis activity for female (F) and male (M). Results are given as 
mean ±standard deviation (n=12). Asterisks indicate significant differences (P < 0.05) between controls and 
treatment. 

The Vitelline envelope receptor lysine (VERL) is a receptor for lysine synthetized in the vitelline 

envelop of eggs. This receptor is specific to female and its role is to bind the lysine released by 

the sperm (Galindo et al., 2002). However, the vitelline coat lysine (VCL) is a male-specific gene 

found in sperm-head. VCL's role is to release the lysine to create a hole in eggs (Marino et al., 

1992). Both genes are continuously expressed as housekeeping genes, which make them as 

markers suitable for sex determination in M. edu/is. Sex differentiation by histology was performed 

during gonad development and spawning period (Fig 2. A and B). However, sex determination is 

challenging and inaccurate by histology during spent and rest periods. For instance, Hines et al 

(2007) were not able to identify the sex during gonad spent period of the animais where all the 

germ cells were released in the environment. However, all individuals were sexually differentiated 

by histology du ring the ripe stage of the reproductive cycle. 
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Sedik et al (2010) could determine mussel's sex at 73% using RT-PCR and 91 % using traditional 

PCR. ln our study, histology was performed on 11 animais, four females, five males and two 

undetermined individuals (Table 1) and RT-PCR was used on gonads from the same individuals 

(Fig 2-A' and B'). lntensity of the PCR products were strong for VERL whereas only light intensity 

of bands were obtained for VCL in females. However, for male tissue, intensity of the VERL 

products were weak in comparison to the strong band intensity obtained for VCL product. Similar 

observations were resulted by Sedik et al (2010). ln most cases, there is a clear difference in the 

intensity of the ethidium bromide-stained bands with VCL > VERL or VERL > VCL allowing 

therefore a sex assignment based on agarose gel band intensity. Comparing histology staining 

and RT-PCR products (Table 1 ), data were consistent with sex differentiation. Later, RT-PCR 

analysis was repeated on 36 mussels and the accuracy of the analysis was 100% (with 44% of 

males and 56% of females) in comparison to histology data. 

Figure 2 : Microscopically visualization (20X - Axio Cam HRC) of stained gonads from M. edulis and rt-PCR 
product ethidium-bromide staining bands visualization on 1% agasore gel. A/A'. Female gonad and VERL-PRC 
products (350pb). 8/8'. Male gonad and VCL-PCR product (245pb). Sp: spermatozoids, Ep= epithelium cells, 
Le= Leydig cells and Ov= ovules. 
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Tableau 1: Sex of mussels determined by histology, bands intensity of VCL and VERL PCR products obtain in 
Fig. 1A' and 18' and final sex assignment based on RT-PCR results. 

Histology 

Male 

Male 

Male 

Male 

Fern ale 

Fern ale 

No determined 

Fern ale 

No determined 

Male 

Fern ale 

Gel wells 

Lad der 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

Bands intensity 
relation 

1 kb 

Positive control 

VERL < VCL 

VERL < VCL 

VERL < VCL 

VERL < VCL 

VERL > VCL 

VERL < VCL 

VERL=VCL 

VERL > VCL 

VERL < VCL 

VERL < VCL 

VERL > VCL 

Positive control 

H20 

*positive contrais for VERL and VCL in their respective gels. 

Sex based on 
intensity of 
VCL/VERL bands 

Male 

Male 

Male 

Male 

Fern ale 

Fern ale 

NA 

Fern ale 

Male 

Male 

Fern ale 

Effect of Cd on hemocytes was investigated in our study in relation to sex determination. Our 

results showed that no significant effects were observed between females and males for viability 

and phagocytosis for ail treatment (Fig 1 ). lt has been suggested that phagocytosis and hemocytes 

viability are affected by many factors among which the reproduction cycle of bivalves. lndeed, 

Matozzo and Mareni (2010) suggested that bivalves are more sensitive during spawning time 

because of the energy costs. lt has also been suggested that sex and gonad developments might 

modify hemocytes function by migration of these cells toward gonadic follicles. This might lead to 

variation of circulating hemocytes number (THC) and their role in immune defenses (Cajaraville 

et al. , 1996). However, Duchemin, Fournier, and Auffret (2007) did not observe any differences of 

phagocytosis, hemocyte viability and THC in function of sex for the pacifie oysters, C. gigas 

through the reproductive cycle. Previous studies showed that no significant difference of viability 

and phagocytosis activities between sex in Cd-exposed hemocytes reinforcing therefore our 

findings (Dang et al. , 2012; Matozzo and Marin, 2010) . 
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ln addition, no effect of gender was found in THC, viability or phagocytosis for S. glomerata (Ketata 

et al., 2007), P. fucata (Dang et al., 2012), R phi/ippinarum (Matozzo and Marin, 2010) and M. 

arenaria (Gagné et al., 2008). 

To the best of our knowledge, this is the first study highlighting no direct effect between Cd-gender 

sensitivity and phagocytosis in blue mussel's hemocytes. However, 1 o·3M of Cd induced 

hemocytes mortality and a decrease in phagocytosis activity. Although our results showed that no 

effect was observed between genders, they clearly show that cadmium affects the immune system 

of mussels. Cd is known to be an endocrine disruptor and it acts individually or in synergy with 

other contaminants as reproductive perturbers. Cadmium has the potential to disrupt the hormonal 

and energy status of many bivalves. lt has been suggested that Cd may affect sex determination 

by affecting the go nad development and/or modification of the endocrine systems however further 

analysis are needed to understand the raie of phagocytosis depending of the gender (Giron-Pérez, 

2010). 

2.2.4 Conclusion 

Our results showed that all the individuals were successfully identified by bath histology and RT

PCR. Effect of Cd was also investigated but no relation between gender and cadmium sensitivity 

was observed for hemocytes' phagocytic activities although Cd at 10-3M had significant effect on 

hemocyte viability and phagocytosis. However, further investigations are needed to unravel the 

role of Cd as endocrine disruptors in blue mussels. 
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1 RÉSUMÉ EN FRANÇAIS 

Le mollusque, M. edulis , est utilisé comme espèce sentinelle dans plusieurs programmes de 

surveillance en raison de sa capacité à bioaccumuler les contaminants. Son système immunitaire 

se compose d'hémocytes et de composants humoraux, qui constituent la partie principale de 

l'hémolymphe. La présente étude vise à comprendre les effets du Cd sur les gènes impliqués 

dans la phagocytose des hémocytes de M. edulis. Notre approche se base sur un modèle in vitro, 

exposant les hémocytes à différentes concentrations de Cd de 10-9 M à 10-3 M. La phagocytose 

et viabilité cellulaire ont été mesurées à l'aide de cytométrie èn flux. Les mécanismes moléculaires 

régulés par le Cd ont été étudiés à l'aide d'une analyse RNA-seq et DGE. Les résultats ont montré 

que la viabilité et la phagocytose des hémocytes exposés à 10-3 M de Cd ont diminué de manière 

significative après 21 h d'exposition . Les données de séquençage de l'ARN ont mis en avant que 

1112 transcrits (sur 352,976 contigs) étaient différentiellement exprimés par la plus forte 

concentration de Cd . Parmi ces gènes, 1028 et 84 ont été surexprimés et réprimés 

respectivement. L'induction de la superoxyde dismutase ( SOD), de la glutathion-s-transferase 

( GSn, du cytochrome P450 2C8 ( CYP2C8), de la protéine multidrogue (MRP1) et de la protéine 

de choc thermique 70 (HSP70) suggère que le Cd peut réguler les principaux mécanismes 

moléculaires. De plus, plusieurs récepteur Toll-like (TLR) ainsi que des gènes codant pour des 

protéines impliquées dans la phagocytose (Act et CDC42) et l'apoptose ( « caspase 8 (CASB) » et 

« X-linked inhibitor of apoptosis protein (XIAP l IAP) ») ont été induits suite à l'exposition au Cd. 

Ces résultats mettent en évidence l'effet du Cd sur la fonction phagocytaire des hémocytes de M. 

edulis ainsi que la régulation de l'expression génique impliquée dans l'immunité innée, la 

désintoxication et l'apoptose. 
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ABSTRACT 

The bivalve mollusk, M. edulis, is used as a sentine! species in several monitoring programs due 

to its ability to bio-accumulate contaminants. lts immune system consists of hemocytes and 

humoral components, which constitute the main part of the hemolymph. The present study is 

aimed at understanding the effects of Cd on the differentially expressed genes involved in the 

phagocytosis of M. edulis' hemocytes. Our approach focuses on an in vitro model by exposing 

hemocytes to different concentrations of Cd ranging from 10-9 M to 10-3 M. Phagocytosis and cell 

viability as functional markers were measured using flow cytometry. The molecular mechanisms 

regulated by Cd were investigated using RNA-seq and DGE analysis. Results showed that viability 

and phagocytosis of hemocytes exposed to 10-3 M of Cd were significantly decreased after 21 h 

of exposure. RNA sequencing data showed that 1112 transcripts (out of 352,976 contigs) were 

differentially regulated by the highest concentration of Cd. Among these identified transcripts, 

1028 and 84 were up and down-regulated respectively. The induction of super oxide dismutase 

(SOD), glutathion-s-transferase (GST), cytochrome P450 2C8 (CYP2C8), multidrug resistance 

protein (MRP1) and heat shock protein 70 (HSP70) suggests that Cd can regulate key molecular 

mechanisms. ln addition, several toll-like receptors (TLR) as well as genes involved in 

phagocytosis (actin and CDC42) and apoptosis (caspase 8 and XIAP/IAP) were induced by Cd. 

Thus, our model highlights the effect of Cd on the phagocytic function of M. edulis' hemocytes 

along with the regulation of gene expression involved in innate immunity, detoxification and 

apoptosis. Further investigations need to be pursued to unravel the effects of Cd on the molecular 

mechanisms identified in this study. 

HIGHLIGHTS 

M. edulis, in vitro model, cadmium, hemocytes, phagocytosis, transcriptomic, molecular pathways 

ABBREVIATIONS 

Cd: cadmium, CDC42: Cell division control protein 42 homolog, XIAP: X-linked inhibitor of 

apoptosis protein, IAP: inhibitor of apoptosis 
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2.1 Introduction 

Environmental pollution by non-essential metals such as cadmium (Cd) has increased due to their 

extensive use in agriculture and chemical industries [1 ]. Cd disrupts physiological signaling 

processes resulting in molecular signalling dysfunction. As a nonessential cation for animais, Cd 

enters in cells via Ca2+. Cellular membrane channels and binds to the cytoplasmic and nuclear 

materials [2] . ln addition, Cd can induce reactive oxygen species (ROS) by depleting cellular 

glutathione and antioxidant enzymes, even though it is considered as a redox-inactive metal that 

does not catalyze a Fenton-type reaction. lt can induce toxicological changes by affecting 

physiological, cellular function and molecular mechanisms. Consequently, these effects may 

result in cell death and ultimately affect organisms' survival [3]. Bivalve mollusks inhabiting marine 

coastal areas are ubiquitous, filter feeders and sedentary [4]. Due to their capacity to filter large 

volumes of aquatic material, they bio-accumulate xenobiotics present in their surrounding aquatic 

ecosystem [5]. Therefore, they have been used as sentine! organisms in several biomonitoring 

programs [6] . Their immune system is innate and is made up of an open and vascular system 

including hemocytes and humoral components [3, 7] . Hemocytes are involved in many 

physiological functions including phagocytosis, homeostatic maintenance as well as reproduction 

[8] . Phagocytosis is the main function of hemocytes and it is a cellular process involving three 

main steps. Firstly, foreign particles are recognized by cells and ingested in the phagosome 

through production of oxidative compounds, antimicrobial factors and hydrolytic enzymes 

synthetized in lysosomes [9] . The second step is the fusion of lysosomes with the phagosome 

forming the phagolysosome complex. Finally, the foreign particles are degraded by the digestive 

enzymes synthetized in lysosomes [10, 11 ]. The resulting waste material is discharged from the 

phagocyte by exocytosis. These steps involve different molecules and pathways as described 

previously by several studies [9 , 12]. Recently, RNA-seq analysis has been widely used because 

it allows to study genes regulated by xenobiotics and therefore identify molecular mechanisms 

involved in stressed cells. Moreover, RNAseq is now accessible due to the low cost, fast and high 

throughput next-generation sequencing (NGS) technologies developed by Illumina HiSeq and 454 

Roche, SOUD or Ion Torrent. Studies of whole transcriptome sequencing has recently been 

applied to the study of host-pathogen interaction in hemocytes of blue mussels M. edu/is [13] . 

Several bivalve transcriptomes are publicly available for Mytilus galloprovincialis (M. 

galloprovincialis), Bathymodiolus azoricus (B. azoricus), Patinopecten yessoensis (P. 

yessoensis), Ruditapes philippinarum (R. philippinarum), Corbicu/a fluminea (C. fluminea) and 

Crassotrea gigas ( C. gigas) [14, 15]. 
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There are also 985 entries from the class Bivalvia deposited in the NCBI Short Read Archive 

(SRA) (updated in d12/08/2016) and more than 82,710 expressed tag sequences (EST) for 

bivalves but only 5300 EST for M. edulis. However, few studies have been performed on M. edulis 

hemocytes exposed to metals [16, 17] and to the best of our knowledge, no studies have been 

carried out to understand the molecular mechanisms involved in the phagocytosis of hemocytes 

exposed to cadmium. The present study is aimed at understanding the effects of Cd on the 

differentially expressed genes involved in the phagocytosis of M. edulis' hemocytes. Our specific 

objectives were i) to develop an in vitro model by exposing hemocytes to different Cd 

concentrations, ii) to assess the phagocytosis of hemocytes exposed to Cd and gene expression 

levels and iii) to identify the molecular mechanisms related to phagocytosis using a differential 

gene expression approach . 

2.2 Materials and methods 

2.2.1 Mussels collection and hemocytes extraction 

A total of 40 blue mussels were collected from a pristine site, St- Peter's Bay (PEI, Canada) [18] . 

lndividuals were kept for one week in 12 lof 31 %0 artificial saline water (2/3 sterile water and 1/3 

of top water and 31 g/l Reet Crystal artificial marine sait, Instant Ocean , VA, USA) at 5°C. Water 

was changed every two days; and mussels were fed every two days with phytoplankton 

(Phytoplex, Kent marine, WI, USA.). After one week under the controlled conditions, hemolymph 

was collected from 30 live mussels from the adductor muscle with a 3 ml syringe and a 22 6 G 

needle under aseptic conditions. Hemolymph containing hemocyteswas kept and stored at room 

temperature [19]. 

2.2.2 Determination of cell viability 

Viability was assessed using propidium iodide (Pl) and cell integrity was measured by flow 

cytometry (BD Biosciences FACSCalibur flow cytometer, Becton-Dickinson, San Jose, CA) as 

previously described in Ref. [19] . Briefly, 3 ml of 1 mg/ml Pl (Sigma Chemical Company) was 

added to 300 ml of each cell suspension and flow cytometric acquisitions of cells were performed . 

Fluorescence emission was collected at 625 nm (Fl3). For each sample, 10,000 events were 

collected and the results were expressed as a percentage of viable cells [20]. 
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2.2.3 ln vitro hemocytes exposure 

Out of the 30 hemolymph samples, only 12were used for in vitro exposure. Three sets of five tubes 

were obtained from each hemolymph sample. Each tube had 500 ml of hemolymph containing 

10-5 cells. Sets were labelled: 1-viability, 2-phagocytosis and 3-RNAseq. Ali resulting samples 

were exposed to different concentrations of Cd ( 10-9 M, 10-7 M, 10-5 M and 10-3 M of Cd2+) including 

a negative contrai based on results previously obtained by Sauve et al. [20] . Twenty five microliters 

of Cd was added (for negative contrai 25 ml of sterile water was used) in each tube containing 

already 10-5 cells. Then, all tubes were stored at 15 C covered with aluminum foil for 21 h. As for 

the tubes from set 2-phagocytosis, they were removed from the storage room after three hours of 

incubation. To stimulate phagocytosis, 11.2 ml of Fluoresbrite Yellow-Green Carboxylate 

microspheres (PolyScience, lnc.), diameter 1.75 mm, at a ratio of 1:100 (hemocyte: beads) was 

added to each tube [21] . Then, set 2-phagocytosis was stored at 15 C with the other sets. This 

exposure duration corresponds to the time required to experimentally obtain optimal phagocytosis 

activity [19,20]. 

2.2.4 Cell viability, phagocytic activity and RNA samples 

After 21 h, tubes were removed from the storage room. For viability, 5 ml of Pl at 1 mg/l was 

added to each tube and 10,000 events were collected using flowcytometer. For phagocytosis, 

tubes were layered over 2 ml of 31%0 salted RPMI 1650 medium containing 3% BSA and the 

cells were collected after centrifugation at 150 g for 8 min at 4 C [21] . Supernatant was removed 

and 500 ml of fixative solution (31 g/l of salted solution with 1 % of formaldehyde and 0.5% of 

sodium azide) was added to suspend the cell pellet. Samples were read by the FACSCalibur at 

the 488/530 (Fl 1) wavelength to obtain engulfed beads fluorescence . For each tube, 10,000 

events were recovered. The phagocytic activity was assessed in living cells using only two 

parameters: 1) the ability of cells to engulf one or more beads and 2) the ability of cells to engulf 

three or more beads. Tubes from set 3-RNA-seq were centrifuged at 4 C for 15 min at 300rmp to 

create a cell pellet (containing 10-5 cells). The supernatant was removed and cells were used for 

RNA extraction (cells were stored for a maximum of three days at 80 C prior to RNA extraction). 
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2.2.5 RNA extraction, cDNA library preparation and RNA-Seq byillumina 

sequencing 

Cell pools were done using set 3-RNA-seq cell pellets to obtain final concentrations ranging from 

350,000 to 500,000 cells. RNA extraction was done for negative contrai and cells exposed to 10-

3 M of Cd. lt was performed using MicroRNAeasy Kit (Qiagen, Canada) according to the 

manufacturer's protocol. RNA concentration was measured using the NanoDrop 

spectrophotometer (Thermo-Fisher Scientific, DE, US), and RNA quality was assessed using the 

Experion RNA StdSens Analysis Kit (Bio-Rad Ltd. ON, Canada). cDNA libraries and sequencing 

were performed at the McGill University and Genome Quebec Innovation Centre (Montreal, 

Canada Genome, Quebec) for eight samples (four nonexposed cells and four Cd-exposed cells). 

