
THESE 
Présentée à  

 

L’UNIVERSITE DU HAVRE 
 

En vue de l’obtention du grade de 

 

DOCTEUR  
 

Spécialité : Biologie des organismes 

 
 

 

MOTILITE CELLULAIRE ET IMMUNOCOMPETENCE 

DES HEMOCYTES DE MYTILUS EDULIS 

-APPLICATIONS AUX DIAGNOSTICS ENVIRONNEMENTAUX. 
 

 

Par 

 

Damien RIOULT 
 

Soutenue le 7 novembre 2013 devant un jury composé de : 

 
M.

  
Michel AUFFRET  Professeur à l’université de Brest   Rapporteur 

M.  Stéphane BETOULLE  Maître de conférences à l’université de Reims  Rapporteur 

M.
 

Matthieu MARIN  Maître de conférences à l’université de Lille  Examinateur 

M.  Jean-Marc LEBEL  Professeur à l’université de Caen   Examinateur 

M.  Frank LE FOLL   Professeur à l’université du Havre   Examinateur 

 

 

Thèse co-dirigée par :  

Pr Frank LE FOLL et Pr Jean-Marc LEBEL 

 
Laboratoire d’Ecotoxicologie -Milieux 

Aquatiques (LEMA), UPRES EA-3222 

Université du Havre 

Biologie des Mollusques marins et des 

Ecosystèmes Associés (BioMEA) 

CNRS INEE - FRE3484 

Université de Caen 

 



 
 

 
 

 



 
 

 
 

A mes Grands Pères, 
  A mon Père, 
     A mon Fils… 



 
 

 
 

 



 
 

 
 

Les travaux présentés dans ce mémoire ont été réalisés au Laboratoire 

d’Ecotoxicologie – Milieux aquatiques (LEMA) de l’université du Havre dirigé par le 

professeur Christophe Minier.  

Mon travail de thèse a été financé par une allocation doctorale de 3 ans de la 

région Haute Normandie. Durant ces 3 années j’ai également pu bénéficier d’une 

mission enseignement à l’université du Havre (64h annuelles). Durant la dernière 

année de thèse, j’ai exercé la fonction d’ATER à 50%.  

 

 

Ce travail a également bénéficié de l’aide généreuse de divers organismes: 

 

· La fédération de recherche SCALE, Sciences Appliqués à L’Environnement. 

· L’Association pour le Développement de la Recherche en Ecotoxicologie – 

Science de la Santé et de l’Environnement (ADRESSE)  

 

 
 
 
 
 



 
 

 
 

 



 
 

 
 

REMERCIEMENTS 

Je tiens tout d’abord à témoigner toute ma reconnaissance aux membres du jury.  

Merci à M. Michel AUFFRET, Professeur à l’université de Brest et à M. Stéphane 
BETOULLE, Maître de conférences à l’université de Reims, d’avoir accepté de rapporter 

mon travail de thèse, vos remarques et suggestions me permettront d’améliorer ce manuscrit.  

Je tiens à remercier M. Matthieu MARIN, Maître de conférences à l’université de 

Lille, d’avoir accepté de juger ce travail. Mes travaux sont la suite directe de ceux initiés au 
laboratoire lors de son doctorat.  

 Merci à Jean-Marc LEBEL, Professeur à l’université de Caen, d’avoir accepté de co-
encadrer cette thèse. Merci également aux membres de son équipe pour leur accueil lors de 
ma visite au laboratoire de Biologie des Mollusques marins et des Ecosystèmes Associés ainsi 
que pour les discussions partagées autour de ce travail. 

Merci à mon directeur de Thèse, le Professeur Frank LE FOLL de m’avoir accordé sa 

confiance pendant ces quelques années (de la licence au doctorat). Il a su m’orienter dans mon 

travail, répondre à mes nombreuses interrogations et enfin partager avec moi sa grande culture 
biologique, scientifique et générale. Je le remercie d’avoir pris en compte mes réflexions et de 

m’avoir laissé la liberté de mener les plus pertinentes jusqu’au bout.  

Je tiens à remercier le Professeur émérite François LEBOULENGER ainsi que le 
Professeur Christophe MINIER, directeurs successifs du Laboratoire d’Ecotoxicologie Milieu 

Aquatique, de m’avoir accueilli dans leur structure.  

Je n’oublierai pas mon ancienne collègue et amie Jennifer PASQUIER, pour son aide 
scientifique et personnelle, pour m’avoir fait participer à ses réflexions scientifiques et avoir 
pris part aux miennes. Je ne saurai que lui dire merci pour les discussions, parfois 
mouvementées, que nous avons partagées.  

Je désire exprimer ma reconnaissance à ceux qui m’ont accompagné pendant cette 

thèse, et particulièrement aux enseignant-chercheurs, aux personnels techniques et 
administratifs du LEMA, présents ou passés. Ce fut un immense plaisir pour moi de travailler 
dans ce laboratoire. 

Je profite de ces quelques lignes pour remercier très sincèrement mes parents, pour 
leur présence tout au long de ces années. Soyez fiers d’avoir été des parents exemplaires. 
Merci d’avoir fait de moi ce que je suis aujourd’hui. 

Un grand merci à ma famille et belle-famille qui m’ont toujours soutenu, 

m’encourageant toujours à aller plus loin malgré les difficultés et les sacrifices.  

Merci à mon frère et à mon père pour les pêches aux moules souvent bien matinales.  

 Merci enfin  à mon épouse, Audrey, de m’accompagner au quotidien aussi bien dans 
les bons moments que dans l’adversité. Je te suis reconnaissant des sacrifices que tu as faits 

pour moi. Merci de me montrer chaque jour ton amour. La naissance de notre fils en est la 
plus belle preuve. 



 
 

 
 

 



 
 

 
 

 

 

 

Vous trouverez ci-joint dans l’enveloppe ci-dessous une carte USB qui reprend les 

differents éléments de ce manuscrit : 

 

- une version numérique 

- les articles scientifiques publiés, soumis ou en préparation 

- les données additionnelles – vidéos publiées en ligne avec les articles 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
 

 

Articles scientifiques publiés, soumis ou en préparation 

 

· Article 1 

Le Foll, F., Rioult, D., Boussa, S., Pasquier, J., Dagher, Z., Leboulenger, F., 2010. 

Characterisation of Mytilus edulis hemocyte subpopulations by single cell time-lapse 

motility imaging. Fish Shellfish Immunol 28 (2), 372-386. 

doi: http://dx.doi.org/10.1016/j.fsi.2009.11.011 

 

· Article 2 

Rioult, D., Le Foll, F., Lebel, J.-M., 2013. Cell tracking and velocimetric parameters 

analysis as an approach to assess activity of mussel (Mytilus edulis) hemocytes in 

vitro. Cytotechnology. 65 (5), 749–758. 

doi: http://dx.doi.org/10.1007/s10616-013-9558-2 

 

· Article 3 

Rioult, D., Pasquier, J., Boulangé-Leconte, C., Poret, A. Abbas, I., Marin, M., Minier, C. 

and Le Foll, F., 2013. The multi-xenobiotic resistance (MXR) efflux activity in 

hemocytes of Mytilus edulis is mediated by an ATP binding cassette transporter of 

class C (ABCC) principally inducible in eosinophilic granulocytes. Aquatic Toxicology, 

In press. 

doi: http://dx.doi.org/10.1016/j.aquatox.2013.11.012  

 

· Article 4 

Rioult, D. Peden R., Dagher Z., Bultelle F., Lebel J-M. and Le Foll F. ABCC/MRP 

transporter activity and temperature regulate kinetic of mussel hemocytes migration   

En préparation. 

 

· Article 5 

Pasquier, J., Galas, L., Boulange-Lecomte, C., Rioult, D., Bultelle, F., Magal, P., Webb, 

G., Le Foll, F., 2012. Different modalities of intercellular membrane exchanges 

mediate cell-to-cell p-glycoprotein transfers in MCF-7 breast cancer cells. J Biol Chem 

287, 7374-7387. 

doi: http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M111.312157 

 

· Article 6 

Pasquier, J., Rioult, D., Abu-Kaoud, N., Marie, S., Rafii, A., Guerrouahen, B., Le Foll, F.,  

2013. P-glycoprotein-activity measurements in multidrug resistant cell lines: single-

cell versus single-well populational fluorescence methods. BioMed Research 

International, vol. 2013, Article ID 676845, 11 pages. 

doi : http://dx.doi.org/10.1155/2013/676845  



 
 

 
 

Données additionnelles – videos publiées en ligne avec les articles 

· Vidéos associées à l'article 1 

1. cellule ressemblant à un granulocyte éosinophile 

2. cellule ressemblant à un basophile 

3. cellule ressemblant à un hyalinocyte 

4. comparaison éosinophile/basophile 

5. basophile près d'un éosinophile 

6. basophile sur une cellule étalée 

7. agrégat de basophiles 

8. dissociation en culture d'un agrégat 

9. changement rapide de morphologie d'un hémocyte 

10. changement rapide de morphologie d'un autre hémocyte 

11. cell-tracking en contraste d'hoffman – culture dense 

 

· Vidéos associées à l'article 2 

12. étalement des hémocytes à la mise en culture 

13. "A la Saint-Michel tout le monde dé-mé-nage" 

14. activité motile des hémocytes aussitôt après la mise en culture 

15. activité motile des hémocytes 4 jours après la mise en culture –

granulocytes éosinophiles désignés en bleu et basophiles en rouge 

16. tracking des noyaux au Hoechst 33342 – exemple 1 

17. tracking des noyaux au Hoechst 33342 – exemple 2 

 

· Vidéos associées à l'article 3 

18. Vidéo confocale d’un hémocyte en contraste de phase et noyau 

marqué au Hoechst 33342 

19.    Même vidéo que précédemment, marquage avec un anticorps 

monoclonal UIC2 conjugué à la  phycoérythrine (PE) 

 

· Vidéos associées à l'article 4 (en préparation) 

20. tracking des noyaux au Hoechst 33423 – imagerie confocale 

21. tracking et trajectoire en épifluorescence avec Metamorph 

22. Stacking d'images confocales d’un agrégat – Contraste de 

phase/Hoechst 

23. Stacking 3D confocal – même agrégat que précèdent – Hoechst 

24. Stacking 3D confocal – basophile sur éosinophile – WGA/Hoechst 

25. effet de la température sur la motilité hémocytaire 

 

· Vidéos associées à l'article 5 

26. reconstitution 3D de TnT entre cellules tumorales MCF-7 

27. Stacking d'images confocales de TnT entre MCF-7 marquées WGA 

 

 



 
 

 
 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 
 

 RESUME 

La moule bleue Mytilus edulis est un mollusque bivalve filtreur et sessile, commun en baie de 

Seine et, au-delà, sur le littoral de la Manche. Cet organisme présente un intérêt majeur d'une part 

en conchyliculture et d'autre part dans de nombreux programmes de surveillance environnementale 

comme espèce indicatrice du niveau de contamination par les xénobiotiques ou par certains 

pathogènes microbiologiques. Les moules sont dotées d'un système vasculaire non endigué dans 

lequel circule des cellules clés de l'immunité, les hémocytes en suspension dans l'hémolymphe. 