The mTrueStranded Kit was used to prepare the cDNA libraries and paired-end sequencing was 

performed. 

2.2.6 RNA-seq analysis 

2.2.6.1 Transcriptome assembly and annotation 

Eight cDNA libraries were sequenced in total. Adaptors, low quality bases and reads having a 

smaller length than 50 pb were removed using Trimmomatic [22] . To assemble the transcriptome, 

trimmed reads from the eight libraries were used. Normalization was done using Trinity 

normalization inspired by Dignorm algorithm [23] . Fragments with a sequencing coverage higher 

than 50X were used to assemble de nova the transcriptome with the Trinity assembler [24] 

(https://github.com/trinityrnaseq/trinityrnaseq/wiki). The resulting 352,976 contigs were annotated 

using Trinotate (https://trinotate.github.io) and queried against the NCBI nonredundant protein 

database and SwissProt protein database using BLASTx with an e-value of 1 o-5. Two BLASTx 

searches were done: one against bivalve database (taxid: 6544) and the second with all 

NCBl/SwissProt database. Functional annotation of molecular pathways was done with Onthology 

terms (GO) and KEGG pathways with Panther (www.pantherdb.org), UniProt 

(http://www.uniprot.org/) and KEGG websites (www.genome.jp/kegg/) . 
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2.2.6.2 Differential gene expression (DGE) 

DGE analysis was performed on the eight libraries. Transcripts abundance was estimated by 

mapping reads against the de novo assembled transcriptome for each library and transcript 

abundance estimation was performed using RSEM [25] . Reads count are linearly correlated with 

the abundance of transcripts and they were obtained from non-overlapping genes for the most 

abundant isoform [26] . DGE was performed using DESeq and edgeR packages from Biocondutor 

in R. ln this study, a FDR (p-value adjusted or taise discovery rate) lower than 0.05 and the 

absolute value of llogFCI of 2 was used to discriminate expressed and non-expressed transcripts. 

A volcano plot was generated to identify the differentially expressed contigs (Fig . 4B). GO terms 

and KO number were used to highlight changes in immunological pathways that may be induced 

by Cd. The log2(CPM) was calculated using the count per million (cpm) function implemented in 

the edgeR package. The log2(CPM) represent the log base 2 of CPM (edge R package) for each 

transcript. Negative logs represent transcripts having less than one cpm and positive ones 

represent transcripts having more than one cpm. 

2.2.6.3 Identification of immune-related transcripts 

Based on DGE analysis and transcriptome annotation, over and under expressed genes having a 

KO number associated to phagosome (K004145) and apoptosis (K004210) pathways were 

preferred and selected for further analysis. To validate the in vitro exposure to Cd, traditional 

biomarkers used for metals were also explored through the transcriptome and studied. Reads per 

kilobase per million (RPKM) was calculated using rpkm function from edgeR package and 

transcripts lengths (obtained during the assembly) . RPKM value is strongly related to gene 

expression and could be used to compare expression between multiples samples [27]. 

2.2.7 Statistical analysis 

For phagocytosis activity and cell viability, normality and homoscedasticity were verified using 

Shapiro and Bartlett tests respectively. If normality and homoscedasticity were verified then data 

were considered as parametric and ANOVA followed by a Tukey test were done. For non

parametric data, Kruskall-Wallis test was applied. Statistical analysiswas done in R 3.2.3 

(https://www.rproject.org ), DGE analysis enrichment was done using Bioconductor edgeR 

package based on exactîest. For all statistical tests, a p-value < 0.05 was used. 
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2.3 Results and discussion 

2.3.1 Viability and phagocytic activity after Cd exposure 

Phagocytosis and viability (Fig . 1) of hemocytes exposed to a nominal concentration of Cd of 10-

3 M for 21 h significantly decreased with a p-value<0.05 (61.3% of live cells with 47.02% and 35.7% 

of phagocytosis activity) in comparison with the contrai (94.5% of live cells with 100% and 92.34% 

of phagocytosis activity). However, no significant effect was observed in hemocytes exposed to 

Cd with concentration ranging from 10-9 M to 10-5 M (Fig. 1 ). Similarly, Sauve et al. [20] observed 

that concentrations ranging from 10-9 M to 10-5 M of several metals did not affect the viability of 

cells. Recently, Franchi and Ballari [27] observed an inhibition of cell viability at 1 o-0 M of Cd, while 

Gagnaire et al [28] did not find any effects of Cd on oyster hemocytes exposed for 24 h to 

concentrations ranging from 10-11 to 10-4 M. Phagocytosis activity data showed that the number of 

fluorescent beads engulfed by hemocytes significantly decreased when hemocytes were exposed 

to 10-3 M of Cd whereas no effect was observed at lower concentrations (Fig. 1 ). Previous studies 

showed that 10% of M. edulis phagocytosis activity was inhibited when hemocytes were exposed 

to 10-4 Mof Cd [29] . ln soft shell clams, such as Mya arenaria, it was shown that 10-4 M and 10-3 

M of Cd inhibited 50% of hemocytes' phagocytosis activity [29] . Similarly, in our study, hemocytes 

exposed to 10-3 M of Cd had 52.98% of inhibition of their phagocytosis activity. 

2.3.2 Sequence statistics 

ln this study, total RNA was extracted from the exposed and contrai hemocytes and sequences 

were generated from eight libraries using Illumina technology. More than 42 million reads were 

generated from each library. After trimming and cleaning processes, a total of 341, 718,828 reads 

were used in further analysis. Among these trimmed reads, 5,47% were used for "de nove" 

assembly ( 18,679,409 reads) based on Trinity normalization [23] . A descriptive statistic of the 

transcriptome is summarized in Table 1. A total of 352 ,976 contigs were generated with a mean 

length of 707bp, N50 of 1,041 pb and a GC content of 34%. The contigs lengths ranged from 224 

pb to 32,352 pb. 
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Figure 1 : Percentage of viability and phagocytosis of M. edulis hemocytes exposed to different concentrations 
of Cd ranging from 0 to 10·9 M.* statistical difference with p-value <0.05 for cell viability, 1 and more beads and 
3 and more beads. 

Tableau 1: The descriptive statistics of the M. edulis hemocytes transcriptome 

Transcriptome Statistic Results 

Nb. Transcripts 352976 

Nb. Components 189422 

Total Transcripts Length (bp) 249731063 

Mean Transcript Length (bp) 707,5015383 

Median Transcript Length (bp) 419 

Min. Transcript Length (bp) 224 

Max. Transcript Length (bp) 32352 

N50 (bp) 1041 

GC% 34,07502013 
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2.3.3 Overview of M. edulis transcriptome 

Even though the knowledge of expressed genes in bivalves has increased in the past few years, 

it remains limited. lndeed, only 382,612 ESTs, 32,219 annotated genes and 47,120 proteinsfrom 

the class Bivalvia have been deposited in NCBI (12/08/2016). Out of a total of 189,422 assembled 

transcripts, 45,647 contigs were annotated with 43,905 (23.2% of all the assembled transcripts) 

having an e-value lower than 1e5. The blastx hit data showed that 37,223 contigs corresponded 

to C. gigas, 1366 to M. galloprovincialis, 298 to Pinctada fucata (P. fucata), and 197 to Mytilus 

coruscus (M. coruscus). Based on the gene ontology (GO) analysis, 32% of the annotated contigs 

were represented as molecular functions, 52% as biological processes and 16% as cellular 

component (Fig . 2). For the molecular function terms, catalytic activity (38.8%) was the dominant 

group followed by binding proteins (30.1%) and antioxidant activity represented 0.4%. For the 

biological process, metabolic process was the dominant GO terms (35%), response to stimulus; 

immune system process and apoptotic process represented 4.9%, 2.1 % and 1.3% respectively. 

For the cellular component, cell part was the most representative term with 41.9% (Fig . 2). KO 

identifiers (K numbers) were used to classify and identify molecular level function available in 

KEGG database. 

Out of 43,905 transcripts annotated, K numbers were assigned to 20,256 transcripts representing 

5228 unique K numbers. The generated K numbers were mainly represented by proteins involved 

into RNA messenger biogenesis (147 hits), DNA repair and recombination (166 hits), protein 

kinases (145 hits) and ubiquitin system (122 hits). The main identified pathways were the 

metabolic process (ko011 OO) with 7 48 hits, followed by biosynthesis of secondary metabolites 

(ko01110) with 240 hits. Phagocytosis related-pathway constituting phagosome pathway 

(ko04145) was found in 47 positions with 49 hits (Fig . 3). 
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Figure 2 : Functional annotation of assembled sequences based on gene ontology (GO) categorization. 
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2.3.4 Differential gene expression analysis 

Differential gene expression (DGE) between non-exposed (0 M) and Cd-exposed (10-3 M) 

hemocytes was performed using the edgeR package. Distribution of the biological replicates was 

investigated [30] and analysis showed that treated (in red) and untreated samples (in black) are 

distinctly clustered (Fig . 4A). DGE analysis was performed on 117,290 contigs out of a total 1112 

with 84 downregulated and 1028 up-regulated (Fig . 48). The heatmap analysis showed that 

treated and non-treated replicates are two distinct clusters represented by the contrai and the 

exposed samples (Fig . 4C). Three differentially expressed groups of genes have been identified 

based on the heatmap analysis. BlastX analysis showed that 664 out of 1112 contigs have been 

annotated when BlastX was performed against GenBank database (Table S1 ). DGE annotated 

contigs were represented as 18.82% of uncharacterized protein, 2.26% of HSP, 1.65% and 1.5% 

of IAP1 and XIAP respectively and 0.9%, 0.75% and 0.75% of HS24M, BIRC3 and HELZ2 

respectively. The most over and under-expressed genes were H5p (Log_FC = 11.307) and GLGB 

(alpha-glucan-branching enzyme, log_FC. 11.046), respectively. To identify the molecular 

mechanisms by which hemocytes genes were differentially regulated, all expressed genes were 

mapped to the KEGG database. Data showed that 371 had a KO number which represented 270 

unique KO. Therefore, 244 different KEGG pathways were identified with 31 hits for metabolic 

process (ko011 OO), 11 hits for lysosome (ko04142) and protein processing in endoplasmic 

reticulum (ko04141 ). Phagosome and apoptotic pathways had 4 and 8 hits respectively. 
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2.3.5 Phagocytosis-related genes and biomarkers 

RNA-seq analysis enables to explore a huge amount of genes involved in multiple cell pathways. 

ln this study, we have focused our interested on transcripts differentially expressed involved in 

mussels' immune systems. We have also selected three housekeeping genes (Fig. 5-A) to validate 

our mode!. 
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Figure 5: Gene expression in log2(RPKM) of A-Housekeeping genes, B-lmmuno-related transcripts, C- ECM / 
Cytoskeletal-related transcripts and D- Stress responses-related transcripts (* = statistical difference between 
OM and 10-3M, with a p-value < 0.05, Mean ± SD; abbreviation: RPKM = read per kilobase million, ECM =extra
cellular protein matrix). 

Cd2
+. uses calcium channels to enter into the cells. Furthermore, it can bind to membrane 

receptors using Ca2.-binding sites through calmodulin (Calm) proteins. ln marine invertebrates, 

the roles and functions of calm-regulated Ca2. were reported in mussels [31] and oysters [32 ,33]. 

Recently, it was shown that the expression of Calm gene increased after exposure of oysters' 

hemocytes to 10 and 25 mg/Lof zinc and 5, 25, 50 mg/Lof Pb [34] . ln our study, Calm mRNA 

level in the blue musse! hemocytes was higher after exposure to 10-3 M Cd ( 112.41 mg of Cd2+. 

per L 1) (Fig . 5-B). Changes in the expression of Calm gene due to metal exposure can also 

interfere with the cytoskeletal architecture due to the interaction between Calm and actin 

molecules, which play a key role in the phagocytosis activities of hemocytes [34,35]. 
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ln bivalves, the phagocytosis invoked specific membrane receptors known as pattern recognition 

receptors (PRRs). 

Four PRRs were identified TLR2-like, TLR4-like, TLR3 and RIG-1. TLR2-like and TLR4-like are 

part of phagosome pathways (Fig . 4). TLR2, TLR 3 and RIG-1 were overexpressed in cells 

exposed to 10-3 M of Cd, while TLR4-like was under-expressed (Fig. 5-B). TLRs play key raies in 

detecting non-self-antigens and immune system activation. The interaction between TLRs and 

metals is not well described. However, in a recent study, Balbi et al. [36] have shown a decrease 

of TLR isoform gene expression in M. galloprovincialis exposed to 1 OO mg/L of Cd associated to 

Ti02 nanoparticles. Furthermore, Meng et al. [37] have observed differential expression of TLR 

(TLR1 to 4 and TLR7/8) gene and a down-regulation of RIG-1 in Mizuhopecten yessoensis (M. 

yessoensis) gills exposed to 0.1 mg/Lof copper. Although several studies have shown the effects 

of metal-based nanoparticles on innate immunity via TLR signalling pathways [38,39], to the best 

of our knowledge, no study has been performedon the effect of Cd on TLR gene expression. 

Furthermore, TLRs activate cell-signalling cascades through MyD88 (myeloid differentiation 

primary response 88)-dependent and MyD88-independent pathways resulting in the induction of 

various cytokines such as TNF and interleukin (such as IL-17 e Fig_ 5-B) [40,41]. Several 

transcripts involved in MYDD88-dependent pathways have been identified in our libraries such as 

DRP1, CREB, IAPs, CAS8 and MYD88 (Fig. 5-B and D). Once PRR have recognized PAMPs or 

foreign bodies, immune cells migrate towards them. This step involves hemocytes migration, 

increase in ion transport membrane activity, focal adhesion formation sites composed of 

extracellular matrix protein (ECM) and cytoskeletal reorganization. ln our study, TSP-5 (aise 

known as cartilage oligomeric matrix protein COMP or THBS5), a calcium binding protein that 

interacts with ECM components [42] was found to be modulated by Cd (THBS5: log 2(RPKM) = 

15.5 for Cd exposed cells against 10.9 for non-exposed). Another matrix protein, NAS13, was 

found to be regulated by Cd. NAS13, is a metalloprotease from the matrix metalloproteinases 

(MMPs) family, that plays pivotai roles in cell differentiation and motility, as well as in inflammation 

and wound healing [43,44]. lt possesses an ion binding site and its activity is regulated by divalent 

ions such as Zn2 . or Ca2 . (which could be displayed by Cd2+.) [43]. Our results showed that Cd 

down-regulated NAS13 gene expression. ln sea urchins, it has been shown that MMPs activities 

were partially inhibited in presence of 10 mM of Mg2
. [45]. lt has been suggested that molluscan 

hemocytes may be involved in ECM deposition and remodeling. Therefore, MMPs could be 

modulated by endogenous factors involved in inflammatory response such as cytokines and 

growth factors [43,46,47] . 
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After cell migration, phagocytosis is initiated, thus activating actin-dependent cytoskeletal 

changes. Actin polymerization is responsible for the formation of pseudopod pratrusions araund 

the pathogens [48]. 

Previous studies showed that mussel hemocytes lose their pseudopodia when exposed to 1 OO 

mMof Cd [49] . Therefore, our results confirm previous findings. 

ln presence of Cd , Act was found to be overexpressed (Fig. 5-C). lt has been suggested that 

metals such as Cd and Cu could bind directly to cytoskeletal prateins followed by their 

denaturation [50] . The creation and maturation of phagosome is the next step of phagocytosis 

(Fig. 3). Rho prateins, such as CDC42, are involved into phagosome maturation and formation 

pathogen clearance [51 ,52] . Even though the raie of CDC42 in phagocytic activities in bivalve 

hemocytes has not been described, it has been speculated that CDC42 regulates several 

pracesses during phagocytosis such as pseudopod extension and its activation during 

phagocytosis [53] . ln our study, CDC42 was over-expressed in Cd-exposed cells compared to 

non-exposed cells (Fig . 5-C). Furthermore, CDC42 plays a main raie in different immune-related 

functions such as activation of Fcg receptor (FcgR)-mediated phagocytosis, Pl 3- kinase pathway, 

and activation of JNK and p38 MAP kinases. Ding et al. [54] , found that many transcripts are 

involved in that pathway in scallops' cells suggesting that these genes seem to be present in 

mollusk. Besides, CDC42 has been shown to activate PAK kinases indicating that GTP-binding 

prateins may have a raie in mediating signalling pathways related to JNK and/or p38 MAP kinases 

[55] . ln our study, several members of the Fe-gamma R-mediated phagocytosis pathways have 

been identified such as CDC42, PKDC, SPHK and ARF6 (Fig. 5-C). Peng et al. [56] have shown 

that CDC42 was activated in shrimp after 6 h of exposure to 8.50 mM of Cd2+ .. Shrimps lacking 

CDC42 did not express MAPKs after 24 h of Cd exposure and CDC42-suppressed cells expressed 

more cells mortality and inhibition of MAPK pathways, [56] . The authors suggested that CDC42 

might play a very important raie in apoptosis regulation in shrimp. Similarly, in our study, we have 

found CDC42 to be overexpressed in cells presenting less phagocytosis and strang cell death. 