Dans une première partie, ce manuscrit propose une revue de la compréhension actuelle des 

mécanismes de l'immunité exclusivement innée des invertébrés, en s'attachant plus particulièrement 

au rôle prévalent des hémocytes chez Mytilus. Ces cellules immunocompétentes sont notamment 

responsables de la reconnaissance des pathogènes, des activités phagocytaires et cytotoxiques, et de 

la sécrétion des peptides antimicrobiens.  

Dans la partie expérimentale, un effort a d'abord été mené afin de proposer une meilleure 

caractérisation des populations et des activités hémocytaires. A partir de colorations cytologiques 

classiques combinées à la cytométrie en flux et au volume Coulter ainsi que d'une caractérisation 

originale des motilités cellulaires par videomicroscopie d'intervalle (time-lapse), nos résultats 

proposent une description des activités et des interactions d'au moins trois sous-populations 

hémocytaires : les basophiles, les hyalinocytes et les granulocytes éosinophiles. La vitesse de 

migration des hémocytes a été mesurée in vitro par une nouvelle méthode, le tracking des noyaux 

marqués au Hoechst 33342. Cette approche complète les techniques traditionnelles utilisées pour 

évaluer la réponse immunitaire en ajoutant une activité biologique essentielle : la migration tissulaire 

des immunocytes. Les données obtenues permettent de proposer des applications dans le cadre des 

réponses aux  stress environnementaux comme l'accroissement des températures, la contamination 

par les micro-organismes pathogènes ou la présence dans l'eau d'immunomodulateurs ou 

d'immunotoxiques.  

Le second axe développé consiste en une analyse du phénotype de Multi Xenobiotic Resistance 

(MXR) au sein des sous-populations hémocytaires identifiées en cytométrie en flux. Les résultats 

indiquent que les hémocytes expriment les transcrits correspondant aux ABC transporteurs de type B 

et C, ainsi que des protéines ABCB. L’utilisation de bloqueurs pharmacologiques montre une activité 

d'efflux principalement liée aux protéines ABCC/MRP, bloquées par le MK571 et essentiellement 

exprimées par les granulocytes éosinophiles. Le MXR activity factor est augmenté dans les cellules 

prélevées à partir de moules collectées dans des moulières plus contaminées par les 

polychlorobiphényls et les hydrocarbures aromatiques polycycliques (données IFREMER).  

Enfin,  nous montrons que, comme dans les cellules de l'immunité des vertébrés, les  

transporteurs ABCC/MRP sont directement impliqués dans la migration des hémocytes en culture. 

L'exposition au MK571 interrompt complètement la migration cellulaire. Le rôle de ces transporteurs 

dans le phénotype MXR et/ou dans la libération de médiateurs de la chimiokinèse ou de la 

chimiotaxie est discuté. 

En conclusion, nos résultats permettent de proposer une classification des sous-populations 

hémocytaires de Mytilus edulis en intégrant pour la première fois la motilité dans le phénotype des 

cellules. L'approche par tracking permet de quantifier les activités migratoires de ces cellules ainsi 

que leurs perturbations, notamment par les stress environnementaux. Ce travail indique également 

que les transporteurs ABCC/MRP régulent la motilité des cellules, ce qui ouvre des perspectives 

importantes en termes de biologie de l'immunité et d'évaluation de l'immunocompétence de ces 

animaux. 

AUTRES MOTS-CLES : migration cellulaire, immunité innée, MXR, transporteurs ABC,  

cytométrie en flux, videomicroscopie  
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LRR :  Leucine-Rich Repeat 

LXR:  Liver X Receptor 

MAC:  Complexe d’Attaque Membranaire 

MCF-7 :  Michigan Cancer Foundation – 7 

MDR :  Multi Drug Resistance 

MED:  Multiple start site Element DownStream 

MEF-1 :  MDR1 promoter-Enhancing Factor 1 

MPO:  Mylopéroxydase 

MRP :  Multidrug Resistance Protein 1 

MTT :  3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazoliumbromide 

MXR :  Multi Xenobiotic Resistance 

NBD:  Nucleotide Binding Domain 

NCB:  Nanosized Carbon Black 

NF-κB:  Nuclear Factor-Kappa B 

NK :  Natural Killer 

NK-L :  Natural Killer Like 

NLR:  NOD like receptor 

NNRTI:  Non-Nucleoside Reverse Transcriptase 

Inhibitors 

NOD:  Nucleotide Oligomerization Domain 

NOx:  NADPH oxydase 

PAMP :  Pathogen-Associated Molecular Pattern 

PCB :  PolyChloroBiphényle 

P-gp :  Permeability glycoprotein 

PGRP:  Peptidoglycan recognition proteins 

PI 3K:  Phosphatidylinositol 3-Kinase 

PKC :  Protéine Kinase C 

PMT:  Photomultiplicateur 

PO:  PhénolOxydase 

PPAR:  Peroximal Proliferator Activated Receptor 

ProPO :  ProPhenolOxidase 

Pro-ppA: ProPO activationg enzymes 

PRR :  Pattern Recognition Receptors 

PSGL1:  P-selectin glycoprotein ligand 1 

PtdIns(3,4)P2: Phosphatidylinositol-3,4 

diphosphate 

PtdIns(3,4,5)P3:  Phosphatidylinositol-3,4,5 

triphosphate 

PTEN:  Phosphatase and TENsin homolog 

PXR:  Pregnane X Receptor 

RAG :  Recombination Activating Gene 

RIG: Retinoic Acid-Inducible Gene  

RLR:  RIG-like receptors 

RNS ou ERN: Reactive Nitrogen Species 

ROCK:  Rho-associated protein kinase 

ROS ou ERO : Reactive Oxygen species 

RT-PCR:  Reverse Transcription Polymerase Chain 

Reaction 

RXR:  Retinoid X receptor 

SOD:  SuperOxyde Dismutase 

SSC ou SC: Side Scater 

SVF :   Sérum de Veau Fœtal 

SXR :  Steroid and Xenobiotic Receptor 

TcR :  T cell Receptor 



 
 

 
 

TEM :  Transverse Electomagnétique Mode 

TGF :  Tumor Growth Factor 

Tim :  Timeless 

TIMP :  Inhibiteurs tissulaires de 

Métalloprotéinases 

TLR :  Toll-Like Receptors 

TNF :  Tumor necrosis Factor 

TPA:  Tetragonolobus purpureas Agglutinin 

UCP:  Uncoupling Protein 

UDP-GST: UDP-glucuronyltransferase 

UV :   UltraViolet 

VCR:  Vincristine 

vCRL1:  variable Complement Receptor-Like 1 

VRL :  Variable Lymphocyte Receptor 

VRP :  Vérapamil 

WASP :  Proteine du syndromes de Wiskott-Aldrich 

WAVE :  WASP family verpolin homologue (SCAR) 

WB:  Western Blot 

WGA :  Wheat Germ Agglutinin 

βGBP:  β-1-3 glucan binding proteins 
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AVANT-PROPOS 

 

"La diversification des formes de vie depuis plus de 3 milliards d'années a conduit au 
développement de dialogues variés entre les êtres vivants. Les attaques virulentes des 
pathogènes sont un type particulier d'interaction auxquelles les hôtes répondent par des 
défenses efficaces. Le maintien de l'intégrité immunitaire des individus est un moteur de 
l'évolution" 

[Jules Hoffman prix Nobel de Médecine - Physiologie 2011] 
 

 
Compendium 

Les avancées conceptuelles à propos des mécanismes de l'immunité 
En 1908, le Prix Nobel de médecine/physiologie est attribué au biologiste allemand Paul 

Ehrlich pour ses travaux sur les interactions antigènes/anticorps et au biologiste ukrainien 
naturalisé français Elie Metchnikoff pour sa théorie sur la phagocytose. Elie Metchnikoff a 
découvert la phagocytose en observant, par transparence, l'accumulation de cellules motiles 
autour de corps étrangers (des éclats de verre) insérés dans des larves d'invertébrés marins, 
des étoiles de mer, collectées sur le littoral scandinave.  

 
Le choix de ces deux co-lauréats est révélateur de l'opposition qui règne parmi les 

immunologistes en ce début de XXème siècle. Pour Metchnikoff, l'élimination des microbes 
repose sur l'immunité cellulaire grâce à l'action des 
phagocytes que sont les macrophages (Metchnikoff, 
1908) ; pour Ehrlich,  les anticorps sont les acteurs 
d'une immunité principalement humorale.  
Par la suite et pendant une longue période, le 
poids historique de la sérologie et les formidables 
découvertes concernant la spécificité 
des interactions antigène/anticorps 
(Landsteiner, 1945), la structure des 
immunoglobulines (Edelman, Yahara et al., 1973; 
Porter, 1973) et l'origine génétique de leur diversité 
(Tonegawa, 1983) ont largement dominé l'immunologie qui a vu élucidés la plupart des 
mécanismes reposant sur la composante humorale et adaptative de la défense contre les 
pathogènes. 

 
A l'issue de cette période, le balancier immunologique est revenu dans le camp des 

adeptes d'une médiation cellulaire des mécanismes immuns. En effet, avec l'hypothèse de la 
sélection et de l'organisation clonale des lymphocytes (Jerne, 1955; Burnet, 1976), l'immunité 
adaptative devenait centrée sur la problématique des interactions cellule-cellule, à l'origine 
de la distinction du soi et du non-soi. A l'appui de ce cadre théorique expliquant les 
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phénomènes de tolérance ou de rejet des greffes (Medawar, 1961), la découverte du rôle du 
thymus dans la maturation des lymphocytes T (Miller, 1961) puis de la fonction du complexe 
majeur d'histocompatibilité (CMH) comme domaine de "restriction de reconnaissance de 
l'antigène " et enfin dans l'acquisition de la notion de soi par 
élimination des clones auto-réactifs (Zinkernagel & 
Doherty, 1974) constituent des avancées 
conceptuelles essentielles pour la 
compréhension de la physiologie de l'immunité. 
Finalement, les travaux de cette époque 
culminent avec les résultats indiquant que 
l'énorme répertoire des récepteurs T pour 
l'antigène (TcR) est formé, exactement comme 
pour les immunoglobulines, par le 
réarrangement de segments génétiques en mosaïque (Kappler, 
Kubo et al., 1983) et avec l'introduction du concept de synapses immunologiques (Grakoui, 
Bromley et al., 1999) regroupant les acteurs des interactions entre cellules de l'immunité 

adaptative. Il convient de noter ici que les trois ensembles de gènes très particuliers à 
l'origine des immunoglobulines, du CMH et du TcR sont l'apanage des seuls Vertébrés et que 
la quasi-totalités des résultats dans ce domaine ont été obtenus sur des modèles murins. 