We can hypothesize that cells exposed to Cd stopped their phagocytosis function and induced 

apoptosis cell death. 

We have shown the effects of Cd on hemocytes phagocytic function through gene expression 

modulation but to validate our model, traditional markers (involved in DNA damage, apoptosis and 

stress responses) used in metal exposure were also investigated. lt is well known that Cd is a 

genotoxic compound that damages DNA [57,58]. ln M. yessoensis [59] and Corbicu/ajaponica (C. 

japonica) [60] the level of DNA damage was higher in gill cells exposed to 0.3 mg/L Cd for 4 days. 

101 



DNA damage then leads to the induction of DNA repair genes such as GADD45 or pro-apoptosis 

genes such as CAS8 [61] . ln this study, GADD45 was over-expressed in cells exposed to Cd (log2 

(RPKM) . 8.2 for non-exposed and log2 (RPKM) = 11.5 for Cd-exposed cells). The growth arrest 

and DNA damage inducible gene (GADD45) is activated by UV radiations, chemotherapeutic 

agents and growth factors [62] . lt participates in nuclear excision repair (NER) [62] . 

ln response to DNA damage, GADD45 plays an important raie in repairing DNA [63,64] and it is 

an important cell cycle checkpoint protein that arrests the cell cycle [65] to avoid proliferation of 

mutated cells. However, if the damage cannot be repaired, cells will undergo apoptosis. Caspase 

8 (CAS8), an apoptotic initiator that cleaves and activates caspase effectors (caspase 3, 6 and 7) 

[66], was over-expressed in cells exposed to Cd (log2 (RPKM) . 10.4 and log2 (RPKM) . 6.4 for 

non-exposed cells). CAS8 is an initiator and an essential component of the extrinsic cell death 

pathway initiated by TNF family members [37] . ln response to the activation of the TNF family 

death receptors, CAS8 is recruited by death-inducing signalling complex mechanisms [37,67,68]. 

ln vertebrates, it has been shown that Cd exposure resulted in apoptosis in a variety of cell types 

[69,70] . To regulate apoptosis, a number of anti-apoptotic proteins has been found among which 

IAP1 (Fig. 5-D). IAP1 proteins contribute significantly to cell death regulation by suppressing 

apoptosis, activating death receptors, promoting mitochondrial permeability and influencing other 

mediators of apoptosis [71] . Apoptotic process in mollusks is well described by Refs. [66,72]. ln 

M. galloprovincialis [67] and in C. gigas [73] , it has been shown that apoptosis is induced during 

phagocytosis and metals exposure. 

lt is well documented that Cd induces the expression of genes involved in stress such as heat 

shock proteins (HSP), glutathione-Stransferase (GST}, and genes involved in oxidative stress 

response such as SOD [7 4]. Previous studies showed that SOD and GST gene expression levels 

were used as biomarkers in mussels [75, 76] and their expression was modulated in bivalves and 

fish after Cd treatment [77] . ln this study, expression levels of SOD and GST gene were higher in 

hemocytes exposed to Cd (Fig . 5-D). Fang et al. [77] showed similar results in clams after 7 days 

of Cd exposure and Koutsogiannaki et al. [78] observed an up-regulation of SOD gene expression 

in M. galloprovincialis cells exposed to 5 mM of Cd for 30 min. GST was also up-regulated when 

cells were exposed to 200 mg/L [79] . The decrease of cell phagocytosis and viability when 

exposed to 10-3 M Cd cou Id be the cell response to the increase of ROS and oxidative stress. We 

can stipulate that hemocytes overexpress SOD and GST genes to protect themselves against the 

Cd toxicity. Cells can also reduce Cd toxicity by purging or transforming it using different proteins 

such as ABC transporter or CYP proteins [80,86] . 
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A recent study has identified and classified most of molluscan CYP sequences into CYP1, CYP2 

and CYP2-like groups, which are involved in xenobiotic response mechanisms [80,81] . ln different 

scallop tissues, M. yessoensis, nine transcripts corresponding to CYP450 were up-regulated in 

presence of Cd [82], while in Manila clams exposed to multiple contaminants, CYP2C8 was up

regulated in the digestive gland [83] . ln this study, CYP2C8 was up-regulated in cells exposed to 

Cd (log2 (RPKM). 15.5) in comparison to the contrai (log2 (RPKM) = 11.5). 

To the best of our knowledge, no study has shown a differential regulation of CYP2C8 gene by 

metals specifically in bivalve hemocytes. ABC transporters encode the MXR/MDRs, a superfamily 

of transporters responsible for the transport of a wide variety of compounds across biological 

membranes [85]. The role of ABC transport proteins in Cd disposition/resistance has been recently 

suggested in fish and invertebrate models [86] . MRP1 is part of the multi xenobiotic resistance 

proteins (MRX), which play a key role in the chemical detoxification system including heavy 

metals, such as arsenite, antimony and Cd [87] . For instance, Della Torre et al. [86] showed that 

abcc-like/MRP1 was upregulated in M. galloprovincialis hemocytes exposed to 0.4 mM of Cd. ln 

this study, expression of MRP1 was two times higher in Cd-exposed hemocytes (log2 (RPKM) = 
15) than in non- exposed hemocytes (log2 (RPKM) = 8). lt has been found that MRP1 are more 

expressed in hemocytes probably due to the high number of lysosomes. Avery high MXR activity 

has been found in hemocyte lysosomes, where large amounts of metals such as Cd are 

accumulated for the subsequent excretion of the metal-rich residual bodies [84,88]. lt has been 

suggested that intracellular MXR transports metals ion into lysosomes to be accumulated and 

stored in order to reduce their toxicity. HSP70, a cytosolic protein induced by multiples factors as 

thermal stress, metal contamination, and bacterial infection was used as a marker in several 

biomonitoring studies [89] . ln immune systems, HSP70 maintains phagocytic cell integrity either 

by repairing damage or safeguarding against autolysis and apoptosis. Most commonly, HSP70 

gene in bivalve mollusks is up-regulated by exposure to low-level concentrations of metals [90] . 

Taylor et al. [90] observed an over-expression of HSP70 in hemocytes of oysters exposed to 1 OO 

mg/L of CdCl2 for 24 h. ln our study, HSP70was up regulated in hemocytes exposed to 10-3 M of 

Cd (log2 (RPKM) = 15 for exposed-cells and 6.25 for non-exposed ce lis). This is in agreement with 

previous findings in which HSPs mRNA levels increased in scallops exposed to 0.05, 0.1, or 0.2 

ppm Cd for 20 days. 

103 



2.4 Conclusion 

ln this study, an in vitro model was investigated to assess the effects of Cd on hemocyte 

phagocytosis and the regulation of molecular pathways. Our model showed that Cd at a 

concentration of 10-3 M decreased the phagocytic ability of cells and induced their mortality. 

Transcriptome analysis showed that several genes were up-regulated by Cd such as TLRs, 

NAS13, actin or RIG-1. Genes such as GST, HSP70, SOD commonly used as biomarkers were 

induced by Cd confirming that hemocytes molecular pathways were indeed regulated after 

exposure to Cd. Besides these conventional marker genes, several transcripts involved in 

phagocytosis and apoptosis were identified as regulated by Cd. This model provides a 

comprehensive understanding of the main molecular mechanisms affected by the exposure of 

hemocytes to Cd. Therefore, these transcripts could be used as potential additional markers to 

monitor the health status of blue mussels in aquatic systems facing metal contamination exposure. 
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1 RÉSUMÉ EN FRANÇAIS 

La toxicité du cadmium (Cd) représente une menace importante pour la vie humaine et les 

écosystèmes aquatique. En raison de sa large répartition géographique et de sa capacité à 

accumuler des x$nobiotiques, M. edulis est largement utilisée comme organisme sentinelle pour 

surveiller la santé des écosystèmes côtiers. Nos études précédentes ont montré que l'exposition 

in vitro des hémocytes de M. edulis au Cd inhibait leurs activités phagocytaires. Dans ce travail, 

nous avons étudié les voies moléculaires associées à ces effets et identifié des marqueurs 

moléculaires susceptibles d'être utilisés pour surveiller la toxicité du Cd des écosystèmes 

aquatiques. Plus précisément, nous avons: 1) identifié 12 transcrits dont les niveaux d'expression 

ont été modulés suite à une exposition au Cd, 2) validé leur expression par RT-qPCR et 3) corrélé 

leurs niveaux d'expression avec la phagocytose et la viabilité cellulaire. Les 12 transcripts 

comprenaient trois transcripts associés aux réponses au stress ( SOD, HSP70 et CYP2C8), trois 

associés à la réparation des dommages à l'ADN et à l'apoptose (GADD45, XIAP et CAS8), quatre 

transcrits liés à l'immunité (TLR2-like, TLR3, TLR4-like, RIG-1 et NAS13), et un à la voie 

dépendante du calcium (CALM). Nous avons constaté que les taux d'expression étaient plus 

élevés pour les gènes HSP70, GYP, SOD, TLR, GADD45 et XIAP dans les hémocytes et étaient 

en corrélation positive avec l'exposition au Cd et inversement corrélés avec la viabilité cellulaire 

et la phagocytose. D'un point de vue méthodologique, nous avons également constaté que les 

technologies RT-qPCR et la méthode DGE étaient significativement corrélées et aboutissaient à 

des modèles d'expression des gènes similaires. En résumé, nous avons identifié une nouvelle 

signature d'expression génique associée à des fonctions cellulaires altérées dans hémocytes 

suite à une exposition au Cd. Cependant, d'autres recherches seront nécessaires afin de valider 

le potentiel de cette signature en tant qu'outil d'évaluation de l'état et de la santé des écosystèmes 

aquatiques marins. 
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ABSTRACT: 

Cadmium (Cd) toxicity represents an important threat to human lite and aquatic ecosystems. The 

development of molecular biomarkers is thus critically needed for long-term monitoring of aquatic 

organisms' health status. Because of its wide geographical distribution and its capacity to 

accumulate xenobiotics, M. edulis is widely used as a sentine! organism to monitor the health of 

coastal ecosystems. ln the present work, we have investigated the molecular pathways 

associated to phagocytosis and identified putative molecular biomarkers that could be used to 

monitor Cd toxicity of aquatic ecosystems. More specifically, we have: 1) identified 12 transcripts 

whose expression levels were modulated following Cd exposure, 2) validated their expression by 

RT-qPCR and 3) correlated their expression levels with phagocytosis and cell viability. The 12 

transcripts included three transcripts associated with stress responses ( SOD, HSP70 and 

CYP2CB), three associated with DNA damage repair and apoptosis ( GADD45, XIAP and CASB), 

four immuno-related transcripts ( TLR2-like, TLR3, TLR4-like, RJG-1 and NAS13), and one calcium

dependent pathway (CALM). We found that higher expression levels of HSP70, GYP, SOD, TLR, 

GADD45 and XIAP genes in hemocytes positively correlated with Cd exposure and inversely 

correlated with cell viability and phagocytosis. From a methodological perspective, we also found 

that both RT-qPCR and differential gene expression methods (DGE) technologies were 

significantly correlated and resulted in similar gene expression patterns. ln summary, we identified 

a novel gene expression signature associated with impaired cellular functions of hemocytes 

following Cd exposure. Further investigations will be needed to validate the potential of this 

signature as a tool for assessing the status and health of aquatic marine ecosystems. 

KEYWORDS 

Cadmium, mussel, molluscs, innate immune system, gene expression, RT-qPCR, apoptosis, 

hemocytes 
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2.1 Introduction 

The blue mussel M. edulis is commonly used as a sentine! species to study the effect of heavy 

metals in marine environments. This bivalve is sedentary, relatively easy to maintain in 

laboratories, accessible, abundant, globally spread and it filters large quantity of contaminated 

water (Cuevas et al., 2015). Therefore, M. edu/is has been used in several ecotoxicological studies 

and large scale biomonitoring programs, such as Mussel Watch (Kimbrough et al., 2008). The 

immune system of bivalves consists of both cellular and humoral components where hemocytes 

play a central role, mainly by performing phagocytosis, a multistep process involving multiple 

signaling pathways and proteins. Phagocytosis is triggered upon recognition of pathogen

associated molecular patterns (PAMPs) by intra and extra cellular receptors. The toll like-receptors 

(TLRs) and retinoic acid-inducible 1-like receptors (RLRs) are part of the pattern recognition 

receptors (PRRs) and their main function is to recognize PAMPs structures present in 

microorganisms (Costa et al., 2009). Their involvement in innate immunity against pathogens has 

been extensively documented to play dual roles in recognition of foreigner molecules and signaling 

transduction of innate immune responses (Song et al., 2016). 

Cadmium (Cd) is a persistent environmental pollutant well known for its deleterious effects on the 

immune response of aquatic bivalves (Apeti et al., 2010; Evariste et al., 2017). As a bivalent 

cationic element, Cd penetrates cells through cellular membrane Ca2+ channels and binds to 

cytoplasmic and nuclear molecules (Thévenod, 2009). This alteration of intracellular levels of 

calcium ion can cause apoptosis (Wang et al. , 2008). lt has been documented that cadmium

induced carcinogenesis. Many other studies have revealed a strong association between XIAP 

expression levels and carcinogenesis. Elevated XIAP protein expression is described in a number 

of cancers (Golovine et al., 2010). Once inside the cells, Cd induces the formation of reactive 

oxygen species (ROS), antioxidant enzymes, or DNA damages. Several genes encoding proteins 

involved in oxidative stress (e.g . superoxide dismutase, catalase, glutathione-s-transferase) and 

resistance (e.g. cytochrome p450, metallothionein, multidrug resistance protein) as well as HSP70 

have already been studied in hemocytes bivalves exposed to xenobiotics such as Cd (Mello et al. , 

2012; Rola et al., 2012; Ruiz et al., 2012). Another gene implicated in the signaling of physiological 

or environmental stress is GADD45. GADD45 provides information about cell cycle arrest, DNA 

repair, cell survival and senescence, or apoptosis. 
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lt has been already shown induction of GADD45 related to genotoxic stress in presence of Cd in 

mussels (Arini et al., 2015; Varatto et al., 2013). However, effect of Cd exposure on the modulation 

of TLRs remains not very well understood. 

Our previous study showed that in vitro exposure to 10-3M of Cd suppressed bath hemocytes 

viability and phagocytosis (Granger Joly de Boissel et al., 2017). ln the present work, we have 

validated the expression of specific molecular targets in Cd-exposed hemocytes and investigated 

their putative raie in M. edulis immune response following exposure to Cd, focusing on expression 

of genes involved in immune system, apoptosis, DNA damage and calcium pathway systems, 

such as toll-like receptors (TLRs), retinoic acid-inducible 1-like receptors (RLRs); caspases 

( CASP8), X-linked inhibitor of apoptosis pratein (X/AP), the grawth arrest and DNA damage 

( GADD45) and calmodulin (Calm). 

2.2 Materials and methodology 

2.2.1 ln vitro test, transcriptome assembly, annotation and differential gene 

expression (DGE) 

The in vitro tests to expose cells to cadmium was done as it is described in (Granger Joly de 

Boissel et al., 2017). Concentration fram 1 o-3M to 1 o-9M were used to exposed mussels' cells to 

cadmium and a contrai (non-exposed cells) was used. Based on the results obtained for the 

phagocytosis activity and cell viability, a de novo transcriptome was built based on sequences 

obtained from RNA extracted from non-exposed and 1 o-3M exposed-cells. For the procedure of 

the de novo assemb/y, see Granger Joly de Boissel et al., 2017. Once the transcriptome was 

obtained, a DGE analysis was carried out to compare gene expression between non-treated and 

1 o-3M treated cells. A pre-functional annotation was done for the whole de novo transcriptome and 

expressed transcripts. ln this study, the GO terms annotation for expressed genes was reviewed. 

The functional annotation of molecular pathways was performed using Onthology terms (GO) and 

KEGG pathways with Panther (Mi et al., 2016), UniProt (Apweiler et al., 2004) and KEGG 

(Kanehisa et al., 2017; Laboratories, 2014) web sites. GO terms, GO-slimmer terms and KO 

number were used to highlight changes in immunological pathways induced by Cd (Carbon et al., 

2009) but only painting genes involved in the immune system pracess (G0:0002376), 

cytoskeleton (G0:0005856), response to stress (G0:0006950), cell adhesion (G0:0007155), cell 

death (G0:0008219), oxidoreductase activity (G0:0016491) and cell motility (G0:0048870) 
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2.2.2 Real-time reverse transcription quantitative PCR (RT-qPCR) analysis 

Twelve targeted contigs and two housekeeping were selected based on their relevant roles in the 

innate immunity in mollusks. The housekeeping was selected based on their expression obtained 

during RNA-seq and DGE analysis. Primers were designed using defaults parameters in Primers3 

and purchase from Sigma-Aldrich (Oakville, Ontario) (Table 1). RT-qPCR optimisation and 

efficiency were evaluated for each set of primers based on the he Minimum Information for 

Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments (MIQE Guidelines) (Bustin et al., 2009). 

Total mRNA was extracted from freshly-collected hemocytes using the MiniKit Qiagen (Qiagen, 

Canada). To avoid any DNA contamination, genomic DNA were removed using the Turbo DNase 

kit. RNA was reverse transcribed into cDNA using High Capacity cDNA reverse transcription kit 

(Thermo-Fisher) following the manufacturer's procedure. Mixture solution was prepared using 10X 

RT buffer, 25X dNTP, 1 OX RT random primers, MultiScribe Reverse Transcriptase, and 

Ultra Pure TM DNase/RNase-Free Distilled Water according to the manufacture recommendations. 

RNA was added to each well to get a 20 µL final volume. Retro-transcription was carried out at 

25°C for 10 min, then 37°C for 120 min and finally 85°C for 5 min using a thermocycler (Bio-Rad 

MyCycler Thermal Cycler PCR). RT-qPCR specificity was carried out with a LightCycler® 480 

(Roche , Canada). To ensure primer specificity, melting temperature curves were determined for 

each amplicon. RT-qPCR products were run on a 0.5% agarose gel to visualize the bands and 

ensure a unique band is amplified. qPCR reaction (QuantiFast SYBR Gre~n PCR Kit, Qiagen) 

was performed mixing 12.5 µLof 2X SYBRGreen PCR Mix (1X Mg 2+), 2.50 µLof primers (1µM) 

and 5.5 µLof UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Water. Finally, 2 µI of cDNA was added to 

each reaction mixture. qPCR cycling steps were 5 min at 95°C followed by 40 cycles at 95°C for 

10s and 60°C for 30s with a single acquisition. A final melting curve analysis was performed using 

95°C during 5s, 65°C during 60 s and 97°C with a continuous acquisition. Standard curves 

analysis was performed for each set of primers to evaluate the efficiency. The slope of each 

standard curve was used to calculate the percentage of qPCR efficiency (Supplementary data -

51 ). A five time 10-fold serial dilution was prepared by diluting cDNA pool sample into Ultra Pure TM 

DNase/RNase-Free distilled water. Four replicates per dilution were performed for each set of 

primers. Cycling qPCR steps were 5 min at 95°C followed by 40 cycles at 95°C for 1 Os and 60°C 

for 30s with a single acquisition followed by a melting curve analysis post run to check for PCR 

product specificity. Except for TLR-F and RIG-1, the annealing temperature was 62°C instead of 

60°C. 
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2.2.3 Differential Gene Expression (DGE) analysis and rt-qPCR. 

Gene expression levels evaluated by RNA-seq (LogFC$DGE) were validated using RT-qPCR. 

Gene expression levels as measured by RT-qPCR were expressed as log base 2 of Fold Change 

(FC) (Livak and Schmittgen, 2001 ). According to Livak and Schmittgen (2001 ), the delta CT (.llCT) 

value was calculated by subtracting the averaged threshold cycle (CT) value of the two 

housekeeping genes (EF1 G and SNX14) from the CT value of the target gene (Livak and 

Schmittgen, 2001, Supplementary data - 51). 

2.2.4 Statistical analysis 

Statistical analyses were carried out using the RStudio 3.2.3 software (Team, 2015). DGE 

enrichment was performed using Bioconductor - edgeR package based on exactîest. Gene 

Ontology (GO) terms were assigned by GO Amigo (Carbon et al., 2009). Pearson's correlation 

was used to correlate differential gene expression obtained by bath DGE and RT-qPCR. For gene 

expression obtained by RT-qPCR, the normality of data distribution was checked on residues 

using the Shapiro-Wilk test. Variance homogeneity was evaluated using the Bartlett test. ln case 

of homogenous variance and normalized data, ANOVA analysis was performed, followed by the 

Tukey post-hoc test. Otherwise, data were analysed using the Kruskal-Wallis as a non-param~tric 

test. Principal component analysis followed by Pearson's correlation were performed using 

viability, phagocytosis (P1 and P3) and differential gene expression ( only RT-qPCR gene 

expression value statistically different were used). For all statistical test a p-value < 0,05 was used. 

123 



Tableau 1: List of primers, annealing temperatures (°C) and RTqPCR efficiency (%) 

Gene Na me Forward 

EF1G 

Reverse 
Annealing 

tempe rature 
qPCR 
efficiency (%) 

Elongation factor 1 - 1 aaagctcaaattgcagcgga -! -at_g_c~atct~~t~~~gctgt l 60,00 ! 105 
gamma ; ; ; 

1----·-----·----------- ---------4-------------·-·--·------------·-----------··--·-----------···------------ ···----------·--·····--·-------------·-·---------------·----·-- -----1---------------- -----------------------------------·········r-·----------·----·------·-·------------·--------1---------·---·--------·----------·-···--· ! 

1 

_ ·--~°-~~ng-~~xin-14____ 1 agaggcgaggat_cagatgtg 1 atcttcaccaccaccagagg 160,00 1 110 1 
SNX14 

::::; ············· I ;~~~îi~~~:.:~~ :~~:~;:;;.~·- -1-~~~;:~::;~~;d:~:~~ '··--f ~;-----j 
Glutathione s- J ! ! i l 

t f 
. (

3
) ttgctggtagaggaagaggc i gcctgccagtctctcatctt ! 60,00 ! 96 

rans erase p1 : ! i ; 

' ~~~c~, - H • J;~;:x~~~:;i~.~~;~~~ ~:,;;;~;~;;;;;~~;~;~~; 1 ~~~;~;;i~~~;c~r~;~ ... r~~- - -----1 
Calmodulin I gcaacggttatgtcagtgc i tcatccacctcttcgtctg l 60,00 ! 107 ! 

• 1 : 1 

GST 

CALM 

•-:~~;~; . +~;:~~ _1~:_:C_;~~:~~:~_··-·-_j~;~:=~~;~:~;~F~:: . m m t~~~------~ ~j 
1 l j l 

Astacin 13-like atgttttggccatggtgctc 1 gcccgtatcaagtcaggcat i 60,00 ! 102 

TLR3 J ~~Il ~ik~~ec~;~~-3 __ _,_g_a_a_a-gg_c_a_c_ga_c_tt_c_ct~ca_c_--+i -g-a-gc- t-cgcaccaagtttcat l so,oo f 109 ·---] 

NAS13 

TLR2-like Toll like receptor 2 1 caacatggcaagaatggaaagt 1 attgccatgctcatcgttgg 1 60,00 l 109 -1 
1 ·······-··-···-·-····-···--- ••••••• ·········-·····-··-·············-··-············-···· •• ·- ---• • -------- ----· ---- -- - ---- - -· .l. --- - --·-- . ----·-· -- - . -· . -· r' -· ·--·· -·--·--=r--· ! ______ - . : 

TLR4-like Toll like receptor 4 atcccaggtctgctctttgg 1 catgtgccggaactttgagg 62,00 b3 
1---····--·-·- ·- ···--- ·- ··-··-···· --- - -·-···---· -·- ·· --···--·-----·-- - ·-·----·---·----··--····---L----------------r-·----- ---

Retinoic acid-inducible 1 , ; 
RIG-1 

1 1
.k gcgaaccaaagtgacacgat ·

1 
tgctactagacggaagctgt i 62,00 : 93 

gene - 1 e '-·--------- ·- --· ··-·- _____ _:_ .. ·-··-- ·--- ___ . . .. ·- : 
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2.3 Results 

2.3.1 DGE annotation and selection of target transcripts 

ln our previous study, 352,976 contigs were obtained from M. edulis transcriptome of hemocytes 

exposed to Cd. From the 352,976 contigs, 1, 112 genes were found to be differentially regulated 

in hemocytes exposed to Cd (Granger Joly de Boissel et al., 2017). Here, we have categorized 

the differentially expressed genes into molecular functions, biological processes and cellular 

components using in silico analysis with AmiGO (Carbon et al., 2009). Our results showed that 

45.4% of total hits consisted of cellular components, followed by biological processes with 40. 7% 

and finally molecular functions with 13.8% of total hits. To facilitate transcripts analysis among 

these three groups, expressed genes were clustered into 149 different GO-slimmer terms. 

Slimmer terms with more than 1 OO hits are involved in immune system process (G0:0002376), 

response to stress (G0:0006950), cell adhesion (G0:0007155), cell death (G0:0008219), 

oxidoreductase activity (G0:0016491), cytoskeleton (G0:0005856) and cell motility 

(G0:0048870). 

A total of 184 out of 1, 112 transcripts were part of at least one of the slimmer terms listed above 

and the percentage of hits was recorded for each category (Fig. 1 ). Response to stress was the 

most represented category with 26% of totals hits, followed by cell death ( 19% ), immune systems 

process (16%) and finally cytoskeleton (15%). The most abundant transcripts were HSP70 (15 

contigs), followed by XIAP (10 contigs), BIRC3 and BIRC7 with 5 and 3 contigs respectively. 

Finally, sequences related to SOD, GST, and TLRs were each represented by 3 contigs. Based 

on this analysis, 12 possible annotated contigs were selected including HSP70, XIAP, SODCu/Zn 

(SOD), 3 TLRs (TLR3, TLR2-like and TLR4-like), RIG-1, CASPB, CYP2CB, GADD45a, CALM and 

Astacin-like (NAS13) for further analysis by RT-qPCR. 
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Figure 1: Gene Ontology (GO-Slimmer) hit percentage 

2.3.2 RT-qPCR analysis and comparison with DGE analysis 

19% 

Gene expression quantification of selected transcripts was validated by RT-qPCR using conditions 

that were optimized to achieve efficiency between 90 and 110% for all sets of primers (Table 1 ). 

Expression levels of housekeeping genes were compared between exposed and non-exposed 

conditions. No significant differences were found between both conditions (Supplementary data 

- 52). These housekeeping genes were thus used to study the relative expression of the selected 

genes. Our analysis showed that HSP70 (FC = 153.6) and CYP2CB (FC = 22.2) were the highest 

upregulated genes by Cd (Fig., 2A). Expression of immuno-related genes TLR 3 (FC = 55.8), 

TLR2-like (FC = 22.6), RIG-1 (FC=4.2) and Calm (FC =14.1) were significantly upregulated 

whereas TLR4-like (FC = 0, 19) and NAS13 (FC = 0,011) were down-regulated by Cd. Expressions 

of XIAP (FC=38), GADD45 (FC=10) and CasB (FC=2) genes involved in apoptosis and DNA 

damage regulation were also up-regulated by Cd. Although the regulation of all the selected genes 

was significant by DGE, expressions of CASB, TLR4-like and RIG-1 were not statistically different 

by RT-qPCR (Fig. 3A). 
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RT-qPCR data were then compared to DGE data analysed by RNAseq experiment (Granger Joly 

de Boissel et al., 2017). Overall, bath technologies provided similar differential gene expression 

patterns (Fig. 2A and 28, regression p < 0.001 ; Pearson's correlation coefficient R2 = 0.8857). 

For example, both technologies showed that NAS13 and TLR4-like were down-regulated whereas 

all remaining transcripts were up-regulated. ln both cases, CASPB, GA45G and R/G 1 were the 

lowest up-regulated genes whereas SOD and HSP70 were the highest up-regulated by RNAseq 

method. Sorne differences, however, were found between both procedures. For example, SOD 

was the highest up-regulated gene by RNA-seq whereas the highest up-regulated gene was 

represented by HSP70 using RT-qPCR. lt is noteworthy that for all the selected contigs, the log2FC 

was higher by RNA-seq than by RT-qPCR except for NAS13. Also, a higher data variability was 

observed with RT-qPCR than RNAseq technology for certain genes, including CASPB, CYP2C8, 

TLR3, XIAP, and HSP70. 
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Figure 2: A) Gene expression levels (Log2FC) obtained by DGE and RT-qPCR (Means ± SD for RT -qPCR results. 
p-value<0,05, nd= no statistical differences); B) Pearson's correlation (p-value<0,05) of gene expression 
obtained by DGE (DGE) and RT-qPCR (qPCR). 
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2.3.3 Principal component analysis (PCA) 

Principal component analysis (PCA) was next used to investigate possible relationships between 

expression levels, hemocytes function variables and treatment conditions (Yang et al. , 2011 ). Our 

data revealed that two main principal components explaining 86,5% of our total data variations, 

from which 71,5% of variations are explained by dimension 1 (Dim 1) and 15% of variations 

explained by dimension 2 (Dim 2) (Fig. 3). An individual map showed that two independent 

clusters were represented by samples exposed to Cd and contrais (Fig. 3A). Contrai samples 

were grouped within Dim 1 whereas Cd-exposed samples had a more dispersed distribution. The 

variable map represents variables and their contribution to the PCA in percentage (Fig. 38). The 

PCA analysis showed that the viability and phagocytosis were inversely correlated with gene 

expression data. NAS13 and CYP2C8 expressed genes contributed minimally to the PCA than 

the other transcripts (Supplementary data - 53). NAS13 was correlated with cell viability and 

phagocytosis whereas CYP2C8 was inversely correlated with both viability and phagocytosis. 

HSP70 transcript was inversely correlated with hemocyte functions as well as other transcripts 

associated with immune functions (TLR and Calm) and cell cycle (XIAP, GADD45) . lt is noteworthy 

that bath immune-related transcripts TLR and Calm as well as transcripts associated with cell 

cycle were grouped in independent clusters. 

Correlations between different variables obtained by PCA analysis were performed using 

Pearson's test (Fig. 4). Four clusters were differentiated on the variable map (Fig. 38). Cluster 1 

included cell functions (phagocytosis P1/P3 and viability) and NAS13, cluster 2 included XIAP and 

GADD45 which are both involved in apoptosis and DNA damage (R2=0,95), cluster 3 was included 

TLRs and Calmodulin, which play a key role in hemocyte immune system (R2 = from 0.88 to 0.94) 

while cluster 4 was represented by HSP70 and CYP2C8, which are key regulators of stress 

functions (R2 = 0.91 ). Cluster 1 was inversely correlated with Clusters 3 and 4 (R2 ranging from -

0.71 to - 0.94). Clusters 2, 3 and 4 were positively correlated (R2 = 0.7-0.9) while no correlations 

were found between Clusters 1 and 2. Finally, SOO had no cluster and a negative correlation was 

recorded with viability (R2 = - 0.72). 
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2.4 Discussion 

Our previous study showed that Cd induced inhibition of phagocytosis. This inhibition was 

associated with a differential expression of genes involved in phagocytosis, detoxification and 

metabolic pathways (Granger Joly de Boissel et al., 2017). ln the present work, we have validated 

the expression of specific molecular targets in Cd-treated cells and investigated their putative role 

in M. edulis immune response, focusing on expression of genes involved in immune response, 

apoptosis, DNA damage and metabolism of calcium. This was accomplished using both RT-qPCR 

and DGE methods. Overall, both approaches resulted in similar gene expression patterns, as 

shown by a strong linear correlation. However, some differences of both approaches were 

highlighted. 

The difference of log2FC between RT-qPCR and DGE is possibly due to the intrinsic variations 

associated with both technologies. After optimizing the conditions, RT-qPCR was performed to 

quantify the expression levels for ail 12 genes, including three transcripts associated with stress 

responses ( SOD, HSP70 and CYP2C8), three transcripts involved in DNA damage repair and 

apoptosis ( GADD45, XIAP and CAS8), five immune-related transcripts ( TLR2-like, TLR3, TLR4-

like, RIG-1 and NAS13) and one in calcium-dependent pathway (CALM). The data were 

normalized to the housekeeping gene expression levels. 

Cd exposure is well known for its ability to induce ROS such as superoxide ion, hydrogen peroxide, 

and hydroxyl radicals (Bagchi et al., 1997; Liu et al., 2009; Manca et al., 1994). ln our study, 

HSP70, SOD and CYP2C8 were over-expressed by 153-, 57- and 22-fold as compared to 

contrais. The main enzyme implicated in detoxification of ROS is SODCu/Zn (Regoli and Giuliani, 

2014 ). SOD genes in invertebrates are well known to be induced by various stressors like heavy 

metal exposure, microorganisms and organic pollutants (De Zoysa et al., 2009; Ni et al., 2007). 

Previous studies have shown that SOD acts as an antioxidant defense factor to protect bivalves 

against Cd or Hg toxicity (Fang et al., 2013, 2010). SOD gene expression has been induced in 

Mytilus galloprovincia/is (Regoli and Principato, 1995) and Crassostrea angulata (Funes et al., 

2006; Macias-Mayorga et al., 2015) and approximately by 5-fold in Ostrea vulgaris para-larvae 

exposed to 1 OO µg/L of Cd (Nicosia et al ., 2015). 

Another commonly used stress-response molecular biomarker in bivalves (Clayton et al. , 2000; 

Gao et al., 2007) is HSP70, another gene which expression is well known to be induced upon 

exposure to metals (Choi et al., 2008; lvanina et al., 2008),,_ 
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Several studies have confirmed a rapid expression of HSP70 genes in aquatic organisms as a 

result of osmotic (Smith et al., 1999), thermal (Piano et al., 2004, 2002), and stress exposure 

(Franzellitti and Fabbri, 2005; Piano et al., 2004). Here, we found that HSP70 was overexpressed 

by 153-fold. Similar observations were made in larvae of zebra mussel Dreissena polymorpha and 

in M. galloprovincialis gills exposed to Cd (Navarre et al., 2011; You et al., 2013). Our data thus 

support the relevance of using HSP70 gene as a biomarker for measuring Cd-induced stress in 

hemocytes of M. edulis. 

ln the present study, we found that CYP2C8 gene expression was induced by 22-fold in M. edu/is 

hemocytes following exposure to 1 o·3M Cd. CYP2C8 is a member of the CYP450 protein family. 

lt plays a key role in biotransformation of xenobiotics (Zanette et al., 2013, 2010). For instance, it 

has been shown that ROS induced by Cd would interact with AhR ligand, leading to an induction 

of AhR which in turn contrais most of the mechanisms involved in CYP induction (Elbekai and El

Kadi, 2004). Furthermore, the induction of AhR-dependant genes by ROS suggests that the co

exposition ROS/Cd may regulate the stability of enzymes involved in the xenobiotics 

biotransformation processes. These regulations could lead to a dysregulation of cell protection 

system as well as the antioxidant system mechanisms (Elbekai and El-Kadi, 2004). However, the 

lack of information about CYP2C8 roles and functions in mussels' hemocytes does not allow any 

further interpretation. 