 
La fin de cette époque voit également revenir une conception plus physiologique de 

l'immunité qui consiste à considérer que la propriété fondamentale du système immunitaire 
n'est pas de différencier le soi du non-soi mais bien de répondre aux agents infectieux 
(Fougereau, 2007). Cette acception implique que l'immunogénicité (faculté d'induire une 
réponse immunitaire) est distincte de l'antigénicité (propriété d'un antigène reconnu par un 
anticorps). Cette distinction est connue depuis longtemps dans la 
pratique vaccinale. En effet, les immunologistes ne se 
contentent pas d'injecter un antigène pour obtenir 
une réponse immunitaire. Ils font appel à des 
solutions adjuvantes, stimulatrices de la 
réponse immunitaire, dont le mode d'action est 
resté très longtemps mystérieux.  C'est ce que 
Janeway appelle "le sale petit secret des 
immunologistes" (Janeway, 1989). La 
découverte des propriétés adjuvantes de certaines 
substances remonte à 1925 et est due à un biologiste de l'Institut 
Pasteur formé à l'école vétérinaire d'Alfort, Gaston Ramon (Ramon, 1955). La composition 
des adjuvants est très variable mais non peptidique, incluant par exemple des sels 
d'aluminium, des émulsions huile-dans-l'eau, des dérivés des lipopolysaccharides 
membranaires de bactéries Gram-négatives ou des oligodésoxynucléotides riches en dimères 
CpG (Bégué, Girard et al., 2012). L'énigme de la réponse immune sans antigène trouve une 
réponse moléculaire soudaine en 1996 avec la découverte, par l'équipe de Jules Hoffmann de 
l'Université de Strasbourg, d'une voie de signalisation spécifique de la lutte contre les 
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mycoses chez la Drosophile (Lemaitre, Nicolas et al., 1996). Cette voie trouve son origine 
dans un récepteur membranaire du nom de Toll, jusque-là connu pour son rôle dans le 
développement embryonnaire, mais qui est activé par des motifs moléculaires de pathogènes 
fongiques chez l'adulte. Très vite, il apparaît que les Drosophiles peuvent sélectivement 
mettre en jeu des voies Toll pour produire soit des peptides antifongiques ou soit des 
peptides antibactériens, en fonction de l'agent infectieux (Lemaitre, Reichhart et al., 1997). 
Pour la première fois, un récepteur responsable de la reconnaissance de pathogènes dans un 

organisme invertébré à immunité exclusivement innée était identifié. Un homologue 
humain de Toll est caractérisé dans la foulée (Medzhitov, Preston-Hurlburt et al., 1997), 
conduisant en quelques années à la définition de la famille des TLR pour Toll-like receptors 
(revue par (Aderem & Ulevitch, 2000)). Dans le même temps, l'intérêt pour les peptides 
antibactériens est allé grandissant (pour revues (Ganz, 2003; Brogden, 2005)).   

 
Ce bond mécaniste en entraîne un autre : il supporte le rôle régulateur ou co-

stimulateur, cher à Medzhitov et Janeway,  du système immunitaire inné sur le système 
adaptatif. En effet, puisque les immunoglobulines et les TcR sont générés par réarrangement 
aléatoire de gènes, ils peuvent potentiellement être produits contre n'importe quel antigène du 
non-soi – ce qui n'est pas le cas. Une des principales fonctions du système immunitaire inné 
des Vertébrés est donc de renseigner les lymphocytes sur la nature des antigènes, inoffensifs 

ou dangereux, contre lesquels l'immunité adaptative pourrait développer une réponse 
spécifique (Medzhitov & Janeway, 1998a).  Le système immunitaire inné trie les antigènes 
qui viennent des pathogènes et ceci parce qu'il répond exclusivement aux "structures 

moléculaires" provenant des microbes. Ces structures moléculaires distinctes des antigènes 
ont été baptisées PAMPS pour pathogen-associated molecular patterns et les récepteurs 
activés par ces motifs, à l'instar des TLR, ont reçu le nom de PRR pour pattern recognition 
receptors (Medzhitov & Janeway, 1998b).  

 
Chez les invertébrés, la réponse immune repose exclusivement sur l'immunité innée 

médiée par les hémocytes, de la reconnaissance sans antigène des envahisseurs dangereux à 
leur destruction. L'hémocyte fait tout (Nappi & Christensen, 2005). 
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INTRODUCTION 

 

Les invertébrés forment un ensemble non monophylétique d'organismes, dans lequel 

on rangeait anciennement par exemple les Cnidaires, les Echinodermes et l'amphioxus 

(Lecointre & Bonnet, 2008). Ce regroupement d'espèces au sein des invertébrés, fait référence 

à la taxonomie traditionnelle qui repose sur l'identification de caractères observables 

permettant de créer des taxons, c'est à dire des ensembles qui se distinguent par la présence 

(ou l'absence) de ces caractères biologiques, physiologiques ou phénotypiques – ici tous les 

métazoaires sans vertèbres. Cette méthode de classification est abandonnée. 

La systématique propose, de nos jours, une classification phylogénétique qui organise 

les êtres vivants selon un rationnel évolutif, identifiant les ascendances communes à partir de 

caractères innovants (ou synapomorphies). Seuls les taxons monophylétiques, groupes 

incluant un ancêtre unique et tous ses descendants, sont pris en compte (Lecointre, Guyader et 

al., 2006). Au sens strict des phylogénéticiens, les invertébrés forment un vaste groupe 

paraphylétique, qui ne peut donc pas faire l'objet d'études comme un tout. Cependant, la 

délimitation des champs disciplinaires, ou des espèces d'intérêt, en biologie fait encore 

largement appel à la notion d'organismes apparentés à des invertébrés. Pour preuves, certains 

travaux cités dans ce manuscrit sont des publications récentes de journaux scientifiques 

comme Invertebrate Survival Journal ou Journal of Invertebrate Pathology. 

 

Le clivage entre invertébrés et vertébrés trouve une autre justification lorsqu'on 

s'intéresse plus spécifiquement à l'immunité : il permet, en première approximation, de tracer 

une ligne (Flajnik & Du Pasquier, 2004) entre les organismes dotés d'une immunité 

exclusivement innée d’une part, c'est-à-dire figée dans le génome germinal, et d’autre part les 

animaux qui, de surcroît, acquièrent une défense adaptée aux pathogènes effectivement 

rencontrés au cours de leur existence, sélectionnant et conservant des clones de lymphocytes, 

avec l'unique capacité de reconnaître un antigène spécifique et de proliférer en sa présence 

(Figure 1).   
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Récepteurs
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Figure 1. Les deux immunités. 
Principales caractéristiques distinguant l'immunité innée de l'immunité adaptative. Tous les 
métazoaires ont une immunité innée. Les vertébrés bénéficient d'une double immunité.CMH, 
complexe majeur d'histocompatibilité ; PAMPS, Pathogen Associated Molecular Patterns. 
D'après (Janeway & Medzhitov, 2002). 
 

Les immunologistes s'accordent pour associer l'apparition de l'immunité adaptative 

avec l'intégration, il y a plus de 500 millions d'années, d'un élément microbien transposable 

RAG (Recombination Activating Gene) dans des gènes codant pour des protéines de la famille 

des immunoglobulines, Igs (Agrawal, Eastman et al., 1998). Cette « innovation » est à 

l'origine des réarrangements de segments d'acides nucléiques de ces gènes, les segments VDJ, 

générateurs des domaines hypervariables des Immunoglobulines (Igs) et du récepteur des 

lymphocytes T (TcR), eux-mêmes à l'origine du répertoire clonal des lymphocytes. En 

corollaire est apparue la double nécessité de présenter les antigènes dans l'environnement du 

« soi » au sein de synapses immunologiques, – on parle alors de restriction par le CMH 

(Complexe Majeur d'Histocompatibilité), –  et d'éliminer les clones autoréactifs, ces deux 

mécanismes conduisant à la distinction du « soi » et du « non-soi ». Il en résulte des 

possibilités d'expansion clonale permettant à la fois une forte amplification des activités de 

défense après amorçage (« priming ») par les pathogènes et l'instauration d'une mémoire 
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immunitaire. Cette spécificité de la réponse se fait au prix d'un retard, parfois fatal, de la 

réponse à la ré-exposition et parfois aussi de l'apparition de nouvelles pathologies auto-

immunes en cas d'élimination imparfaite des cellules activées par le « soi ». En outre, il est 

généralement admis que les vraies tumeurs avec métastases et les cancers agressifs sont 

associés à l’immunité adaptative, les néoplasies étant très rares et bien plus bénignes chez les 

invertébrés (Robert, 2010). Les analyses génomiques ont montré que i) les séquences RAG 

n'existent pas chez les animaux dérivés d'ancêtres plus anciens que les chondrichtyens et ii) 

que tous les gnathostomes sont capables d'effectuer des recombinaisons au niveau des gènes 

codant pour les Igs et le TcR  grâce à ce mécanisme (Bernstein, Schluter et al., 1996; Azumi, 

Santis et al., 2003). Il convient également de noter que les organismes à immunité adaptative 

bénéficient en fait d'une double immunité puisqu'ils conservent la plupart des mécanismes et 

quasiment toutes les voies de signalisation de l'immunité innée (Salzet, 2001) 

Le dogme central en termes d'évolution du système immunitaire est donc qu'en 

l'absence de « vrais » lymphocytes et d'anticorps, les non vertébrés ont une réponse 

immunitaire purement innée, c'est-à-dire non spécifique – (Rowley & Powell, 2007). 