Our data showing that GADD45 gene expression in hemocytes was induced by more than 10-fold 

following treatment with Cd is consistent observations in the zebra fish model (Chenet al., 2014) 

and in human cells where GADD45 is known to be induced following exposure to carcinogenic 

compounds that induce DNA damage (Scott et al., 2005). GADD45 also plays a role in cell 

differentiation, cell homeostasis, and stress response, as well as in growth contrai, cell cycle 

arrest, and cell proliferation (Chenet al., 2014; Liebermann and Hoffman, 2002). This suggests 

that Cd may alter vital cell functions, such as cell division, through DNA damage, and lead to 

apoptosis of hemocytes. ln addition to GADD45 induction, we also found that XIAP was over

expressed (by more 38-fold) in hemocytes of M. edu/is. XIAP is part of the IAP family and it is a 

protein with three zinc-binding baculovirus IAP repeat (BIR) domains. These demains are 

essential for the inhibitory activity of XIAP in apoptosis (Mufti et al., 2006). lnterestingly, induction 

of XIAP in bivalves has not been reported yet. XIAP is the only member of the IAP family that can 

directly inhibit the initiation phase as well as the execution phase of the caspase cascade. Whether 

induction of caspase and GADD45 is related to apoptosis and XIAP is induced to counteract 

apoptosis is an interesting possibility (Bauler, 2009). 
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Taken together, these results suggest that GADD45 and XIAP would be useful molecular makers 

to detect an altered balance of apoptotic signais in hemocytes exposed to Cd. 

TLRs are found throughout the animal kingdom and their signalling pathway is highly conserved. 

Here, a particular attention was paid to TLR2-like, TRL3 and TLR4-like, which have been identified 

in many species, including M. edulis, Cristaria plicata , Branchiostoma floridae, Xenopus laevis 

and Caenorhabditis elegans (Patnaik et al., 2016; Philipp et al., 2012). Our results showed that 

TLR2-/ike and TLR3 were bath up-regulated in Cd-treated hemocytes by more than 20- and 50-

fold respectively as compared to contrais. ln contrast, no significant changes were observed for 

TLR 4 and RIG-1. To our knowledge, the regulation of TLRs genes by Cd has never been 

investigated in bivalves. Previous studies in human and mouse cells have shown that metals and 

metallic nanoparticles can regulate TLRs gene expression. For instance, Schmidt et al. (2010) 

reported that Ni2+ was acting directly through TLR to trigger inflammation responses. Several types 

of nanoparticles (e.g., Ti02, ZnO, Zr02, and Ag) can also modulate immune responses via TLRs 

(Schmidt et al., 2010). Ti02 and Zr02 nanoparticles have been shown to increase TLR3, TLR7 

and TLR10 in human U-937 macrophages and that of TLR2 and TLR4 in mouse liver cells (Cui et 

al., 2011; Lucarelli et al., 2004). ln contrai human branchial epithelial cells (BEAS-28), three TLRs 

(TLR3, 4, 6) have been reported to be induced following exposure to Cd (Cartularo et al., 2016) 

while in NCl-H292 airway epithelial cells and primary cultures of normal nasal epithelial cells, Cd 

can lead to induction of TLR4 but not TLR2 (Song et al., 2016). These data open new avenues 

to investigate further the effect of Cd on TLR in hemocytes of M. edu/is. 

Calmodulin is well known for its ability to regulate cellular calcium metabolism (Friedberg and 

Rhoads, 2001; lkura and Ames, 2006; Li et al., 2004 ) .. ln this study, Calm was over-expressed 

more than 14 times in Cd-treated hemocytes. These results are reminiscent of those observed in 

hemocytes of S. glomerata treated with Zn (Taylor et al., 2015). These results suggest that Calm 

expression in hemocyte is sensitive to metals and may play a crucial raie in protecting the cells 

against metal contamination (Bao and Lin, 2010). Changes in the expression of Calm genes 

following metal exposure may lead to a disruption of the cytoskeletal cell architecture and possibly 

affect major cellular functions, including phagolysosomal activity in mollusks (Choong et al., 2014; 

Renault et al., 2011; Wang et al., 2010). Calm has also been linked to apoptosis, as suggested by 

Olofsson et al (2008) who showed that several apoptosis-inducing agents required Ca2
+, CaM and 

CaMK-11 to initiate apoptotic signaling (Choong et al., 2014; Olofsson et al., 2008). 
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ln summary, our study showed that Cd induces a differential expression of genes that play a key 

role in the immune system of M. edu/is hemocytes. Overall , Cd induced expression of HSP70, 

GYP, SOO, TLR, GADD45 and XIAP genes. 

Expression levels of these genes were inversely correlated with viability and phagocytosis. 

lnterestingly, the induction of GADD45 gene expression could be related to some level of DNA 

damages and possibly induction of apoptosis, as suggested in previous studies by induction of 

TLRs, MYDBB, CALM and CASB genes following Cd exposure (Aliprantis et al., 2000; lorns et al., 

2009; Salaun et al., 2007). lndeed, TLR2 and TLR4 induction could lead to MYDBB activation and 

recruitment of FADD (found in M. edulis transcriptome) receptor which can promote caspase 8, 

leading to apoptosis (MYDBB and CASB were overexpressed in M. edulis transcriptome -

Supplementary data - 54). Further studies are needed to investigate in details the molecular 

pathways leading to apoptosis following exposure to Cd. 
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2.6 Supplementary data 

51: Equation to calculate the efficiency and the log2FC (gene expression) 

Efficiency = ( 10-sl~pe - 1) * 100 

2H~et) of cadmium exposed samples 
log2 FC = log2 ( C ) ) 

2 -b.Ct of non - exposed samples 

52: Housekeeping genes expression 
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53: Contribution of vector in the PCA analysis 
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Contribution represent the average of contribution of each vector for both dimension: 

Contribution to Dim 1/2 = (C1 * Eig1) + (C2 * Eig2) 

C1/C2= contribution of variable to Dim1 (C1) and Dim 2 (C2) 

Eig1/2= eigenvalues of C1 and C2 respectively. 
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54: Toll-like receptor pathways induced by cadmium in M. edulis hemocytes 

Red boxes = up-regulated genes; green boxes = transcripts found in the whole M. edu/is transcriptome; pink box (TLR4) = down

regulated transcript and blue boxes = KEGG regular pathway. 
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CHAPITRE V 

DISCUSSION GÉNÉRALE 
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Dans cette étude nous nous sommes intéressés, d'un point de vue mécanistique, aux effets du 

Cd sur le système immunitaire de la moule bleue. Notre hypothèse de départ était la suivante 

« Le Cd peut moduler l'expression des gènes impliqués dans le système immunitaire de 

la moule bleue, M. edulis ». 

Pour vérifier notre hypothèse, nous avons dans un premier temps mis en place un modèle in vitro 

en utilisant les cellules du système immunitaire de la moule. Ce modèle a été fait pour étudier les 

effets du Cd sur la principale fonction des hémocytes : la phagocytose. En se basant sur les 

résultats obtenus, une approche transcriptomique a été utilisée pour explorer le transcriptome des 

hémocytes. Cette approche a permis de mettre en avant la modulation de certains gènes 

permettant le bon fonctionnement du processus phagocytaire (et ainsi de la défense immunitaire 

de l'organisme). Dans cette section, nous aborderons la mise en place du modèle in vitro et les 

effets du Cd sur les hémocytes. Puis nous survolerons le transcriptome des hémocytes tout en 

incluant les effets du Cd sur certains des marqueurs moléculaires immunitaires spécifiques non 

présentés et présentés dans les chapitres précédents. 
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1 LES EFFETS DU CADMIUM SUR LES FONCTIONS HÉMOCYTAIRES 

: MISE EN PLACE D'UN MODÈLE IN VITRO. 

Les modèles in vitro sont des outils performants pour étudier les effets globaux d'une substance 

ou les effets sur des fonctions/systèmes particuliers. Ces modèles permettent de déterminer le 

niveau de contamination, de générer des courbes dose-réponse, d'évaluer la toxicité d'un 

contaminant, de développer des outils analytiques, et ainsi fournir des résultats rapides mais 

simples (interprétations basiques). 

Dans notre étude, le but du modèle in vitro était de déterminer la concentration de Cd qui 

affecterait directement les fonctions phagocytaires des hémocytes sans engendrer une mortalité 

importante. 

1.1 Concentration de cadmium 

Les concentrations de cadmium utilisées dans notre étude ont été sélectionnées en se basant sur 

de préalables études publiées par Brousseau et al., 1999; Fournier et al. , 2002, 2000; Sauvé et 

al., 2002. Nous avons testé plusieurs concentrations (allant de 10-9 M jusqu'à 10-2 M) avec des 

concentrations intermédiaires (Annexe V). Nous n'avons pas obtenu de réponse significative pour 

la phagocytose pour les concentrations de Cd entre 10-9 M et 10-5 M ni pour 10-4 M et 5*10-4 M. À 

une concentration de 10-2 M, l'inhibition de la phagocytose (d'environ 80%) est accompagnée par 

une diminution de la viabilité très importante avec plus de 60% de mortalité cellulaire (Annexe V). 

Cette forte mortalité indique que les processus mis en place par les cellules sont plutôt des 

processus de survie ou d'apoptose. A cette concentration nous ne pouvons donc plus cibler la 

phagocytose. Cette concentration est donc trop forte et implique d'autre processus non 

phagocytaire, tandis qu'a 10-4 Met 5*10-4 M aucun effet n'a été observé. C'est pourquoi pour notre 

approche mécanistique nous avons sélectionné la concentration de 10-3M (chapitre Ill). Des 

résultats similaires sont observés pour différents bivalves exposés in vitro à différents métaux 

(Tableau 7). 
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Tableau 7: Effets in vitro du Cd sur les hémocytes provenant de diffèrents bivalves 

Espèce Comceritr:atior:1 Plilagoeytose % de mortalité 
IC50 

Ret:eremce 
phagoc~ose 

M. arenaria 10·4M et 10·3M .J..20% ~ 50% 6.9*10·5M 
(Brousseau 1 

et al., 1999) 1 

1 - - -- ----- - ---- ---- - - - - ---

M. edulis .J..20% - >10·3M 
M. arenaria .J, 30% - >10·3M 

(Sauvé et al. , 
M. polynyma 10-3M .J..35% - >10·3M 

2002) 
E. complanata .J, 50% - 1.2*10·3M 
D. polymorpha .J, 80% - 4.7*104 M 

(Caza et al., M. edulis 
A. ater 

10·4M et 10·3M 
.J, 75% - 50% 

.J, 75% - 50% 
~ 35% 

1 2015) - .... -1 
j 

1 ~ 20 % (EC50 
D. polymorpha 5*10-5 et 10·3M 

.J, 55% to 75% 

1 =4.7*1Q-3) 
3.71 *10·4M 

(Evariste et 1 

al ., 2017) , 

~-----~i -----~---_ J_ _ _ --- ---·-- -~--- ' 
Comme nous pouvons le constater dans le tableau , les IC50 (concentration inhibant l'activité 

phagocytaire à 50%) pour les différentes espèces varient autour de 10-4M et 10-3M. Dans notre 

étude (chapitre Ill) , la phagocytose a été inhibée d'environ 53% pour 10-3M accompagnée d'une 

mortalité cellulaire de 40%. D'un point de vue écologique, les concentrations utilisées dans notre 

étude et dans les études préalables présentées dans le tableau 4, ne sont pas de la meme 

grwandeur. En effet les doses utilisées dans les etudes sont plus importantes que les doses 

retrouvées chez les bivalves (chapitre 1 - Fig. 11 ). Cependant, pour des modèles d'exposition et 

pour des analyses mécanistiques, des concentrations engendrant des effets doivent être 

appliquées. C'est pourquoi les concentrations sont utilisées pour mettre en avant de nouveau 

biomarqueurs. 
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1.2 Milieu et temps d'exposition 

De nombreuses études utilisent une exposition directe des hémocytes. En effet, les hémocytes 

de bivalves sont directement prélevés de !'organismes et mis en contact avec les contaminants 

ou des échantillons environnementaux (Bouchard et al., 1999; Brousseau et al., 1999; Fournier 

et al., 2002). Ce mode d'exposition a été étudié plus en profondeur par Sauvé et ses 

collaborateurs (Sauvé et al., 2002). Ces derniers ont mesuré l'impact des différents milieux de 

culture cellulaire sur les capacités phagocytaires et la viabilité cellulaire des hémocytes de la myes 

commune, M. arenaria. Ils ont aussi étudié la cinétique des fonctions hémocytaires sur 24h 

(Annexe VI). Leurs résultats mettent en avant deux aspects importants que nous avons pris en 

compte pour notre modèle : 1) le milieu de culture qui favorise la phagocytose est le milieu 

d'origine des cellules, c'est à dire l'hémolymphe (a contrario des milieux tels que RPMl-1640) et 

2) le pic de l'activité phagocytaire s'obtient autour de 18h d'exposition avec une diminution au 

bout de 21 h. Ces derniers résultats indiquent que pour étudier la phagocytose, le temps 

d'exposition optimal est 18h-21 h. 

Basé sur ces résultats nous avons exposé les hémocytes de moules au cadmium pendant 21 h 

(le temps optimal pour la phagocytose) dans leur propre milieu (l'hémolymphe). 

Le modèle in vitro mis en place dans notre étude nous a permis de choisir avec précision la 

concentration d'exposition d'hémocytes pour notre approche transcriptomique. Les hémocytes 

présentant des modifications fonctionnelles sont les cellules exposées à 10-3M. Notre modèle 

nous a donc permis de sélectionner deux concentrations, OM et 1 o-3M, pour étudier les processus 

moléculaires via la transcriptomie et l'analyses du transcriptome des hémocytes de M. edulis 

exposés au Cd. 
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2 LES EFFETS DU CADMIUM AU NIVEAU MOLÉCULAIRE SUR LES 

PROCESSUS PHAGOCYTAIRES ET IMMUNITAIRES 

Les effets du Cd sur les fonctions hémocytaires ont été présenté dans les chapitres 111, IV et V. 

Dans ce chapitre nous avons essayé d'identifier les transcripts associés à ces fonctions. 

Nous avons porté une attention particulière aux transcripts impliqués dans la phagocytose. C'est 

un processus qui implique plusieurs étapes telles que la migration des hémocytes vers le site 

infecté ou l'agent étranger; la reconnaissance de l'agent étranger (par les senseurs de 

pathogène) ; !'endocytose et l'internalisation (nommée phagocytose) de l'agent (qui implique la 

migration du lysosome et la formation du phagolysosome) et la destruction de l'agent étranger. 

Nous discuterons ici des résultats obtenus aux différentes étapes de la phagocytose incluant ainsi 

la mobilité cellulaire, la reconnaissance des pathogènes, les voies de signalisations cellulaires, 

mais aussi de la cytotoxicité et de la génotoxicité du Cd. 

2.1 La migration des hémocytes 

Dans notre étude, nous avons identifié les effets du Cd sur des gènes participant à la migration 

hémocytaire. La première étape est l'activation des cellules phagocytaires lorsque des corps 

étrangers sont détectés par des PRRs. Les cellules immunitaires, qui sont mobiles, vont migrer 

vers le site infecté (Canesi et al., 2002; Cheikh Yosra et al., 2016). La migration cellulaire implique 

principalement quatre étapes bien décrites par Rioult, 2013. Cependant la clé de la migration et 

de !'endocytose est le réarrangement du cytosquelette de la cellule. Le cytosquelette des 

hémocytes est principalement composé de filament d'actine (G6mez-Mendikute and Cajaraville, 

2003). L'un des premiers évènements moléculaires lors de l'initiation de la migration est l'intense 

polymérisation de l'actine. Celle-ci va se concentrer sur la périphérie membranaire et va 

permettre, avec plusieurs autres molécules telles que CDC42, l'élongation et la formation de 

pseudopodes (qui permettrons, en plus de la migration , !'endocytose puis la phagocytose). Dans 

notre étude, 71 « nombres orthologues (KO) » ont été associés à la régulation de l'actine du 

cytosquelette (Annexe VII), parmi lesquels trois ont été surexprimés dans les hémocytes exposés 

au Cd : F-actin, CDC42 et APC. Dans le chapitre Ill nous avons abordé les effets du Cd sur 

l'actine et sur CDC42. 
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En effet, il a été mis en avant que le Cd pouvait provoquer la dépolymérisation des filaments 

d'actine empêchant ainsi la formation de protrusion ainsi que le remaniement du cytosquelette 

(Franchi and Ballarin, 2013; G6mez-Mendikute and Cajaraville, 2003; Matozzo et al., 2001 ). 

La ramification et la polymérisation de l'actine sont entraînées par l'activation du complexe Arp213 

dont l'activité est réglementée par les Rho GTPases, RAC et CDC42. L'Arp2/3 ainsi que CDC42 

ont, tous les deux, ét, identifiés dans le transcriptome des hémocytes. 

Le rôle de CDC42 dans l'activité phagocytaire n'a pas été décrit chez les bivalves mais a été 

abordé dans le chapitre Ill. Les protéines de la famille Rho, dont CDC42 fait partie, sont 

impliquées, non seulement dans la régulation de l'actine, mais aussi dans la formation des 

phagosomes et la formation des pseudopodes (Li et al., 2015; Nayak et al., 2013). En plus de ces 

fonctions, le CDC42 joue un rôle pivot dans l'activation du récepteur Fey (FcyR-mediated 

phagoctyosis), dans l'activation de la voie Pl3K ainsi que la voie des MAPK kinase ( « c-Jun N

terminal kinases (JNK) »et p38) (Granger Joly de Boissel et al., 2017). Même si la voie FcyR n'a 

pas été observée chez M. edulis, 32 membres de celle-ci ont été identifiés (Annexe VIII). Chez la 

coquille Saint Jacques, il a aussi été mis en avant la présence de transcrits prenant part à cette 

voie (Peng et al., 2015). Nos résultats suggèrent que cette voie peut être présente chez les 

mollusques mais son rôle et son fonctionnement restent encore mal connus. 