Pourtant, certains travaux chez l’amphioxus ont révélé une diversité des gènes IgSF 

(Immunoglobuline SuperFamily), avec, de plus, des combinaisons spécifiques à chaque 

individu (Cannon, Haire et al., 2004). En outre, des réponses apparemment accélérées après 

ré-exposition à des micro-organismes pathogènes, amorçages parfois transmissibles de la 

génération parentale à la descendance, ont été décrites chez des insectes et des crustacés 

(Little, O'Connor et al., 2003; Moret, 2006). De façon à priori surprenante, des travaux 

maintenant anciens indiquent que les lombrics rejettent les allogreffes (Cooper & Roch, 

1986). Si on ajoute à cela l’incroyable diversité des molécules de défense chez l’oursin 

(Smith, Rast et al., 2006),  ainsi que la sécrétion de protéines apparentées au fibrinogène 

(FREPs, fibrinogen-related proteins) qui ciblent les parasites et qui sont codés par une vaste 

famille de gènes hypervariables, via des mutations somatiques, un épissage alternatif et 

l'action de convertases, notamment chez les mollusques (Zhang, Adema et al., 2004),  il 

semble que la frontière séparant les deux immunités devienne finalement moins nette (Flajnik 

& Du Pasquier, 2004). Un examen approfondi des molécules de l'immunité et des 

mécanismes générateurs de diversité moléculaire dans le monde vivant (Figure 2), laisse 

entrevoir une vaste combinatoire de stratégies moléculaires qui pourrait être à l'origine de ce 

que certains auteurs désignent comme une immunité "quasi-spécifique" chez de nombreux 

invertébrés (Rowley & Powell, 2007), dont les mécanismes innés de défense sont finalement 

loin d'être simples, d'être bien compris et, sans doute, d'être homogènes entre les organismes 
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(Loker, Adema et al., 2004).  C’est notamment le cas chez des groupes majeurs d’invertébrés 

comme les Echinodermes, les Arthropodes et les Mollusques qui combinent plusieurs 

mécanismes de modification du codage germinal de l’immunité (FREPs, épissage alternatif 

des introns et recombinaisons génomiques) aboutissant à un polymorphisme d’expression des 

molécules de défense. 
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Figure 2. Phylogénie simplifiée de l'immunité. 
Le rouge indique des molécules ou des mécanismes impliqués dans l'immunité innée. Le bleu 
indique des molécules dont les gènes se diversifient de façon somatique et sont impliqués (ou 
soupçonnés de l'être) dans l'immunité adaptative. L’orange indique les mécanismes 

somatiques  au niveau de l'ADN ou d'ARN afin de générer ou de maximiser la diversité 
immunitaire. Les taxons soulignés indiquent que les représentants de ces groupes ont des 
mécanismes de diversification des gènes immunitaires. Som ADN : modification de l’ADN 

somatique. D'après (Flajnik & Du Pasquier, 2004). 
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Chapitre 1. L'immunité exclusivement innée 

des invertébrés. 

 
La diversification des formes de vie depuis plus de 3 milliards d'années a conduit au 

développement de dialogues variés entre les êtres vivants. Les attaques virulentes des 

pathogènes sont un type particulier d'interaction auxquelles les hôtes répondent par des 

défenses efficaces. Le maintien de l'intégrité immunitaire des individus est un moteur de 

l'évolution (Hoffmann, Kafatos et al., 1999). Chez les métazoaires, ce système inclus deux 

formes d’immunité : l’inné présent chez toutes les espèces vivantes et l’adaptatif présent 

uniquement à partir des gnatosthomes (Flajnik & Du Pasquier, 2004). Depuis la découverte 

des Toll Like Receptors (TLR) et plus généralement des Pattern Recognition Receptors 

(PRR), il est largement admis que, chez les vertébrés, la réponse innée précède et guide la 

réponse adaptative (Galli, Nakae et al., 2005).En effet, les PRR exprimés par les cellules de 

l’immunité innée captent des signaux de danger correspondant à des motifs moléculaires 

propres aux pathogènes, en anglais Pathogen Associated Molecular Patterns (PAMPs). Ces 

signaux déclenchent la phagocytose. Les microorganismes capturés par les phagocytes, sous 

l’action de la protéolyse à pH acide ou de l’immunoprotéasome, fournissent spécifiquement 

d’autres motifs moléculaires caractéristiques aux pathogènes, sortes de PAMPs secondaires 

appelés dans ce cas antigènes (Rivett & Hearn, 2004).  Les antigènes sont présentés à la 

surface des cellules par les molécules du CMH dans le domaine restreint des synapses 

immunologiques – une fonction encore portée par les cellules de l’immunité innée. Cette 

signalisation juxtacrine, à laquelle s’ajoute la sécrétion paracrine de diverses cytokines, active 

l’immunité adaptative en recrutant les clones ad hoc du répertoire des lymphocytes B et T. En 

ce sens, l’innée « drive » l’acquis (Janeway, Murphy et al., 2009). Les deux formes 

d’immunité (Figure 3) reposent à la fois sur des mécanismes cellulaires et humoraux (Male, 

2006).  
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Figure 3. Représentation schématique du système immunitaire : l’innée « drive » 

l’acquis chez les vertébrés 
D'après (Janeway, Murphy et al., 2009) 

 

Dès lors, les fonctions de l’immunité innée sont principalement appréhendées ainsi, 

comme une machinerie initiale, comme un processus préparatoire à l’immunité adaptative. 

Est-ce vraiment le cas ? Chez les vertébrés, en fin de compte qu’elle est la part de chacun des 

deux systèmes ? L’immunité innée n’est-elle pas la réponse prééminente dans la lutte contre 

les pathogènes ? 

Les processus de lutte contre les pathogènes décrits chez les invertébrés peuvent 

fournir des réponses à ces questions. En effet, ces organismes sont très majoritairement 

représentés dans le règne animal en termes d’abondance individuelle, de biomasse et de 

diversité des taxons avec plus de 1,2 millions d’espèces connues soit 90% des espèces 

animales, d’ancienneté à l’échelle de l’évolution et de colonisation des différents milieux de 

vie (Museum, 2012). Subissant de fortes variations de température, ces animaux 

poïkilothermes dotés d’une immunité exclusivement innée que l’on pourrait considérer 

comme partielle ou dépouillée d’importantes fonctions, indéniablement moins complexe que 

celle des vertébrés, parfois qualifiée de « vestige de l’évolution » (Paris, 2012), n’en 

développent pas moins une défense robuste contre de nombreuses espèces de pathogènes et 

tolérante contre certains symbiotes (Kvell, Cooper et al., 2007), en homéostasie réduite, c’est-

à-dire en condition de fluctuation de nombreux facteurs abiotiques comme le pH, 

l’osmolarité, la pression hydrostatique (Bettencourt, Dando et al., 2008) ou encore la 

contamination chimique chronique ou accidentelle (Galloway & Depledge, 2001).   
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Phylogénétiquement, les invertébrés représentent donc le triomphe de l’immunité 

innée (Vuitton, 2009). Les mécanismes fins de cette immunité particulièrement efficace 

restent cependant encore peu connus car relativement peu étudiés (Kurtz, 2004). 

Basiquement, elle développe une composante basale et une composante inductible (Hamilton, 

Siva-Jothy et al., 2008), toutes deux reposant sur des mécanismes comprenant une immunité 

cellulaire caractérisée par la réaction phagocytaire et une immunité humorale reposant sur la 

libération de peptides antimicrobiens et de récepteurs solubles à l’envahisseur (Dzik, 2010). 

La Figure 4 présente de manière synthétique les composantes de l’immunité innée des 

invertébrés. Les lettres situées associés aux différentes boîtes correspondent aux chapitres 

traités ci-après. Ces différents points seront repris ensuite en miroir afin de proposer un état 

des connaissances spécifique chez les bivalves et dans le genre Mytilus si possible.  
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Figure 4. Les mécanismes innés de défense. 
En violet la composante cellulaire, en bleu la composante humorale. Les flèches orange 
indiquent une expression des facteurs, les flèches bleues une activation direct et les vertes une 
activation liée à une cascade enzymatique.  D’après (Barillas-Mury, Wizel et al., 2000) 
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I. Les mécanismes de l’immunité innée à médiation 

cellulaire 

Le système immunitaire inné des invertébrés est divisé en défenses humorales qui 

incluent la production de molécules effectrices solubles et les défenses cellulaires comme par 

exemple la phagocytose et encapsulation qui sont médiées par des hémocytes. Ces actions 

cellulaires exigent que les hémocytes reconnaissent d'abord une cible identifiée comme 

étrangère, il s’en suit l'activation de la signalisation en aval puis les réponses effectrices. 

(Lavine & Strand, 2002). Le rôle central des hémocytes chez les invertébrés est à l’origine de 

l’expression « The hemocyte does everything » (Nappi & Christensen, 2005) 

 

A. Reconnaissance des pathogènes : PAMPs et PRRs 

La compréhension relativement récente de la nature de la reconnaissance des 

pathogènes et des mécanismes de signalisation dans la 

défense immunitaire innée a considérablement changé les 

idées précédentes sur ce système. Janeway a été parmi le 

premier à proposer l'existence d'une classe de récepteurs 

immunitaires innés, les PRRs, reconnaissant des structures 

microbiennes conservées ou «modèles», les PAMPs, avant 

même leur identification moléculaire (Janeway, 1989). Le 

répertoire des PRRs est très vaste, et de même, les classes 

d'agents pathogènes reconnus par les PRRs sont très diverses. En outre, une propriété 

importante de ce système est qu’aucun agent pathogène n’est détecté par un seul type de PRR 

(Lata & Raghava, 2008). Au contraire, des PRRs différents sont activés par des PAMPs 

différents d’un même agent pathogène. 

Dans certains cas, les PRRs peuvent aussi 

reconnaître certains facteurs de l'hôte comme des signaux 

de « danger ». Plusieurs protéines sécrétées par l'hôte, les 

motifs moléculaires associés aux dommages (DAMPs), 

sont libérées lors de lésions tissulaires et activent les 

récepteurs de reconnaissance innée (Cunha, Carvalho et 

al., 2012) (Matzinger, 2002). Lors de la reconnaissance 

PAMPs : pathogen-associated molecular 

pattern. Structures moléculaires 

glucidiques, protéiques, lipidiques ou 

combinées produites uniquement par les 

micro-organismes. Elles sont hautement 

conservées et dans la plupart des cas 

essentielles à la survie du micro-

organisme. 

Inflammation: terme générale pour 

l’accumulation locale de liquide, de 

protéines plasmatiques, et de cellules 

immunitaires initiée par une blessure, 

une infection ou une réponse 

immunitaire locale. (Janeway, Murphy et 

al., 2009) 
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d’un PAMP, les PRRs membranaires ou intracellulaires signalent à l'hôte la présence du 

pathogène et déclenche des réponses pro-inflammatoires et antimicrobiennes en activant une 

multitude de voies de signalisation intracellulaires, comprenant des molécules adaptatrices, 

des kinases, et des facteurs de transcription (Tsakas & Marmaras, 2010). La transduction du 

signal induit par la voie des PRRs aboutit à l'activation de l'expression génique d'une large 

gamme de molécules : cytokines, chimiokines, molécules d'adhésion cellulaire et 

immunorécepteurs, qui, ensemble, orchestrent la réponse de l'hôte vis-à-vis de l'infection 

(Tsakas & Marmaras, 2010).  