Nous avons aussi observé que deux gènes codant pour des molécules jouant un rôle essentiel 

dans les interactions entre les cellules et la « matrix extracellulaire (ECM) » ont été induits par le 

Cd. Ces résultats ont superficiellement été abordés dans le chapitre Ill et IV. Les interactions entre 

l'ECM et les cellules permettent la migration des cellules vers les sites d'infections via la formation 

de site d'adhésion focaux. Ces sites sont composés par plusieurs molécules telles que le 

collagène, les laminines, les intégrines ou encore les« thrombospondines (TPS) ». Il existe cinq 

TPS (TPS-1 à 5), dont la TPS-5 (connue aussi sous le nom de COMP). Les TPS sont des 

glycoprotéines matricielle (qui interagissent avec les autres composants et assurent la liaison 

cellule-ECM) dépendantes du calcium qui modulent le comportement cellulaire, la cicatrisation 

des plaies et l'induction du système immunitaire (Sun et al., 2006; Tan and Lawler, 2009). Leur 

rôle chez les bivalves est mal connu mais il semblerait que TPS-5 pourrait activer la voie 

alternative et le système complémentaire du système immunitaire (Happonen et al., 2012, 2010). 

Dans notre étude, le gène de TPS-5 a été induit par le Cd (chapitre Ill). 
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Une induction pourrait indiquer plusieurs effets : 1) la perte de ECM et des interactions cellule

ECM ce qui impliquerait une diminution de la migration de cellule vers le site infecté ou vers la 

plaie d'où une sur expression de TPS-5 pour compenser ces pertes 2) l'induction du système 

complémentaire afin de protéger l'organisme. Il a été démontré qu'une mauvaise dégradation des 

ECM est associée à de nombreuses maladies chez les mollusques (Ziegler et al., 2002). Les 

« métalloprotéines matricielle (MMPs) » sont un groupe enzymatique qui ont pour rôle de 

dégrader les composants des ECM pour permettre le renouvellement de celle-ci (Mannello et al., 

2001 ). Les MMPs ont été identifiées dans les hémocytes de C. virginica (Ziegler et al., 2002), M. 

galloprovincialis Lam (Mannello et al., 2001 ), P. fucata (Kubota et al., 2017) et chez l'huitre C. 

gigas (Takagi et al., 2004). Dans notre étude, nous avons identifié 32 transcrits codant pour 

différentes MMPs, dont un codant pour la NAS 13. Ce transcrit a été surexprimé dans les 

hémocytes exposés au Cd (chapitre 111 et IV). 

L'induction de NAS 13 peut être due à plusieurs facteurs : 1) soit le Cd induit des effets sur les 

cellules et sur la production d'ECM ce qui provoque une surexpression de NAS13 pour augmenter 

le renouvellement de la ECM afin de maintenir un équilibre et une bonne mobilité cellulaire ; 2) 

soit le Cd interagit directement avec l'enzyme NAS13. En effet, les MMPs sont des protéines 

dépendantes du zinc et du calcium et possédant un site de liaison métallique (Mannello et al., 

2001; Ziegler et al., 2002) . Comme il a été mis en avant dans le chapitre 1, le Cd présente de forte 

similitude avec le calcium et peut aussi se lier aux sites de liaisons métallique. Nous pouvons 

supposer que NAS13 pourrait avoir un rôle similaire au métallothioneine en fixant ainsi le Cd ce 

qui diminuerait sa disponibilité et par conséquent sa toxicité . Dans notre publication présentée 

dans le chapitre IV, nous avons validé l'expression du gène de NAS13. L'expression de ce gène 

chez les bivalves ne semble pas avoir été étudiée précédemment. Même si l'expression des 

gènes pour l'Act et la TPS-5 n'a pas pu être validée par RT-qPCR, nous pensons que ces 

protéines ont un rôle fondamental dans le processus de la phagocytose en participant à la mobilité 

cellulaire, la migration des hémocytes, le réarrangement du cytosquelette et la formation de 

pseudopodes. Cependant, des études plus spécifiques seraient nécessaires pour mieux 

comprendre les effets des métaux bivalents sur les processus de mobilité cellulaire liés à la 

phagocytose. 
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2.2 La reconnaissance des pathogènes 

Après cette phase migratoire menant au site d'infection , les phagocytes se lient à l'élément à 

phagocyter. Cette liaison se fait grâce à la reconnaissance des PAMPs par les PRR. Dans notre 

étude, nous avons identifiés plusieurs senseurs de pathogènes tels que les TLRs, les lectines, les 

récepteurs de Scavengers, les LBPs et les RLRs. L'analyse du transcriptome a ainsi permis 

d'identifier 323 séquences codant pour les différents TRLs existants. Trois gènes codant pour des 

TRLs (TLR2-like, TLR3 et TLR4-like) ont été induits par le Cd dans les hémocytes de moules. Les 

effets du Cd ont été abordés dans les chapitres Ill et IV. Les gènes TLR2-like et TLR3 ont été 

surexprimés tandis que le gène TLR4-like a été inhibé par la présence de Cd. De récentes études 

ont mis en avant une diminution d'un TLR chez M. galloprovincialis co-exposée à une 

nanoparticule de Ti02 et au Cd (1 OOmg/L) ainsi qu'une surexpression des gènes codant pour TLR 

1-4 et TLR7/8 dans les branchies exposées au cuivre chez Mizuhopecten yessoensis (M. 

yessoensis) (Meng et al., 2014). Autrement, la plupart des études évaluant les effets des métaux 

sur les TLRs ont été réalisées sur des lignées cellulaires humaines ou de souris. Cependant, 

l'activation des TLRs est aussi dépendante de ligands exogènes tels que l'HSP60 ou l'HSP70 et 

endogènes tels que les bactéries, les virus, etc (Ertl et al., 2016). 

Les TLRs sont responsables de la reconnaissance des PAMPs et d'activer des mécanismes 

moléculaires tels que la voie moléculaire des TLR. La voie des TLR peut être dépendante de 

MyD88 ce qui mène à la production de cytokines pro-inflammatoires (TNF, l'IL-1 ou l'IL-6) avec 

une activation rapide des voies de NF-KB, MAPK et AP1, ou indépendante de MyD88, qui est 

associée à l'induction de interférons. Cette voie (dépendante ou indépendante de MYD88) 

commence par la dimérisation des TLRs et le recrutement de récepteurs spécifiques. 

Actuellement, cinq adaptateurs ont été identifiés: le MyD88, MAL/TIRAP, TRIF/TICAM, TRAM et 

SARM1 (Ertl et al. , 2016; Kutikhin and Yuzhalin, 2013). Dans notre étude, 32 composants de cette 

voie moléculaire ont été identifiés dont 7 (incluant trois TLRs) modulés par le Cd (Annexe IX). 

Des cinq récepteurs, MAL/TIRAP, TIRF et TRAM n'ont pas pu être identifiés. Bien que MAL 

semble jouer un rôle primordial dans la voie moléculaire des TLR, ce dernier n'a pas été identifié 

dans notre étude, en accord avec les résultats déjà obtenus pour M. edulis, Strongylocentrotus 

purpuratus (Hibino et al., 2006; Philipp et al., 2012) et chez S. glomerata (Ertl et al., 2016). De la 

voie indépendante de MYD88, les composants TRAM, TRAF3, TBK1 ainsi qu'avec plusieurs IRF 

ont été identifiés chez M. edulis (Philipp et al., 2012). 
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Dans notre étude nous avons aussi mis en avant la présence de TRAM, TRAF3, TBK1, ainsi que 

IKK3. Cependant, la voie indépendante de MYD88 est activée par le récepteur TRIF, non identifié 

dans notre transcriptome. Bien que la plupart des gènes de la voie indépendante aient été 

identifiés, il ne semblerait pas que le Cd active cette voie moléculaire. La voie dépendante de 

MYD88, quant à elle, a été activée par le Cd avec une surexpression du récepteur MYD88. La 

surexpression de ce gène par le Cd (logFC d'environ 2.5) a aussi été mise en évidence par Zhang 

et ses collaborateurs (2016) dans les branchies de C. farreri. L'activation de MYD88 peut mener, 

après implication de nombreuses molécules, à l'activation des voies de signalisation tels que 

MAPK, NF-kB ou autre qui induiront des molécules effectrices. 

Les RLRs font eux aussi partie des PRRs présents chez les bivalves. Bien qu'il en existe trois 

types, nous n'avons pu identifier que deux dans le transcriptome de la moule, RIG-1 et MDA5, 

dont un induit par le Cd (RIG-1). Comme pour les TLRs, très peu d'études ont rapporté les effets 

du Cd sur ce PRRs chez les bivalves. Néanmoins, Meng et ses collaborateurs (2014) ont observé 

une sous expression de ce même gène dans les branchies exposées au cuivre chez M. 

yessoensis. Bien que seul RIG-1 ait été induit, nous avons mis en avant 22 composants de la voie 

des récepteurs RIG-1. Cependant le gène central de cette voie, MAVP/IPS1 , n'a pas été identifié. 

En plus des TLRs et RLRs, d'autre PRRs ont aussi été identifiés dans le transcriptome des 

hémocytes exposés in vitro au Cd. Nous avons pu mettre en évidence dix-sept transcrits codant 

pour les récepteurs de Scavenger, deux transcrits codant pour un récepteur LBP, 215 transcrits 

codant pour des lectines (incluant principalement des lectines de type C mais aussi des galectines 

et des lectines de type F) et 110 pour les protéines « fibrinogen-related (FREP) ». Cependant, le 

Cd n'a pas eu d'effet sur ces différents récepteurs. Il existe très peu d'étude sur les effets des 

métaux sur ces récepteurs. Néanmoins, il a été mis en avant que la combinaison entre le Cd et 

une augmentation de la pression de C02 provoquerai une diminution de l'expression d'une lectine 

de type C dans les hémocytes de la palourde et chez l'huître (lvanina et al., 2014). 

La validation de la surexpression des TLRs dans les hémocytes de moule, de 20 fois et 50 fois 

pour TLR2 et TLR3, présentée dans le chapitre IV, est également une première chez les bivalves. 

Même si l'expression de TLR4 et RIG-1 n'a pas pu être validée par RT-qPCR, ces gènes 

sembleraient être inhibés par le Cd. Il ne faut pas oublier que les composants des voies 

moléculaires identifiés ici peuvent être aussi impliqués dans d'autre voies moléculaires, telles que 

!'autophagie ou l'apoptose. Cependant, nous suggérons des études plus approfondies sur les 

effets du Cd sur ces senseurs de pathogènes. 
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Comme la voie des TLRs et la reconnaissance des pathogènes par les senseurs résultent dans 

l'activation de facteur de transcription NF-kB, IRF, JAK/STAT et MAPK (Luo et al., 2015), nous 

nous sommes donc intéressés à ces voies moléculaires. 

2.3 Les voies de signalisation cellulaires 

Les voies de signalisation cellulaire, décrites dans le chapitre 1, menant à l'activation des réponses 

immunitaires de l'hôte peuvent être activées par les senseurs de pathogène préalablement 

décrits. 

2.3.1 La voie NF-KB 

Les effets directs du Cd sur la voie de signalisation de NF-KB chez les bivalves n'ont pas encore 

été étudiés. Cependant l'activation ou l'inhibition des NF-KB par plusieurs métaux a été rapporté 

pour de nombreuses cellules. Des études in vitro sur différents types de cellules ont démontré 

que le Cd et d'autre métaux divalents (mercure, l'arsenic, cuivre) pouvaient empêcher la liaison 

de NF-KB avec l'ADN , inhibant ainsi la transcription des gènes (Dieguez-Acurïa et al., 2004; 

Mathas et al., 2003; Shumilla et al. , 1999; Uzzo et al., 2002; Xie and Shaikh, 2006). NF-KB existe 

sous deux formes (homodimère ou d'un hétérodimère) et est composé de deux subunités p50 et 

p65 associées à l'inhibiteur kappa (1-KB). La translocation du complexe p50/p65/l-KB vers le noyau 

est essentielle pour l'initiation de la transcription des effecteurs immunitaires (Schoonbroodt and 

Piette, 2000). Dans notre transcriptome, nous avons identifiés 27 composants de cette voie de 

signalisation (Annexe X), notamment avec l'induction de MYD88, TLRs, ainsi que des inhibiteurs 

d'apoptose. Cependant, l'expression des principales sous-unités (p60, p65 et 1-KB) n'a pas été 

modulée par le Cd. 

L'identification de ces sous-unités indique néanmoins que cette voie existe chez les bivalves et 

qu'elles jouent probablement un rôle primordial dans la protection des organismes face aux 

pathogènes, comme suggéré par plusieurs (Huang et al., 2012; Moreira et al., 2012; Moreira et 

al., 2012; Philipp et al., 2012). 
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2.3.2 La voie des IRFs 

Une autre voie de signalisation, activée principalement par la voie indépendante de MYD88, est 

la voie 1 RF. Cette voie a été très peu étudiée chez M. edulis. Philipp et ses collaborateurs (2012) 

ont mis en évidence cinq transcrits codant pour des IRFs. Or, dans notre étude, nous n'avons pas 

pu identifier des IRFs. 

2.3.3 La voie MAPK 

La voie de transduction des MAPK est constituée par une famille de kinases à sérines/thréonines. 

Son activation peut se faire par des signaux tels que des PRRs, dont les TLRs, et des cytokines, 

et tels que le TNF et l'interleukine-1 (IL-1 ). Des études antérieures ont démontré que la voie MAPK 

était impliquée dans la mort cellulaire induite par une exposition au Cd (Lag et al., 2005). Dans 

notre étude, 80 composants de cette voie ont été identifiés dont seulement cinq composants 

induits par le Cd. Il a aussi été expliqué dans le chapitre V que CDC42 pouvait avoir un rôle clé 

dans l'activation des MAPKs. Cependant, aucun composant principal tel que les TNFR, IL, ou 

autre n'a été induit par le Cd . Nous pouvons donc en déduire que cette voie ne semble pas être 

impliquée dans les mécanismes de défense cellulaire après une exposition au Cd. 

En résumé, l'étude du transcriptome des hémocytes de M. edulis exposés au Cd nous a permis 

de mettre en avant de nombreux transcrits associés à des voies de signalisation connues pour 

moduler l'expression des effecteurs immunitaires. Cependant, aucun ne semble être induite par 

le Cd malgré la présence de nombreux transcripts. Il est donc probable que ces voies n'ont pas 

été modulées par le Cd et que d'autres processus ou mécanismes d'action ont été mis en place 

par les cellules. Néanmoins, il existe un réel manque de compréhension de la part des 

scientifiques sur l'induction et les interactions de ces voies avec les métaux. 
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2.4 Les effecteurs immunitaires 

Lorsque les senseurs de pathogènes reconnaissent des corps étrangers, ils activent les voies de 

signalisation afin que certaines molécules soient larguées dans le phagocyte et/ou dans le milieu 

intra-extracellulaire. Ces molécules ont comme rôle principal la destruction du corps étranger. 

Comme nous l'avons décrit dans le chapitre 1, il existe plusieurs familles ayant des rôles bien 

différents. 

2.4.1 Peptides antimicrobiens (AMPs) 

Les PAMs sont des molécules riches en cystéines ayant des fonctions antibiotiques (LvYun et al., 

2013). Les PAMs peuvent être véhiculés par l'hémolymphe (Soudant et al., 2013) et il en existe 

plusieurs comme nous l'avons décrit dans le chapitre 1. Nous avons réussi à identifier 45 transcrits 

codant pour les sept différents types de PAMs. Parmi ces 45 transcrits nous avons identifié cinq 

mytichines et cinq mytillines, qui sont des PAMs récemment identifiés chez M. coruscus et connus 

pour leur affinité pour les bactéries à gram positif et les champignons (Qin et al., 2014). 

Cependant, nous n'avons identifié aucun transcrit codant pour les PAMs dans les hémocytes 

exposés au Cd. 

2.4.2 Le système proPo 

La phénoloxydase (PO) est une enzyme riche en cuivre et elle fait partie du système 

prophenolxydase (proPO). Fait surprenant, dans notre étude, aucun composant du système 

proPO n'a été identifié dans le transcriptome des hémocytes de M. edulis. Des études ont 

cependant montré une surexpression du gène proPo par l'ammoniac (Le Moullac and Haffner, 

2000) et une répression de ce même gène chez l'écrevisse Procambarus clarkii après une 

exposition a1.1 cuivre (Wei and Yang, 2016). Une diminution de l'expression du gène proPO a été 

mesurée chez les hémocytes de crabe par (Zhou et al., 2017) après une exposition au Cd. De 

même l'activité de PO a été inhibée par le Cd et le nickel chez la crevette Litopenaeus vannamei 

(Bautista-Covarrubias et al., 2014) et chez le crabe Scylla serrata (Vijayavel et al., 2009) 

respectivement. Nous pensons que l'absence de PO et des gènes impliqués dans le système 

proPO peut être dû à la méthodologie d'assemblage et d'annotation des transcrits. En effet, le 

peu de données disponibles pour les transcrits de bivalves peut avoir influencé l'assemblage et 

160 



l'annotation des transcrits. Peut-être serait-il judicieux de faire des analyses des transcrits et de 

leur annotation de façon un peu plus approfondies et d'essayer d'annoter les transcrits qui n'ont 

pas été annotés dans notre analyse bio-informatique? 

2.4.3 Cytokines et leurs récepteurs 

Les cytokines sont des molécules responsables de l'inflammation lors d'un stress cellulaire. Elles 

sont notamment induites lors de la reconnaissance des pathogènes par les TLRs et les PRRs 

intracellulaires. Elles régulent aussi les activités physiologiques comme le développement ou la 

réparation tissulaire. Lors des analyses du transcriptome des hémocytes, nous avons pu identifier 

de nombreux transcrits appartenant aux différents types de cytokines. Nous avons mis en 

évidence trois transcrits pour des suppresseurs de cytokines, 49 transcrits pour les interleukines 

(dont huit récepteurs), sept transcrits codant pour les MIF, 42 transcrits pour les TNFs (dont six 

TNFS, quatre LITAF, 19 récepteurs et 13 TRAF) et neuf facteurs de régulation des interférons. 

D'après certains, lies interférons et les chémokines n'ont pas été identifiés chez les bivalves bien 

que ces derniers possèdent les voies de signalisation et les facteurs d'induction des interférons 

(Gerdol & Venier 2015). Or, dans notre étude, nous avons identifié cinq transcrits codant pour 

trois chémokines différentes (CRR5, CCR6 et CCR7) et 29 transcrits pour des interférons. Ces 

résultats sont une première chez la moule bleue même si aucune de ces cytokines et de leur 

récepteur n'a été induit par le Cd après l'exposition in vitro. 

La voie des TNFs peut être induite par d'autres cytokines cependant, cette voie ne peut se 

déclencher que par l'interaction entre TNF et les récepteurs TNFRs. Dans notre étude, nous 

n'avons identifié aucun transcrit codant pour TNF même si des transcrits pour TNFR et TRAF 

étaient présents. Ces résultat sont consistant avec ceux d'autres études (Philipp et al., 2012). 

Dans notre étude nous avons identifié 14 transcrits codant pour LITAF, bien que celui-ci n'ait pas 

été modulé par le Cd . 
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2.4.4 La voie de JAK/STAT 

La voie JAK/STA T est principalement induite par des cytokines. Des études ont suggéré la 

présence de la voie des JAK/STAT chez les bivalves, notamment chez M. edulis (Philipp et al., 

2012). Lors des analyses du transcriptome, nous avons pu identifier 21 transcrits associés à cette 

voie d'induction (Annexe XI) mais aucun d'eux n'a été modulé par le Cd. 

En résumé, l'identification des effecteurs moléculaires a permis de mettre en évidence la présence 

de ces molécules dans le système immunitaire de M. edulis ainsi que leur présence dans les 

hémocytes. 

L'absence de modulation par le Cd de ces molécules est en accord avec nos résultats obtenus 

pour les voies de transduction. Il semblerait donc que le Cd induise plutôt d'autre voies 

moléculaires, telles que le système complémentaire, l'apoptose, ou encore des gènes plutôt 

impliqués dans la cytotoxicité du Cd . 

3 LAPHAGOCYTOSEETLELYSOSOME 

La phagocytose implique la migration du lysosome vers le phagosome (création du 

phagolysosome) afin que les enzymes présentes dans le lysosome détruisent l'agent étranger 

(chapitre 1 - Fig. 5) . Il a été démontré que les hémocytes tendaient à accumuler les métaux dans 

le lysosome (Einsporn et al., 2009; Marig6mez et al., 1990; Masan, 1983; Olabarrieta et al., 2001). 

Le transcriptome de M. edulis exposé au Cd a révélé la présence d'un grand nombre de transcripts 

codant pour les enzymes du lysosome, dont quatre lysozymes de type g, deux de type cet deux 

de type i. Néanmoins, aucun lysozyme ne semble être induit par le Cd. D'autres enzymes 

hydrolytiques du lysosome, ainsi que des marqueurs membranaires, ont cependant été induits 

(Annexe XII). Nous avons pu identifier des transcrits codant pour CD63 (LIMP), des cystinosine, 

des sialines, et l'heparan-alpha-glucosaminide N-acetyltransferase (pour les marqueurs 

membranaire) ainsi qu'une protéase (LGMN), une glucosidase (NAGLU) et une lipase (L YPLA3). 

La surexpression de ces marqueurs pourrait indiquer une dégradation et une perte de l'intégrité 

de la membrane lysosomale. À noter, /es récepteurs« récepteur de mannose-6-phosphate cation

inldépendent (IGF2RIM6RP respectivement) » qui sont responsables du transfert des enzymes 

lysosomaux depuis l'appareil de Golgi vers le lysosome, ont aussi été induits par le Cd. 
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Bien qu'à notre connaissance les effets du Cd sur ce récepteur n'aient pas été étudiés, dans le 

cas de M6RP, nous pouvons suggérer que son induction découle d'une liaison entre le récepteur 

et le Cd divalent. 

La dégradation de la membrane du lysosome pourrait évoquer une perte de ses activités, limitant 

la formation de phagolysosome, ce qui serait désastreux pour l'organisme car sa phagocytose ne 

serait pas efficace. L'induction des récepteurs responsables du transfert des enzymes depuis 

l'appareil de Golgi vers le lysosome peut aussi indiquer une diminution des enzymes dans l'organe 

et donc une efficacité moins importante. Il serait intéressant de se pencher sur le rôle du Cd sur 

ces enzymes. 

4 LE SYSTÈME COMPLÉMENTAIRE 

Le composant principale est C3 qui est activé grâce au facteur B. Dans notre étude, nous avons 

identifié un transcrit codant pour le facteur B ainsi que quatre transcrits pour C3. Classiquement, 

C1 q est connue pour être la protéine de reconnaissance cible de la voie classique du complément, 

en jouant un rôle crucial dans l'immunité adaptative (Medzhitov and Janeway, 2002; Fraser et 

al.,2007). Nous avons pu identifier neuf transcrits pour C1q, et 300 transcrits pour des domaines 

protéiques contenant C1q (C1qDC). Ces résultats sont en accord avec la grande diversité 

préalablement observée chez les bivalves (168 transcrits trouvés chez M. galloprovincialis , 564 

chez M. edulis, 321 chez C. gigas et 187 chez C. virginica). On suppose que ce grand nombre de 

C1 q chez les bivalves serait due à l'absence du système adaptatif ce qui confirmerait l'hypothèse 

que le système complémentaire des mollusques pourrait être différent du système 

complémentaire des vertébrés (Gerdol and Venier, 2015; Gestal et al., 201 O; Nonaka, 2011 ). 

Récemment, la surexpression de C1qDC a été liée à la présence de différents pathogènes chez 

les bivalves (Adema et al. , 201 O; Prado-Alvarez et al., 2009) . Dans notre étude, un transcrit de 

C1 qDC a été induit par le Cd . Des résultats similaires ont été obtenus chez M. coruscus. Les 

auteurs ont observé une augmentation de l'expression de la C1qDC après une exposition au Cd 

et au cuivre. Chez M. gal!oprovincialis, les hémocytes ont aussi montré une augmentation d'un 

C1 qDC lors d'une exposition à l'argent (Gomes et al., 2013). Deux hypothèses peuvent être 

émises: 

L'induction des C1q par les métaux peut être due à l'effet cytotoxique de ces derniers et donc à 

la présence du stress oxydant dans les cellules (Pytharopoulou et al., 2011) 
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Les protéines C1q interagissent avec les métaux divalents car ils possèdent un domaine de liaison 

aux métaux qui pourraient être la cible de ces derniers. Tout comme les metallothioneines, les 

C1q pourraient se lier au métaux et réguler ainsi l'homéostasie cellulaire (Park et al., 2001). 

5 LE STRESS OXYDANT, LES MRP ET LES HSP 

Associés avec les activités phagocytaires, la production de ROS cytotoxiques est un mécanisme 

général de protection chez la plupart des espèces. Par contre, lors d'une contamination par le Cd, 

il se crée un déséquilibre entre la génération de ROS et la production d'antioxydants (lkediobi et 

al., 2004; Stohs and Bagchi, 1995). Le Cd peut entraîner une diminution de la quantité 

d'antioxydants (glutathion) ou de l'activité enzymatique permettant de lutter contre le stress 

oxydant (superoxyde-dismutase, glutathion-peroxydase, catalase) (Leonard et al., 2004). En plus 

du stress oxydant, le Cd peut aussi induire l'expression des gènes de stress tels que ceux codant 

pour les HSP ou où ceux impliqués dans la protection et de détoxification, tels que ceux codant 

pour les cytochrome P450 (CYP) ou les protéines de résistance aux multixenobiotiques 

(MXP/MRP). 

Dans notre étude nous avons pu identifier 211 transcrits codant pour la SODcuJZn, quatre pour la 

SODMn et un pour SODcu exclusivement. Parmi les transcrits identifiés, nous avons également 

validés l'expression des gènes codant pour SODcuJZn, CYP2C8 et HSP70 dans les cellules 

exposées au Cd. En plus de la SOD, un des gènes codant pour la famille des glutathions a aussi 

été utilisé comme marqueur. Il est connu que le Cd peut induire la transcription des gènes de la 

glutathion-S-transférases (GST- a et GST-TT). La synthèse de GSH en présence de Cd serait un 

mécanisme de protection dans lequel le métal se fixe aux groupements thiols du GSH, prévenant 

ainsi les dommages cellulaires (Hatcher et al. 1995; Shukla et al. 2000). Ces deux gènes ont 

d'ailleurs été induits par l'exposition au Cd chez différents bivalves (Fang et al., 2010; Hoarau et 

al., 2006; Koutsogiannaki et al., 2014). 

Pour rejoindre les effets du Cd sur la mobilité cellulaire, il a été démontré que la présence des 

ROS dans les cellules est aussi responsable de la dépolymérisation des microfilaments d'actine 

(Jonsson et al., 2006). Dans une étude réalisée par McDonagh et ses collaborateurs, il semblerait 

que l'actine soit une molécule cible du stress oxydatif chez M. edulis (McDonagh et al., 2005). Il 

se peut donc que le Cd et l'induction de ROS provoquent la surexpression des gènes impliqués 

dans la mobilité cellulaire, tels que ceux codant pour l'actine, les TPS et les MMP. 
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Par ailleurs, ces gènes ont déjà été utilisés comme marqueurs moléculaires face à la 

contamination métallique. La validation de leur induction dans les hémocytes de moules nous 

permet de valider le stress dû au Cd. Il aurait paru surprenant qu'aucun marqueur traditionnel ne 

soit présent dans notre étude afin de consolider nos résultats. Ces . résultats confirment la 

présence d'un stress cellulaire du au Cd. 

6 LA GÉNOTOXICITÉ, L'APOPTOSE ET L' AUTOPHAGIE 

Comme nous l'avons abordé brièvement dans le chapitre 1, il est bien connu que le Cd peut induire 

des dommages à l'ADN et mener à l'apoptose. L'exposition au Cd résulte généralement en la 

génération de 8-0HdG (mutation génétique) et en une · inhibition de la 8-oxoguanine-DNA 

glycosylase (enzyme permettant l'excision de la 7,8-dihydro-8-oxoguanine de l'ADN). Dans nos 

résultats, nous n'avons pas identifié de transcrit codant pour la 8-oxoguanine-DNA glycosylase. 

Nous avons toutefois observé l'activation de GADD45, un gène impliqué dans les réparations de 

l'ADN par incision nucléaire mais aussi dans le cycle cellulaire (chapitres Ill et IV). GADD45 est 

responsable de stopper le cycle cellulaire dans les phases G2/M afin d'éviter la prolifération de 

cellule mutée (Granger Joly de Boissel et al., 2017). Ces résultats soulèvent la possibilité que les 

effets génotoxique du Cd pourraient être dûs à l'augmentation de GADD45. Lorsque les 

dommages sont irréparables, les cellules vont activer le processus d'apoptose. L'apoptose a été 

abordée dans les chapitres Ill et IV. Il existe deux voies apoptotiques: la voie extrinsèque et la 

voie intrinsèque (ou la voie mitochondriale) (Romero et al. , 2015). Les deux voies convergent vers 

une étape exécutive activée par le clivage de la caspase 3. Dans le transcriptome des hémocytes 

de M. edulis exposé au Cd, nous avons pu identifier 107 transcrits codant pour différentes 

caspases, dont les caspases 6 et 8 qui semblent avoir été induites par le Cd (chapitre Ill). La 

caspase 8 est un initiateur d'apoptose principalement activé par la famille des TNF et qui mène à 

l'activation de la voie intrinsèque apoptotique (Meng et al., 2014; Romero et al. , 2011; Xiang et 

al., 2013). Des résultats similaires ont été obtenus chez des vertébrés (Fuente et al. , 2002; 

Fujimaki et al., 2000). Chez C. viginica toutefois, l'apoptose induite par le Cd semble être 

indépendante de la voie des caspase (Sokolova et al., 2004). 

En plus des caspases, de nombreux autres composants de la voie apoptotique ont été identifiés 

dans notre transcriptome, tels que FADO, TNF-R1, TRAF2, FasL, AIF, etc (Annexe XIII). La 

présence de ces différents composants valide les études déjà faites sur le processus apoptotique 

chez les bivalves (Kiss, 201 O; Sokolova, 2009). 
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Chez M. galloprovincialis (Romero et al., 2011) et chez in C. gigas (Terahara and Takahashi, 

2008), l'induction de l'apoptose lors de la phagocytose et des expositions au métaux a été bien 

documentée. 

L'induction de l'apoptose crée un déséquilibre entre le nombre de cellule vivante et les cellules 

mortes. Ce déséquilibre est heureusement contrôlé par de nombreuse protéine anti-apoptotiques 

telles que XIAP, IAP, BIR, etc. De nombreux transcrits codant pour XIAP, IAP et BIR ont été 

identifiés dans le transcriptome de M. edulis exposé au Cd. Plus précisément, 116 transcrits ont 

été identifiés comme étant associés aux BIR (toutes familles confondues), 126 comme étant des 

IAP ( 102 étant des inhibiteurs d'apoptose de type 1) et 95 XIAP. XIAP fait partie de la famille des 

IAP et son induction par les métaux chez les bivalves n'avait pas encore été observé. Il est 

possible d'envisager que le Cd peut se lier à la protéine et prendre la place du Zn dans le domaine 

BIR de la protéine. Cette action pourrait modifier l'activité de XIAP. En plus, XIAP est la seule IAP 

qui puisse directement inhiber la phase d'initiation et d'exécution des caspases lors de l'apoptose 

(Mufti et al., 2006). L'induction des caspases et de GADD45 est un signe de la mise en place des 

processus apoptotiques et l'induction de XIAP pourrait justement jouer un rôle dans le contrôle de 

ce phénomène puisque XIAP est connue pour contrer les effets génotoxiques du Cd. Nous avons 

d'ailleurs validé l'expression de ces transcrits par RT-PCR dans les hémocytes exposés au Cd 

(chapitre IV). Nous pensons que ces trois gènes, XIAP, GADD45 et CAS8 pourraient être utilisés 

comme des marqueurs de toxicité du Cd. 

L'autophagie joue un rôle important dans la dégradation des organelles et des protéines non

fonctionnelles et présentes dans les cellules (Glick et al., 2010). Ce processus semble être 

important car la phagocytose est un modèle basé sur la mesure de l'invagination de particules 

(billes en latex). L'autophagie pourrait être aussi un processus mis en place par les hémocytes 

pour éliminer ces particules (ou même autre corps étranger). Comme nous l'avons vu, le Cd peut 

provoquer de nombreux dommages dans une cellule et modifier son bon fonctionnement. C'est 

pourquoi nous avons tenté d'identifier les composants du processus d'autophagie (Annexe XIV). 

Nous avons ainsi pu identifier 23 transcrits codant pour des ATG, 2 pour Beclin-1 et 1 transcrit 

codant pour une protéine responsable de la régulation de mTOR. Nous avons aussi mis en avant 

la présence de transcrits codant pour des protéines associées à la modulation de !'autophagie 

due aux dommages de l'ADN (DRAM1/2). De tous ces transcrits, seul un, ATG (ATG13), a été 

induit par le Cd. D'autres études seront donc nécessaires pour approfondir nos connaissances 

sur !'autophagie et sa modulation par le Cd chez les bivalves. 
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7 CORRÉLATION ENTRE LES FONCTIONS HÉMOCYTAIRES ET LES 

MARQUEURS MOLÉCULAIRES 

En plus d'avoir identifié les transcrits modulés par le Cd, nous avons tenté de relier ces derniers 

aux réponses fonctionnelles (la phagocytose et la viabilité). Nous avons pu voir dans le chapitre 

IV que les gènes HSP70, CYP2C8, SOD ainsi que l'expression des gènes codant pour GADD45, 

XIAP et le TLRs était inversement proportionnelle à la viabilité et la phagocytose. L'induction de 

HSP70, CYP2C8 et SOD pourrait être sous-jacente à un effet cytotoxique important qui pourrait 

donc expliquer un mauvais fonctionnement global de la cellule et avoir un impact sur les voies 

d'activation associées au processus de survie. Le Cd étant génotoxique, peut avoir provoqué des 

liaisons à l'ADN ce qui aurait pu aussi déclencher une diminution de la phagocytose et activer des 

processus d'apoptose. Dans le cas de TLR, son induction, comme celle de MYD88 de CAS8, est 

d'avantage associée à la mise en place du processus apoptotique qu'à celui de la phagocytose 

(Aliprantis et al., 2000; lorns et al., 2009; Salaun et al., 2007). En effet, TLR2 et 4 sont connus 

pour activer MYD88, qui à son tour va recruter FADO afin de promouvoir CAS8 et induire 

l'apoptose. Nos résultats mettent ainsi clairement en évidence l'importance du processus 

apoptotique lors de l'exposition au Cd. Cependant, des études plus approfondies doivent être faite 

afin de bien démêler le rôle du Cd sur la phagocytose, la viabilité cellulaire et l'apoptose. 
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CHAPITRE V 

CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
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Le Cd est un métal divalent omniprésent à l'échelle planétaire à des concentrations variables. On 

le retrouve principalement dans les écosystèmes aquatiques. C'est un élément non-essentiel qui 

pénètre dans les cellules par les voies calciques étant donné ses caractéristiques physico

chimiques semblables à celles du calcium, élément essentiel pour le bon fonctionnement des 

cellules. Les moules, un bivalve largement consommé par l'humain et beaucoup utilisé dans les 

études écotoxicologiques, est soumis à cette contamination. Étant des organismes filtreurs et 

sédentaires, ils sont soumis aux conditions de leur environnement. C'est d'ailleurs pour ces 

raisons que la moule est un organisme modèle et sentinelle pour les études sur les impacts des 

effets sur l'environnement. 