Les PRRs peuvent être classés en 2 groupes, les PRR-endocytiques, favorisant 

l’endocytose, et les PRR-signaux qui transduisent le signal et aboutissent à l’expression 

génique des acteurs moléculaires de l’inflammation. Sans être exhaustif, le Tableau 1, 

reprend ces 2 groupes et liste un certain nombre de ces récepteurs pour illustrer 

l’hétérogénéité spatiale et fonctionnelle ainsi que l’éclectisme de la nature moléculaire des 

PAMPs reconnues. Toutes les classes de molécules : lipide, glucide, protéine, acide nucléique 

(Lata & Raghava, 2008) provenant des virus, bactéries, levures, parasites, peuvent être 

reconnues et déclencher une réponse adéquate (Akira & Takeda, 2004; Tsakas & Marmaras, 

2010; Cunha, Carvalho et al., 2012). 
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Tableau 1. Liste non exhaustive de quelques PRRs avec les PAMPs associés 
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Chez les invertébrés, la reconnaissance du 

pathogène est un processus de type « one shot », au coup 

par coup, qui n’entraîne pas la trilogie 

amorçage/mémorisation clonal/réponse secondaire 

adaptée et n’implique pas de présentation dans un 

environnement restreint à un complexe moléculaire 

d’histocompatibilité, au sens strict.  Cependant, des 

études ont identifié des phénomènes 

d’alloreconnaissance, chez les invertébrés, impliqués 

notamment  dans la survie des colonies chez certains 

urochordés (Raftos, Briscoe et al., 1988; Saito, Hirose et 

al., 1994; Cadavid, 2004; Khalturin, Kurn et al., 2005; 

Nyholm, Passegue et al., 2006). Par conséquent, 

l’alloreconnaissance pourrait être un processus antérieur à 

l’apparition de l’immunité adaptative (Costa, Dios et al., 2009). Bien que durant ces dernières 

années le modèle drosophile ait permis d’apprendre beaucoup sur la réponse immunitaire 

invertébrée (Hoffmann, Kafatos et al., 1999; Medzhitov, 2001), les molécules et les processus 

liés à l’alloreconnaissance chez ces organismes, restent mal compris (Costa, Dios et al., 

2009). Récemment, plusieurs gènes très variables pouvant être liés à alloreconnaissance ont 

été identifiés (pour revue (Khalturin & Bosch, 2007)). C'est le cas des protéines analogues au 

fibrinogène (FREPs) de l'escargot d'eau douce Biomphalaria glabrata, qui contiennent des 

domaines d'immunoglobuline (Zhang, Adema et al., 2004). Chez les ascidies, le gène 

hautement polymorphe FuHc de Botryllus schlosseri (Nyholm, Passegue et al., 2006), les 

récepteurs auto-stérilité de Halocynthia (Sawada, Tanaka et al., 2004) ou le gène vCRL1 de 

Ciona intestinalis (Kurn, Sommer et al., 2007) pourraient jouer ce rôle. 

D’autres correspondances peuvent être établis entre immunité inné et adaptative au 

niveau de la reconnaissance des pathogènes. A l’instar des immunoglobulines qui acquièrent 

une résolution inégalée des paratopes, grâce à un assemblage par épissage alternatif des 

segments V-(D)-J et hypermutation somatique, la molécule d'adhésion cellulaire (Dscam, 

Down syndrome cell adhesion molecule), qui semble jouer ce rôle dans l’immunité des 

invertébrés, peut prendre quelques dizaines de milliers de formes différentes à travers 

l'épissage alternatif (Dong, Taylor et al., 2006; Smith, Mwangi et al., 2011 ). Une étude 

récente a rapporté des niveaux élevés de Dscam dans l’hémolymphe de drosophile. 

L’utilisation d’ARNi (ARN interférant) pour dépléter la protéine Dscam révèle une atteinte de 

Histocompatibilité: Littéralement : 

compatibilité tissulaire. Elle désigne le 

taux de compatibilité entre deux tissus, 

qui permet à une greffe de ne pas être 

rejetée. Cette compatibilité repose sur les 

molécules du CMH –dépendant des 

patrimoines génétiques du donneur et du 

receveur. Ces complexes participent aux 

réponses immunitaires, c'est la clef de 

l'immunité cellulaire et de la 

communication entre l’inné et l’acquis. 

Alloreconnaissance : capacité d'un 

organisme à distinguer ses propres 

cellules parmi celles d’un autre individu 

faisant partie de la même espèce. 
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la capacité des hémocytes à phagocyter des bactéries (Watson, Puttmann-Holgado et al., 

2005). De même, l’extinction de Dscam de l’Anopheles gambiae (AgDscam) compromet la 

capacité du moustique de résister à Plasmodium. En outre, il a été montré que le répertoire des 

protéines Dscam exprimées varie par épissage alternatif du gène AgDscam en fonction des 

espèces de pathogènes Plasmodium berghei ou Plasmodium falciparum infectant l’anophèle 

(Dong, Taylor et al., 2006). 

 
 

B. Phagocytose 

La phagocytose est le processus par lequel les cellules de défense, circulantes ou 

résidentes, ingèrent activement une ou plusieurs particules, souvent d’origine étrangère, 

généralement des pathogènes (Janeway, Murphy et al., 2009). Il s'agit d'un phénomène 

observé dans tout le règne animal (Jiravanichpaisal, Lee et al., 2006). Pour certains 

invertébrés, en particulier les filtreurs, la phagocytose est également impliquée dans le 

transport des nutriments (Smith, 2001). Il s'agit d'un processus en plusieurs étapes incluant : la 

reconnaissance de l’élément à phagocyter par des récepteurs de surface cellulaire, 

l'internalisation puis la fusion  avec des compartiments endomembranaires lytiques : les 

phagosomes,  pour la destruction de la particule ingérée (Smith, 2001). 

Par l'ingestion de pathogènes microbiens, les cellules phagocytaires accomplissent 

deux fonctions essentielles des systèmes immunitaires. Tout d'abord, elles initient une voie de 

destruction microbienne. Secondairement, chez les organismes possédant un système 

immunitaire adaptatif, les cellules phagocytaires et en particulier les cellules dendritiques, 

utilisent la phagocytose pour produire les antigènes qui seront présentés à la surface par les 

CMH I et II. Ainsi, la phagocytose joue un rôle double pour ces organismes : effecteur de 

l’immunité innée, et pont entre les réponses immunitaires innées et adaptatives (Janeway, 

Murphy et al., 2009). Chez les invertébrés, seul le premier rôle est considéré.  

La phagocytose s’exécute en plusieurs étapes. Elle nécessite au préalable une 

activation des cellules compétentes via les PAMPs et des cytokines amplifiant la reponse 

comme le le TNF et IL1 (Newton & Dixit, 2012). Les phagocytes circulants expriment des 

récepteurs glycoprotéiques de surface comme, CD44, PSGL1 (P-selectin glycoprotein ligand 

1), ESL1 (E-selectin ligand)  et des intégrines qui augmentent leur capacité d’adhésion avant 

d’être attirés par le site de l'infection. Cette migration cellulaire est orientée par la présence de 

molécules attractives tels que certains facteurs bactériens (protéines bactériennes, LPS, 
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peptidoglycane…), des chimiokines (cytokines 

chimiotactiques), produits de dégradation de la  

fibrine, ou les phospholipides libérés par des cellules 

hôtes blessées selon un mécanisme globalement appelé 

chimiotactisme (Richardson, Pepper et al., 1976 ; 

Luster, 2001 ; Newton & Dixit, 2012), qui sera traité  

Chapitre 2.I.  

Après cette phase migratoire menant au site d’infection, les phagocytes se lient à 

l’élément à phagocyter. Deux cas de figures sont observés : la liaison non améliorée et la 

liaison améliorée (Stuart & Ezekowitz, 2005). La fixation non-améliorée est la reconnaissance 

des pathogènes, présentant leurs PAMPs, par les PRR induisant l’endocytose (Tableau 1). La 

liaison améliorée fait intervenir quant à elle un ou plusieurs acteurs moléculaires 

supplémentaires : les opsonines (Tableau 1). Ce processus, également connu sous le terme 

d’opsonisation (Figure 5), permet l’amélioration de l'attachement qui devient alors plus précis 

et plus efficace (Lee, Harrison et al., 2003; Stuart & Ezekowitz, 2005 ). 

Après liaison, un remaniement complexe de la membrane impliquant entre autre la 

polymérisation puis dépolymérisation des filaments d’actine permet l’émission de 

pseudopodes englobant la particule avant de l’internaliser dans une vésicule d’endocytose 

appelé phagosome qui fusionnera avec le lysosome (Yutin, Wolf et al., 2009). Le 

phagolysosome, résultat de cette fusion, est caractérisé par un pH acide (pH inférieur à 5,5) et 

une richesse en enzymes hydrolytiques fonctionnant à pH acide (Blanchette, Woo et al., 

2009). Ce faible pH inhibe la croissance microbienne et améliore l'activité des enzymes de 

dégradation contenue dans le lysosome. Fait intéressant, la baisse de pH dans les phagosomes 

a été identifié il y a 70 ans chez l’amibe (Mast, 1942). C’est seulement récemment qu’il a été 

démontré que cette chute de pH ne dépend pas de la fusion phagosome-lysosome, mais est 

médié par une ATPase vacuolaire (ou V-ATPase) active à la membrane du phagosome 

(Blanchette, Woo et al., 2009). C’est seulement au début de l’acidification, que le lysosome 

fusionne avec le phagosome (McNeil, Tanasugarn et al., 1983). Il existe deux principaux 

mécanismes cytotoxiques de destruction des pathogènes dans les cellules phagocytaires. Le 

système oxydant s’appuie sur la production d’espèces radicalaires réactives oxygénées (ROS 

pour Reactive Oxygen Species)  et/ou azotées (RNS pour Reactive Nitrogen Species). Le 

système indépendant de l’oxygène, en fait non radicalaire, fait intervenir des activités 

enzymatiques spécifiques (Smith, 2001). Les principales enzymes lysosomales chez les 

invertébrés sont la phosphatase acide ou alcaline, β-glucuronidase, le lysozyme, les estérases 

Cytokines : substances solubles de 

communication synthétisées par les 

cellules du système immunitaire ou par 

d'autres cellules et/ou tissus, agissant à 

distance sur d'autres cellules pour en 

réguler l'activité et la fonction. (Revillard, 

2001; Malagoli, 2010) 
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et les protéases. Les enzymes sont directement déchargés à partir du lysosome qui fusionne 

dans le phagosome (Smith, 2001). 

 

Figure 5. Différents modes de reconnaissances d’un pathogène menant à la phagocytose. 
Les micro-organismes, tels que les champignons, peuvent être reconnus directement par les 
PRRs membranaires (reconnaissance non opsonique ; Tableau 1), ou indirectement 
(reconnaissance opsonique) : les PRRs sérique (Tableau 1) se lient aux pathogènes 
permettant alors la reconnaissance par les récepteurs aux opsonines (Tableau 1). Dans la 
plupart des cas, la reconnaissance est complexe, elle implique à la fois de multiples 
récepteurs opsoniques et non opsoniques conduisant à l'absorption du micro-organisme et à 
sa desctruction. La reconnaissance microbienne se produit également de façon 
intracellulaire, dans les vacuoles ou dans le cytoplasme (Tableau 1). Cette reconnaissance 
induit une production de cytokines pro-inflammatoires et de chimiokines,  ainsi que 
l'expression génique de TLR-spécifiques au pathogène reconnu.D’après (Brown, 2006) 

 

Chez les invertébrés,  le type et le nombre de phagocytes varient entre les espèces, de 

même que l'efficacité de l'absorption de particules (Smith, 2001). Par exemple, les bivalves 

montrent des niveaux remarquablement élevés de la phagocytose, avec 70% ou plus des 

hémocytes circulants actifs dans cette réponse et capables d'ingérer au moins 10 particules en 

1 heure telles que le cytoplasme devient distendu (Wootton, Dyrynda et al., 2003b). À l'autre 

extrémité de l'échelle, les taux de cellule phagocytant chez le crabe et l'écrevisse sont 

d'environ 2-15% (Söderhäll, Smith et al., 1986), (déterminée in vitro), avec moins de 

particules absorbées par cellule (Smith, 2001). Plusieurs facteurs peuvent influencer les 

valeurs rapportées dans l'absorption in vitro de particules par les phagocytes d'invertébrés, en 

particulier le type de particules (bactérie ou bille de latex), les conditions de culture (temps 
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d’incubation, température) et de la présence ou non d’opsonines améliorant la phagocytose  

(Smith, 2001; Wootton, Dyrynda et al., 2003b). 

 Il est à noter que l’activité phagocytaire, chez la Drosophile, est régulée par une 

protéine intervenant dans la régulation circadienne : Timeless (Tim). Cette protéine induit un 

pic d’activité phagocytaire la nuit, uniquement lors de challenges avec des bactéries 

spécifiques. De plus Tim régule à la hausse la phagocytose de Staphylococcus aureus, mais 

pas de Escherichia coli, ceci suggère que Tim intervient lors de la première étape de la 

phagocytose : la reconnaissance du pathogène par les PRRs (Stone, Fulton et al., 2012).  

 

C. Action cytotoxique par production de ROS et RNS 

Les ROS sont une famille d’espèces chimiques oxygènées extrêmement réactives 

regroupant les radicaux libres possèdant un électron célibataire non apparié et également des 

dérivés non radicalaires dont la toxicité est importante (Freitas, Lima et al., 2009). De la 

même façon, les dérivés réactifs de l’azote sont capables de réagir avec de nombreux 

composants intracellulaires. Le Tableau 2 liste quelques uns des ERO et ERN les plus 

souvent rencontrés dans la littérature. 

 

Quelques EROs et ERNs Symbole
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peroxynitrite ONOO-

anion hypoclorite ClO-
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anion superoxyde O2°-

radical hydroxyle HO°

radical hydroperoxyle HO2°

radical alkoxyl RO°

radical peroxyde ROO°

dioxygène singulet 1O2

monoxyde d’azote NO°

 

Tableau 2. Récapitulatif des ROS et RNS  les plus couramment rencontrés 
Les espèces réactives de l’oxygène sont indiquées en bleu et ceux de l’azote en vert. ° signifie 

la présence d’un éléctron célibataire, ce sont des radicaux libres extréments réactifs. 
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D’un point de vue cellulaire, les ROS et RNS peuvent être de source exogène, mais 

dans leur majorité elles sont le produit du métabolisme. La fraction exogène provient des 

phénomènes physiques ionisants directs (radiations X ou gamma, UV) ou indirects via la 

radiolyse de l’eau, ou d’autres réactions photochimiques. Les sources endogènes impliquent 

toutes des réactions enzymatiques, cependant les espèces réactives générées peuvent être 

considérées comme des métabolites secondaires ou au contraire comme le produit principal 

des réactions. La fraction endogène secondaire résulte de la respiration cellulaire. Dans les 

organismes multicellulaires, l’oxygène est réduit à 90 % dans les mitochondries par voie 

enzymatique en une molécule non toxique : l’eau H2O. Cependant, une fraction de l’ordre de 

0,2 à 2 % subit une réduction monoélectronique et forme une espèce  radicalaire : l’anion 

superoxyde O2°
- (Balaban, Nemoto et al., 2005). Cet anion n’est pas le radical le plus 

délétère, cependant il peut donner naissance à des espèces beaucoup plus réactives comme le 

radical hydroxyle HO°.  

Les ROS de source endogène sont aussi le principal produit des réactions cytotoxiques 

mises en œuvre par les phagocytes pour détruire les pathogènes ingérés. Ces réactions sont à 

l'origine d'une brutale augmentation de la consommation cellulaire d'oxygène moléculaire, 

phénomène appelé « flambée oxydative » (ou « burst oxydatif ») et décrit extensivement dans 

les cellules de l'immunité innée de type macrophages/neutrophiles (Dahlgren & Karlsson, 

1999). La flambée oxydative est due à l'activation d'une activité NADPH oxydase dormante. 

Cette activité est portée par un complexe multienzymatique qui devient la principale source 

d'anions O2°
- lorsque ses quatre sous-unités cytosoliques rejoignent un cytochrome b qui reste 

lié à la membrane. Les voies de signalisation aboutissant à l'assemblage de la NAPDH 

oxydase sont nombreuses. On peut citer la voie des phosphoinositides-3-kinases activées par 

le récepteur du fMLP (N-formyl-methionine-leucine-phenylalanine), un tripeptide 

chimiotactique libéré par certaines bactéries (Rommel, Camps et al., 2007) ou encore la 

mobilisation du calcium intracellulaire et la protéine kinase C (Jiang, Zhang et al., 2011). 95 

% de l'activité NADPH oxydase est localisée au niveau de la membrane de granules 

intracellulaires et 5 % au niveau de la membrane plasmique des neutrophiles (Dahlgren & 

Karlsson, 1999). L'anion O2°
- est peu réactif vis-à-vis de la plupart des substrats biologiques 

mais il est rapidement transformé en peroxyde d'hydrogène H2O2 par réaction spontanée au 

pH acide des phagolysosomes mais aussi grâce à l'activité superoxyde dismutase (SOD) des 

microorganismes phagocytés.  Il est intéressant de noter que la molécule H2O2 peut diffuser 

aisément d'une cellule à l'autre. Finalement, la plus grande partie du H2O2 produit par les 

phagocytes est transformée par une autre enzyme, la myélopéroxydase (MPO). La MPO est 
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stockée dans les granules azurophiles, de couleur rouge pourpre, et libérée dans les 

phagosomes pendant la phagocytose (Freitas, Lima et al., 2009). La MPO constitue 5 % du 

total en protéines des neutrophiles. A partir du H2O2, cette enzyme produit de l'acide 

hypochloreux (HOCl) qui constitue l'oxydant bactéricide le plus puissant connu, 1000 à 10 

000 fois plus toxique que O2°
- ou H2O2 (Hampton, Kettle et al., 1998). 

La présence d’espèces activées de l’oxygène a des conséquences potentiellement 

graves pour la cellule. Les organismes vivants possèdent des systèmes de défense (Figure 6) ; 

ainsi à l’état physiologique il existe un équilibre "naturel" entre la production des radicaux 

libres et les systèmes enzymatiques antioxydants (SOD, Catalase, GST) ou scavenger 

(certaines vitamines, uncoupling proteins (UCPs)) (Buttemer, Abele et al., 2010). Sous 

certaines conditions, il apparaît un déséquilibre, connu sous le terme de « stress oxydant » 

provoqué soit par une production exagérée de radicaux libres soit par une diminution des 

défenses antioxydantes sous l’effet de certaines conditions : pollutions environnementales 

comme par exemple l’exposition aux métaux (Mottin, Caplat et al., 2012) ou encore la ré-

oxygénation hypoxic-hyperoxic lors de la balnéation des bivalves (Letendre, Chouquet et al., 

2009).  
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Figure 6. Les trois principales activités enzymatiques du système d'attaque radicalaire 

des phagocytes.   
La production de l'acide nitreux fait successivement appel aux activités NADPH oxydase 
(NOx), superoxyde dismutase (SOD) et myélopéroxydase (MPO). Les systèmes antoxydants 
impliquent notamment la catalase (CAT), la glutathion péroxydase (GPx), la glutathion 
réductase (GRd) et la glutathion-S-trasférase (GST). 
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Les ROS ont longtemps été considérées comme des agents cytotoxiques en raison des 

dommages oxydatifs qu’elles causent à la cellule. En 2012, Naviaux  émet l’idée que le stress 

oxydant ne serait qu’un mécanisme de défense (altruisme) de l’organisme et parle de 

« oxidative shielding ». En tout état de cause, il est important de noter que les dérivés réactifs 

interviennent dans des processus physiologiques autres que l’élimination des pathogènes. 

Leur rôle dans la signalisation est largement documenté chez de nombreuses espèces 

(Thannickal & Fanburg, 2000; Nappi & Christensen, 2005; D'Autreaux & Toledano, 2007). 

Par exemple les ERO interviennent dans la signalisation des mécanismes apoptotiques 

(Morey, Corominas et al., 2003). L’oxyde nitrique est aussi principalement impliqué dans les 

processus de signalisation grâce à l'activation de la guanylate cyclase et la formation de 

GMPc (Guanosine MonoPhosphate cyclique). Dans les éponges, le NO est un signal cellulaire 

pour le stress environnemental (Giovine, Pozzolini et al., 2001), pouvant ainsi représenter la 

plus primitive perception sensorielle dans le règne animal.  Chez la drosophile, le NO induit 

l'expression d'un gène codant pour un peptide antimicrobien : la diptericin (Nappi, Vass et al., 

2000).  

 

II. Molécules et mécanismes de l’immunité innée humorale 

D. L’agglutination par les lectines et les FREPs 

Les lectines sont des protéines multivalentes impliquées dans la reconnaissance et 

l'agrégation des composés oligosaccharidiques et polysaccharidiques spécifiques, endogènes 

ou portées par des envahisseurs microbiens (Drickamer & Taylor, 1993). Découvertes il y a 

plus de 100 ans chez les plantes, les lectines sont toutefois connues pour leur caractère 

ubiquiste, en particulier à la surface des microorganismes, y compris les virus. Dans ce cas, 

elles sont parfois désignées sous le nom d’hémagglutinines ou adhésines (Sharon & Lis, 

1989). Sur la base des similitudes entre les domaines de reconnaissance des glucides (CRD), 

les lectines animales sont classées en au moins 12 catégories, (Kilpatrick, 2002). L'interaction 

entre les lectines et les hydrates de carbone a été montrée pour être impliquée dans diverses 

activités et, par conséquent, différents rôles biologiques ont été proposés pour ces molécules. 