Dans notre étude nous avons mis en place un modèle in vitro, c'est à dire une exposition des 

hémocytes hors de l'organisme, pour mettre étudier les effets du Cd sur la viabilité et la 

phagocytose des hémocytes de la moule bleue. Grâce à notre modèle, nous avons pu observer 

que la phagocytose diminuait d'environ 55% pour la concentration de 1 o-3M alors que la viabilité 

restait raisonnable (>60%). Ces résultats illustrent de façon claire la toxicité du Cd sur la principale 

fonction hémocytaire. Basées sur ces résultats, des analyses transcriptomiques ont été faites afin 

d'élucider les mécanismes phagocytaires hémocytaires modulés par le Cd. Nous avons porté une 

attention particulière aux processus moléculaires impliqués dans la phagocytose et dans les 

défenses immunitaires (ACT, TLRs, NAS13 et TPS5) . Nous avons aussi étudié les gènes clés 

associés au stress cellulaire, notamment ceux codant pour la SOD, HSP70 et la MRP1. Nous 

avons aussi étudié les gènes impliqués dans la génotoxicité (GADD45, XIAP, CAS8), les voies 

de signalisation du calcium (CALM) et le métabolisme des xénobiotiques (CYP2C8). Tous ces 

gènes ont été modulés par le Cd dans les hémocytes exposés au Cd. 

D'autre part, notre étude a validé, par deux technologies, que le Cd induit une expression 

différentielle de gènes qui jouent un rôle clé dans le système immunitaire des hémocytes de M. 

edulis. Globalement, le Cd induit !'expression des gènes HSP70, CYP et SOD, TLR, GADD45 et 

XIAP. Les niveaux d'expression de ces gènes sont inversement corrélés avec la viabilité et la 

phagocytose. À noter, l'induction de l'expression du gène GADD45 pourrait être liée à un certain 

niveau de dommages à l'ADN et donc à l'induction de l'apoptose. En effet, l'induction des TLR, 

MYD88 et CAS8 sont favorables à la voie moléculaire apoptotique. L'induction TLR2 et 4 

entraînerait une activation MYD88 qui recruterait le récepteur FADO (trouvé dans le transcriptome 

de M. edulis) ce qui peut favoriser la caspase 8 conduisant ainsi à l'apoptose. 

169 



Notre modèle a donc permis de bien mettre en évidence les effets cytotoxiques du Cd et des voies 

d'induction de l'apoptose via les TLRs. Ces résultats expliqueraient la diminution de la 

phagocytose et de la viabilité cellulaire observée. 

Peut-être faudrait-il exposer les hémocytes à des concentrations de Cd intermédiaires afin de 

mieux cibler la phagocytose (c'est à dire d'avoir une viabilité cellulaire supérieure à 90% avec une 

diminution importante de phagocytose)? 

Notre étude est la première étude qui met en avant l'induction des TLRs, de CYP2C8, NAS13, 

XIAP et TPS-5 par le Cd chez les bivalves. Cependant, nous n'avons pu observer une 

augmentation de l'expression de gènes associés à l'activation des voies de signalisation du 

système immunitaire (comme NF-kB, JAK/STAT, etc). C'est probablement la raison qui explique 

qu'aucun gène codant pour les molécules effectrices (telles que les PAMP, les cytokines, ou le 

système proPo) n'ait été induit. D'autres études seraient nécessaires non seulement pour mieux 

comprendre les effets du Cd dans la phagocytose mais surtout pour mieux étudier la modulation 

des voies de signalisation et des molécules effectrices. 

Comme nous avons vu dans notre étude, le Cd ne semble pas avoir eu d'effets sur les transcrits 

codant pour les principaux gènes clé des voies de signalisation moléculaire. Ceci a pour 

conséquence l'absence d'induction des molécules effectrices responsables de la destruction et 

de l'élimination des corps étrangers. Nous suggérons donc de refaire -des tests in vitro en 

exposant les hémocytes à la fois au Cd et à une souche bactérienne. Ces tests sont réalisables 

au laboratoire et sont réal istes (Araya et al., 2009; Tanguy et al., 2013). Dans l'environnement, 

les moules sont exposées de façon simultanée aux contaminants et aux bactéries. La 

combinaison des deux permettrait de mettre réellement en évidence les effets du Cd sur les voies 

des senseurs de pathogènes, l'induction des voies de signalisation et la production des molécules 

effectrices 

Les biomarqueurs mis en avant dans notre étude ont été testés au laboratoire à des 

concentrations permettant de les identifier. Il est clair que l'expression de ces gènes devra être 

validée sur des échantillons environnementaux afin de valider leur pertinence. Afin d'approfondir 

la compréhension de ces marqueurs, nous suggérons de les tester sur des hémocytes provenant 

de moules récoltées sur des sites de référence et sur des sites exposés aux pressions 

anthropiques. Il sera également important de porter une attention sur certains gènes dont nous 

n'avons pu valider l'expression par RT-qPCR. Ces gènes pourraient aussi faire partie de 

marqueurs caractérisant la contamination au Cd . 
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Dans notre étude nous n'avons ni mesuré les concentrations dans les solutions d'expositions 

(l 'hémolymphe) ni dans les cellules. Ces mesures seraient un plus pour l'étude car elles 

apporteraient des données sur la bioconcentration, la biodisponibilité et les affinités entre le Cd et 

les molécules organiques présentent dans le plasma. Sur les données transcriptomique, 

l'association de l'expression des gènes serait reliée à des concentrations réelles et non à des 

concentrations d'exposition. 

Actuellement, de nouveaux génomes complets sont séquencés. Parmi eux, un premier brouillon 

du génome de Mytilus galloprovincialis. Il serait intéressant de refaire des analyses bio

informatiques et de reconstruire le transcriptome de M. edu/is en utilisant ces nouveaux génomes. 

Peut-être l'assemblage et la reconstruction des transcrits seraient-ils différents de celui présenté 

dans notre étude? 
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ANNEXES 

ANNEXE 1: Phylogénie de M. edulis (Étoile Rouge) 
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Si l'on retrace la phylogénie de la moule (Figure 1-Étoile rouge), elle fait partie des bivalves, des 

lophotrochozoans, des protostomes, des bilatéraux, des métazoaires et des eucaryotes. 
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ANNEXE Il: Modèle de l'lon Libre (FIAM) et du Ligand Biotique (BLM) 

FIAM : La fraction biodisponible est proportionnelle à la concentration extracellulaire ou en 

solution. 

Membrane 
cellulaire 

Paroi 
cellulaire 

Couche de 
dlffiusion 

Solution 

--- ML 

BLM : La biodisponibilité du métal dans la solution aqueuse dépend de son affinité pour les ligands 

(complexant organiques et inorganiques) ainsi que des autres ions. Le métal en question entre 

en compétition avec les ions pour les sites de fixation mais aussi l'absorption cellulaire. 
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ANNEXE Ill: Chimie de séquençage de 454 Sequencing (Roche) 

Cette technologie est dérivée du pyroséquençage (décrit en 1993 par Nyren et ses collaborateurs) 

et de la « PCR en émulsion (emPCR) » (mise au point par Tawfik et Griffiths en 1993). 

A 

D 

B 

ONACAfllUJubO-'\d 
cooanirig 1n:Rions 
d copiiH ol a iingle 
clon:\lyairpldlt.'<t 
tm:1me111 

c 

Luciterin 

Light + Ox1 Lueilorin 

A) La première étape consiste à fragmenter l'ADN en morceaux de même taille puis à fixer aux 

extrémités des adaptateurs qui permettent à l'ADN fragmentés de se fixer sur des microsphères. 

B) Un seul brin d'ADN peut se fixer sur une microbille. Les microbilles sont ensuite mises en 

émulsion en présence des réactifs de emPCR. Chaque microbille est enrobée d'une goutte de 

mélange de réactifs PCR et de solution d'émulsion et l'amplification permet de multiplier chaque 

fragment sur la microbille. C) Les microbilles porteuses d'ADN sont ensuite transfèrê dans une 

plaque picotitrée (chaque puits contient une bille) et le pyroséquençage se fait en parallèle. D) Le 

pyroséquençage se fait en présence de l'ADN polymerase, l'ATP sulfurylase, la luciferase et 

l'apyrase et de substrats. Les fragments d'ADN sont lus grâce à l'ADN polymérase qui incorpore 

des dNTP un par un (les 4 dNTP ne sont pas présent tous ensemble dans le mélange de 

séquençage mais incorporer un par un dans le milieu de séquençage, après un lavage du milieu). 

Lorsque le dNTP est incorporé il libère un « pyrophosphate (PPi) ». Le PPi est alors transformé 

par I' «adénosine triphosphate (ATP) » sulfurylase en ATP. La luciférine, couplé à l'ATP, est 

utilisée par la luciférase ce qui crée alors une oxydoluciferine plus un signal lumineux. Le signal 

lumineux est lu par un capteur qui le transforme en pics sur un pyrogramme. L'apyrase nettoie le 

milieu en dégradant les dNTP non incorporés et l'ATP en surplus. Ensuite une nouvelle solution 

de dNTP est incorporée. 
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ANNEXE IV: Chimie de séquençage de la plateforme SOLiD (Life 

Technology) 

C'est la troisième plateforme commercialisée. Cette technologie repose sur la même technologie 

que le 454 Sequencing pour l'étape d'amplification via emPCR et les microbilles sont ensuite 

déposées sur une suriace solide. Cependant le séquençage des fragments ne se fait pas par 

pyroséquençage ou par synthèse mais par ligation/cleavage. Une amorce universelle dè 

séquençage se fixe sur l'adaptateur et l'ADN, puis des oligonucléotides dégénérés de 8 bases, 

marqués par un fluorescent, sont ajoutés. Dès que la séquence de 8 oligonucléotides correspond 

aux bases du fragment d'ADN, une ligase se fixe alors et permet au fluorescent d'émettre une 

luminosité. Celle-ci est captée par des détecteurs. Ensuite, 6 à 8 bases sont éliminées par clivage 

par un agent chimique. Ce processus se répète pour tous les fragments. Un fois que celui-ci est 

entièrement « lu », l'amorce est éliminée et une deuxième amorce universelle se place de 

nouveau sur le même fragment d'ADN mais à une position initiale de n-1 (une base de moins sur 

l'adaptateur) et les étapes décrites précédemment se répètent. SOLiD technologie lit chaque 

fragment d'ADN avec 5 amorces universelles différentes de n-1. Ainsi chaque nucléotide est lu 2 

fois ce qui rend cette technique très fiable et exacte. Peu d'erreur de lecture sont commises. 
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ANNEXE V: Courbe dose-réponse de la viabilité cellulaire et de la 

phagocytose des hémocytes de M. edulis exposé in vitro au 

cadmium. 
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ANNEXE VI: Cinétique des effets des milieux de culture cellulaires 

sur les fonctions phagocytaires des hémocytes de Mye arenaria 

(Sauvé et al., 2002). 
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ANNEXE v11: Régulation de l'actine du cytosquelette 
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Légende : carrée colorés : transcrits identifiés dans le transcriptome de M. edulis (rouge : induits par le Cd ; vert : non induits, rose : 
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ANNEXE VIII: Voie de la phagocytose médiée PAR Fe gamma R (FcyR) 

1 Fc"}'R·MEDL'UED PUAGOCYT0:3!3 1 

~ 
l\nt~n 

o--i lgU 

Bact•rium. 
I ......_,,, 

~-----------------~----------,~~ 1 -.. ,_ 

,./ ---, 

11
- Oub2~ _, \ / ,/ ,/~f~~:-~~~--.. -v:::~~~~-=-~-=----=--=--=--=--=--=-~~-=-~~~~~ 

~~~,_ ~r· .. ~----- ~--- - / 
....._ PTP ~ _,..... _,.,... - I 
, , .- ' 

lp ~ +E> ~-- 1 

lf-!FcyRTIAI -J Syk i __?..;- -- - ·~~~~lcPLA:l h_ / 
'· " ' \ \\' -tt> "'1" '}o 

\ \'-'°'-.._ , AA 
\ \ \ ., •1 IPLA:l 1/ 
\ \ ' ., ,...-

\. \ ' .. , .PA J /_.. 
\ \ \ ~< Il?_ p41hwo~ r=-:i _ _..,.. 

~.,.. ... 
Rt!f~;11l 111 t inn nr 

Ar.t iti r.ytMl<P.~fnTl 

MHnbrane retnedeling 
Fo~ omcyto :Ji:s 
P~udopod •ict•n.t io:a 
f'micle intemWation 

( Emocy1ooio J 

\ \ \ ''- ~ CColciw:n. :s:ipl.iling ./, _,,,. 

\ \ ", ~ .... ,_ ---. --....__ NADPHu~ n~•nt'h:21ch'!Tf11 .. 
--.........~----...- F.es:piratoiylJmst :inpllag:loo:rm \ \ " \ \ \. 

\ \ \ 
\ \ \ 
\ \ \ 
\ \ \ 

\\ \\ ~~ { 
\ \ 

\ ' \ \ 
\ \ / 
\ \ . 
\ \ / 

\ \ / 
\ ~ ,,,,../' '" 
\\~ 
\ ,/ 

\ ,, 
~/ 

\ ." 
'"' ;If 

~------

"'1" ... "'1" 1 

'· 
' ., 

-------~ 
,././~ 

_,,,,, ... .. / 11' 

.,,,. ,,,,· /, 

/ 

/1 
/ 

/ 

Pbo>cyDrio 

l RP.gnlAtinTI nr 
:rm : firi 1:y lu!<;b!'lt!l11n 

MM\>b""'* Mflkkl"3 
f'i.rt:icle Întcll\4liz;o:tion 
Pha:gos:Ornfo closureo 
f'hogo:somc:-lpo:5orue fu.rion 

( L y:JJOOOl'DC ) 

Légende : carrée colorés : transcrits identifiés dans le transcriptome de M. edulis (rouge : induits par le Cd ; vert : non induits, rose : 

réprimés par le Cd) 

189 



ANNEXE IX: Voie de signalisation des TLR 
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ANNEXE X: Voie de signalisation NF-kB 
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ANNEXE XI: Voie de signalisation JAK/STAT 
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ANNEXE XII: Lysosome 

1 LYSOSOME 1 

!ysooomal .,,,,Ji7~d;'0 
<::5--.....~r- • .._) ~ d//·~ 

Oolgb~ ~~~ ~ 

~n•f~ 
syaiJu:•izcd1,._...i~ 

dalhrin coat (See bclow) 

-
cyt..el 

pB-7.2 

p~ 

1t 

[.

,. p.11-•.1. ~ l 
'9 (_ ) """'JX>?t"""~ ~ 

~/~--Q·· _ -• • # • . . . .. 
• • D<'r ~, . . . 
• • -+-+--P · . • 

~
\· .. . , 

FmocytDl:ls eSJiy er.h!orne 

( Erclocy!- ) / ~ 

nl --'.:"~, /~ 

, CD -- ~ ~~- ((~ 
" "·~ ~ .· '"-._~ 

·J:.:::_, ---
A .... bgy CP.ltopbiiirp3om::: 

(R..gui.tionof8Uloph8Ù) 

~nWh~ Jt:,çeptCJr-dcpcudc.nt 

~::=r-~-~û· w (? ,!J { -:-. Jia.~ 
"'j \111 \: <-~ lllllll ~ ~ 1 ~/ 5'iiiitiiJ / 

('."or7 (, 1 J , \ '-\7 )\./ 
- \ v -v (L;!:/ 
~~~ tnuaOu)W.. 

M-n 
Go~body KaceptOl' mcyclmg 

I Cj)'<.::: 
lue ' I 

mal rœni:nane pro1ein 

1p ... mc-

(~·~~··) // 

( ~': ) 
plenNt.:ml!Tnhnnf 

laie erdosome 

~ of.,.tlaiednlllJHl•Jal..l eM}JHS 

~mt.lcidhytho1-to 

fJNli:G:I'~ 

~~ 
l1w1~l - l!!!!J!ill!!!l ll!ll'l!!ll lmr.'1I 

~ l ... w1I~ 
flllfatuts 

~loArnsl 1 SOS!! 1 

lipues nŒmse jhospha.lj 
-~ACY.! l;.cpsl sp- linase œnmm.. 
~ 

Olhtu lytiUWmnl 11m.ynm1 tud is;ÛV!llu.tli 

~ICLN1I 

~malmeiri:l~ protm 
trajorl~nWrntmhruir- rnot"'iri:51 

"' 

ïZililiG ... 11!!11111!111 
IABCA21 IABCB9l I N:P'2 l l!l!!!!!!!l!!!l ILALP7111 
11!!!!!11 1 CLNJ 1 ~ ~ l!IJ!!!lll 
IMXiNïl 

J;=oo~ym... 

Légende : carrée colorés : transcrits identifiés dans le transcriptome de M. edulis (rouge : induits par le Cd ; vert : non induits, rose : 

réprimés par le Cd) 

193 



ANNEXE XIII: Apoptose 
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ANNEXE XIV: Autophagy animal 
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