Les lectines participent au transport des glucides, des glycoprotéines et du calcium, 

interviennent dans le développement des insectes, peuvent avoir une activité cytolytique et 

cytotoxique, médier l’adhésion cellulaire, la migration et l’apoptose, ou encore l’activation de 
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cascades protéolytiques du sang comme le système ProPO et la coagulation (Marques & 

Barracco, 2000; Kilpatrick, 2002).  

Les recherches insistent cependant sur le rôle possible des lectines dans la 

reconnaissance des molécules étrangères à l’hôte et leur attribuent un rôle immunitaire chez 

les vertébrés comme chez les invertébrés (Vasta, Ahmed et al., 1994; Arason, 1996; 

Kawabata & Iwanaga, 1999). Dans ce contexte immunitaire, les lectines agglutinent les 

micro-organismes ce qui améliore leur phagocytose, médiée par les récepteurs opsoniques 

présents à la surface d'hémocytes. De nombreux travaux indiquent que les lectines sont 

synthétisées par les cellules immunitaires d'invertébrés (Renwrantz, Daniels et al., 1985; 

Suzuki & Mori, 1990 :Glinski, 1997 #42; Fisher & DiNuzzo, 1991; Richards & Renwrantz, 

1991; Arason, 1996; Dodd & Drickamer, 2001; Canesi, Gallo et al., 2002; Bettencourt, Dando 

et al., 2009). 

 

Les protéines apparentées au fibrinogène (FREPs) constituent une famille de 

glycoprotéines qui contiennent dans la partie C-terminale d'un domaine fibrinogène-like 

(FBG), mais qui diffèrent dans la région N-terminale (Romero, Dios et al., 2011). Cette 

famille comprend diverses protéines telles que la tenascine, la tachylectine, les ficolines, les 

angiopoïétines, ou encore les ixoderines.  

La présence de FREPs est universellement observée, des vertébrés (Doolittle, 1992; 

Matsushita, Endo et al., 1996) aux invertébrés comme les mollusques (Adema, Hertel et al., 

1997) et les arthropodes (Gokudan, Muta et al., 1999; Rego, Hajdušek et al., 2005), ce qui a 

permis de suggérer que le domaine FBG doit être antérieur à la divergence des protostomiens 

et deutérostomiens (Gorbushin, Panchin et al., 2010).  

Les FREPs jouent un rôle important dans la réponse immunitaire innée des 

invertébrés. Elles sont sécrétées à la suite d’une immunostimulation relativement spécifique 

(Adema, Hertel et al., 1999) et se lient aux agents pathogènes ce qui détermine leur 

précipitation (Adema, Hertel et al., 1997; Zhang, Zeng et al., 2008). Par exemple, en présence 

de trématodes, les hémocytes de l'escargot Biomphalaria glabrata produisent une grande 

quantité de FREPs agissant comme des lectines et précipitant des PAMPs solubles dérivés des 

parasites (Adema, Hertel et al., 1997). Les FREPs sont aussi souvent impliquées comme 

médiateurs de la reconnaissance des pathogènes chez les gastéropodes (Richards & 

Renwrantz, 1991; Zhang & Loker, 2003; Hertel, Adema et al., 2005).  

En tant que protéines du système immunitaire ayant la capacité de reconnaître et de se 

fixer spécifiquement sur certains pathogènes, les lectines et les FREPs ont un rôle proche des 
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anticorps produits par les systèmes adaptatifs des vertébrés. Contrairement aux 

immunoglobulines, la spécificité des agglutinines d’invertébrés est limitée aux résidus 

glucidiques. Cependant, bien que les lectines ne soient pas exprimées dans le cardre d’une 

diversité recombinatoire, chacune possède plusieurs sites spécifiques de motifs glucidiques 

distincts d’un même ligand et montrent, en outre, une certaine flexibilité de liaison permettant 

la reconnaissance d'une gamme de glucides structurellement liée (Vasta, Ahmed et al., 1994). 

Chez Biomphalaria, les FREPs montrent une diversité relativement élevée (Zhang & Loker, 

2003; Zhang, Adema et al., 2004). 

 

E. Les inhibiteurs de protéases 

Les enzymes protéolytiques jouent de nombreux rôles physiologiques et sont des 

facteurs essentiels pour le contrôle homéostatique chez les eucaryotes ainsi que chez les 

procaryotes (Lopez-Otin & Bond, 2008). Les protéases microbiennes s’intègrent également 

d’un point de vue physiologique dans cycle de vie de ces organismes, mais ces enzymes 

produites par les micro-organismes pathogènes, et notamment par les agents pathogènes 

opportunistes, agissent parfois comme des facteurs toxiques pour l'hôte (Armstrong, 2006). 

Ces facteurs de virulence peuvent contribuer à induire une maladie chez l'hôte en agissant 

comme toxines ou agents hyper-stimulant les défenses immunitaires de l'hôte(McKerrow, 

Caffrey et al., 2006). Les protéases sécrétées ou liées à la surface, trouvent un rôle dans 

l'invasion, l'évasion immunitaire, la nutrition et la reproduction du pathogène (Armstrong, 

2006 ; Tanguy, 2013). Sans surprise, l'hôte produit des inhibiteurs qui sont capables 

d'inactiver et de détruire les protéases impliquées dans l'invasion. Par conséquent, en plus de 

réguler l’activité des protéases endogènes, ces inhibiteurs deviennent une composante 

importante de l'arsenal du système immunitaire pour lutter contre l'invasion. Les inhibiteurs 

de protéase sont répartis en deux classes : les inhibiteurs du site actif et les α2-macroglobulines 

(Armstrong, 2010). Les inhibiteurs de la première classe se lient et inactivent le site actif de la 

protéase cible. Les protéines de la seconde classe se lient aux protéases par un mécanisme de 

piège moléculaire unique et étiquettent ainsi la protéase liée au système d'endocytose médié 

par récepteur où elle pourra être dégradée dans les lysosomes (Sottrup-Jensen, 1989). Les 

protéines de la famille des α2-macroglobuline sont présentes dans une variété de phylums 

d'animaux, y compris les nématodes, arthropodes, mollusques, échinodermes, urochordés, et 

les vertébrés (Armstrong, 2010).  
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F. Le Système ProPhénolOxydases et la mélanisation 

Chez les invertébrés, le système des phénoloxydases (POs) est un système de défense 

humoral impliquant une cascade enzymatique d’activation, qui  peut être activé par des 

signaux de danger asociés aux pathogènes et dont le résultat ultime est le piégeage des 

matières étrangères dans une capsule de mélanine. Les POs sont présentes dans l’hemolymphe 

des invertébrés sous forme inactive : les prophénoloxydases (ProPOs). L'activation des 

ProPO, après plusieurs étapes de protéolyse par des protéases à sérine appelées « ProPO 

activating enzymes » (Pro-ppA), conduit à la mélanisation (Söderhäll & Cerenius, 1998). De 

nombreuses études ont montré que les PO étaient libérées, par les hémocytes de crustacés et 

d’insectes, dans la circulation générale (Söderhäll & Cerenius, 1998). Le système ProPO est 

activé par divers PAMPs tels que les β-1, 3-glucanes de parois cellulaires bactériennes, les 

lipopolysaccharides (LPS) de bactéries Gram-négatives, et ainsi que par des composants 

cellulaires fongiques (Luna-Gonzalez, Maeda-Martinez et al., 2003).  Ces PAMPs sont 

reconnues par les PRRs solubles comme la βGBP, la GNBP ou encore la LBP décrit dans le 

Tableau 1. A la suite de l’activation, le précurseur inactif est transformé en PO, qui catalyse à 

son tour l’oxydation des phénols en quinones, produits intermédiaires instables et hautement 

toxiques qui vont polymériser en mélanine de façon non-enzymatique (Figure 7).  Du fait de 

sa dangerosité pour l’hôte, l’activation de la cascade ProPO est strictement contrôlée par des 

inhibiteurs de protéase (Söderhäll & Cerenius, 1998; Michel, Budd et al., 2005; Liu, 

Jiravanichpaisal et al., 2007).  Il est intéressant de noter que chez les crustacés le système 

ProPO semble plus complexe car  l’hémocyanine de l’hémolymphe possède aussi une activité 

phénoloxydase. L’hémocyanine est produite par l’hépatopancréas et reste localisée dans 

l’hémolymphe alors que la ProPO est exclusivement hémocytaire (Cerenius, Lee et al., 2008). 
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Figure 7. Le système Prophénoloxydase. 
Le système est initalement activé par des PRRs capables de lier des PAMPs ou des DAMPs. 
Une cascade de sérines protéases, qui reste  encore à caractériser et semble propres aux 
différentes espèces, provoque le clivage de la pro-forme de l'enzyme d’activation  de la 
prophénoloxydase (Pro-ppA) en ppA active. Certaines ppA nécessitent la présence 
d’homologues des protéinases à sérine (Box en pointillé) alors que dans d’autres cas les ppA 
sont capables de cliver directement le ProPO en PO active.  D’après (Cerenius & Soderhall, 
2004) 
 
 

G. La coagulation hémostatique 

La coagulation, ou clotting, est un mécanisme très conservé au sein du règne animal. 

La réponse est immédiate et est provoquée là-aussi par une cascade enzymatique qui aboutit à 

la polymérisation de fibres, de matrices protéiques et de cellules sanguines piégées. 

Chez tous les animaux, la coagulation a 2 fonctions majeures (Krarup, Wallis et al., 

2007). La première est de stopper l’hémorragie. En plus d’avoir des sévères conséquences sur 

le transport de l’oxygène, chez les invertébrés à corps mou comme par exemple les annélides, 

gastéropodes ou tous autres invertébrés ne possédant pas d’exosquelette, le fluide circulatoire 

fournit une pression hydrostatique nécessaire à leurs déplacements. Ainsi, une brèche doit être 

scellée rapidement. La seconde fonction de la coagulation est de participer à l’élimination de 

microorganismes qui auront profité de la lésion pour pénétrer l’organisme. Ce rôle est très 

important chez les invertébrés, dans lequel la coagulation emprisonne rapidement les micro-
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organismes envahisseurs et empêche leur dispersion dans tout l’organisme. La plupart des 

recherches sur les mécanismes de la coagulation chez les invertébrés ont été réalisées chez les 

arthropodes et notamment chez la limule, Limulus (Theopold, Schmidt et al. 2004). 

A ce jour trois mécanismes de coagulation sont décrits chez les Arthropodes. L’un des 

trois se retrouve dans les crustacés et les insectes  (Muta & Iwanaga, 1996), où un gel est 

formé par polymérisation de protéines coagulables catalysées par  une transglutaminase 

dépendante du calcium Ca2+ (Figure 8). La transglutaminase est libérée par les hémocytes ou 

les cellules musculaires par un mécanisme encore inconnu. Un processus alternatif est décrit 

chez la limule (Figure 8) où elle implique  des dégranulations hémocytaires qui déclenchent 

une cascade de coagulation en réponse au LPS et au β-1,3-glycane (Muta & Iwanaga, 1996). 

Parmi les composants granulaires, plusieurs zymogènes à activité sérine protéase 

interviennent en cascade de coagulation.  Ainsi, en présence de LPS, l'activation 

autocatalytique du facteur C déclenche la réaction qui aboutit finalement à la conversion du 

coagulogène en un gel de coaguline insoluble. Le zymogène du facteur G est activé en 

présence du β-1,3-glucane (Iwanaga & Lee, 2005). Cette voie de coagulation médiée par le β-

glucanes est activée par la surface des champignons. La cascade de coagulation immobilise et 

englue les envahisseurs dans l'hémolymphe par la formation d’un caillot. La cascade de la 

coagulation est régulée par trois inhibiteurs de sérine protéase de type serpine, co-libérés 

pendant l’activation des hémocytes pour empêcher la diffusion des facteurs de coagulation 

actifs, ce qui pourrait causer la formation de caillots inutiles. Le dernier mécanisme est 

identifié chez les insectes, le système de coagulation consiste en quatre étapes (revue par 

(Theopold, Schmidt et al., 2004) chez les  Lépidoptères). Tout d'abord, la dégranulation des 

hémocytes conduit à l'établissement d'agrégats extracellulaires. Ces agrégats scellent la plaie 

avec un caillot primaire mou. Deuxièmement, l'activation de la cascade ProPO / 

transglutaminase aboutit à la réticulation du caillot (caillot dur). Troisièmement, les 

plasmatocytes sont attirés, et s’infiltrent dans le caillot pour sceller le tout à partir de la 

hemocoele (formation de croûtes). Et enfin, la régénération de l'épiderme se produit, au 

niveau de la plaie, remplacant petit à petit la croûte (Jiravanichpaisal, Lee et al., 2006). Bien 

que l’activation de ces réactions ne soit pas encore connue, les trois premières étapes sont 

communes à la  formation des nodules et des capsules (Theopold, Schmidt et al., 2004).  
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Figure 8. Le processus de coagulation chez les Arthropodes. 
La coagulation chez les décapodes se résume à la formation d’un polymère insolule en une 

seule réaction enzymatique. La seconde partie de la figure illustre le principe du test 
biochimique dite de la limule, qui est utilisé pour détecter des endotoxines bactériennes 
(LPS). La méthode a été développée par (Levin & Bang, 1964) sur la  constatation suivante : 
des traces d'endotoxine coagulent le lysat d'hémocytes du limule américain, Limulus 
polyphemus. Cette réaction de gélification a été largement utilisée comme un test simple et 
très sensible pour réveler la présence d’endotoxines (LPS). Le test du limulus dépend de la 
réaction en cascade des protéases indiquées dans la figure. Noté que le système ProPO est 
coactivé par la cascade de coagulation via des dimérisations avec l’hémocyanine. D’après 

(Iwanaga & Lee, 2005 ; Jiravanichpaisal, Lee et al., 2006) 
 

H. Le Lysosyme 

Le lysozyme porte une activité enzymatique (EC 3.2.1.17)  présente dans une grande 

variété de cellules, de tissus et de sécrétions, des bactériophages aux mammifères. C’est une 

glycoside hydrolase capable de cliver les liaisons β-(1, 4)  glycosidiques entre l'acide N-

acétylmuramique et la N-acétylglucosamine (deux sucres aminés) au sein des peptidoglycanes 

qui forment les parois des cellules bactériennes (Salton, 1957). La fonction des lysozymes est 

généralement considérée comme immunitaire par l'intermédiaire de la lyse des cellules 

bactériennes (Masschalck & Michiels, 2003), des activités antimicrobiennes non 

enzymatiques (During, Porsch et al., 1999), et l'immunomodulation (Park, Kim et al., 2007). 

Chez certaines espèces, le lysozyme se trouve également impliqué dans la fonction digestive 
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après évolution adaptative (McHenery, Birkbeck et al., 1979; Xue, Itoh et al., 2007).  En 

fonction de la séquence d'acides aminés, les lysozymes sont classés en six types,  parmi 

lesquels le type poulet (C), type oie (G) et type invertébrés (I) sont les plus présents dans le 

règne animal. (Callewaert & Michiels, 2010).  Les lysozymes type-I sont considérés comme 

jouant un rôle important dans l'immunité et la digestion chez les invertébrés. Les lysozymes 

type-I possèdent une forte activité antimicrobienne contre les bactéries Gram positif et à Gram 

négatif (Nilsen, Overbo et al., 1999; Xue, Schey et al., 2004; Cong, Yang et al., 2009) et dans 

un même temps, se trouvent exprimés dans de multiples tissus et des organes (Van 

Herreweghe & Michiels, 2012). L’expression des lysozymes peut être induite lors des 

challenges bactériens (Li, Parisi et al., 2008) et (Zhao, Qiu et al., 2010). D'autre part, l'activité 

du lysozyme a été détectée dans les tissus digestifs d’espèces ayant la capacité d'utiliser des 

bactéries comme source d'éléments nutritifs (Zobell, 1938; McHenery & Birkbeck, 1985), ce 

qui suggère que le lysozyme peut fonctionner comme une enzyme digestive. Curieusement, 

les invertébrés pourraient produire des lysozymes différents pour l'immunité (Itoh, Xue et al., 

2007) et pour la digestion (Xue, Itoh et al., 2007), et les lysozymes digestifd de type-I 

auraient évolué à partir du lysozyme immunitaire par sélection positive (Xue, Hellberg et al., 

2010). 

Dans le contexte immunitaire, le lysozyme, ainsi que d’autres enzymes comme les 

phosphatases acides ou alcalines, la β-glucuronidase, les estérases ou encore protéases, sont 

produites dans le lysosome des phagocytes pour être ensuite déchargé dans le  phagosome 

(Smith, 2001). Le lysozyme est aussi retrouvé dans l’hémolymphe après exocytose (Smith, 

2001), chez de nombreuses espèces d’insectes (Ursic-Bedoya, Nazzari et al., 2008) et de 

mollusques (Van Herreweghe & Michiels, 2012). De même la β-glucuronidase est retrouvée 

soluble dans l’hémolymphe chez plusieurs espèces de mollusques et la drosophile (Cheng, 

1976; Langley, Wilson et al., 1983). On peut donc en déduire que les enzymes protéolytiques 

interviennent à la fois dans un mécanisme cytotoxique intracellulaire en intégrant le 

phagosome, et un mécanisme cytotoxique extracellulaire en étant libérés dans l’hémolymphe. 

 

I. Les peptides antimicrobiens (AMPs) 

Les peptides antimicrobiens (dont environ 900 sont connus) sont produits à la fois par 

les protozoaires et les métazoaires (Danilova, 2006). Bien que ces peptides soient très 

différents, ils contiennent tous des clusters d’acides aminés hydrophobes et cationiques très 
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conservés pendant l'évolution (Zasloff, 2002). Ces groupements sont essentiels pour : leur 

fixation aux membranes bactériennes chargées négativement et, leur intégration dans les 

phospholipides membranaires pour y former des pores ou directement détruire la membrane 

(Brogden, 2005). Le principal rôle de ces AMPs est de déstabiliser les membranes des 

pathogènes afin de les détruire. D’autres peptides sont directement transloqués à l’intérieur de 

la cellule pour aller cibler des composants bactériens et ainsi augmenter l’effet toxique des 

AMPs (Brogden, 2005). Des peptides antimicrobiens sont synthétisés dans les cellules 

phagocytaires chez les annélides (Salzet, Tasiemski et al., 2006), les mollusques, les 

arthropodes, et les urochordés (Hancock, Brown et al., 2006). La plus grande partie des 

connaissances actuelles viennent des investigations réalisées sur les peptides antimicrobiens 

des insectes. Ils sont synthétisés principalement par le corps gras (un équivalent fonctionnel 

du foie des mammifères) et dans une moindre mesure par les hémocytes, les cellules 

cuticulaires, les glandes salivaires et l'intestin moyen ainsi que par les structures reproductives 

(Lemaitre & Hoffmann, 2007). Plus de 150 peptides antibactériens et antifongiques ou 

polypeptides ont été ainsi décrits chez ces organismes. Les peptides immunitaires des insectes 

peuvent servir de molécules d'adhésion cellulaire, dans la régulation de l'activité des 

récepteurs de surface cellulaire ou voies de signalisation conduisant à l'expression des gènes 

altérés. La drosophile naturellement infectée par des champignons entomopathogènes est 

capable d’exprimer de façon différentielle uniquement les peptides antimicrobiens possèdant 

une activité antifongique. Chez la drosophile et d’autres insectes, un homologue de NF-kB a 

été démontré pour réguler la transcription du gène de peptides antimicrobiens (Hoffmann, 

Kafatos et al., 1999). 

  

III. Connaissances actuelles de l’immunité innée des 

bivalves 

Chez les mollusques, et notamment chez les bivalves, les hémocytes sont les seules 

cellules immunitaires effectrices. L’hémocytose (l'augmentation du nombre des hémocytes 

circulants (Matozzo, Chinellato et al., 2012)) et la phagocytose incarnent la réponse cellulaire 

tandis que de multiples facteurs hémolymphatiques tels que les lysines, les peptides 

antimicrobiens, les agglutines, –présents naturellement ou induits– constituent les mécanismes 

de défense humorale.  
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L’hémocytose est l'une des premières réponses cellulaires du système de défense de 

l'hôte contre les agents pathogènes. La variation dans la concentration cellulaire peut résulter 

soit de la mobilisation des hémocytes des tissus dans le système circulatoire, ou d'un 

processus hématopoïétique qui change le nombre absolu d’hémocytes circulants. Ainsi, les 

réponses inflammatoires chez les bivalves peuvent être classées en quelques types 

morphologiques de base: l’infiltration, la formation de nodulaire et l'encapsulation (De Vico 

& Carella, 2012). 

La réponse inflammatoire infiltrante est caractérisée par un envahissement focalisé ou 

diffus des tissus lésés par les hémocytes sans preuve d'un comportement de regroupement ou 

de nodulation  (Villalba, Mourelle et al., 1997; Kim & Powell, 2007). L’inflammation diffuse 

se distingue de l'inflammation focalisée lorsque la zone touchée ne semble pas avoir plusieurs 

centres d’infiltration d’hémocytes et qu’ils sont abondants et largement diffusés sur une 

grande partie du tissu (Kim & Powell, 2007). Après avoir infiltré les tissus, l’activité des 

hémocytes est principalement de phagocyter les agents pathogènes et les débris cellulaires de 

la zone lésée. 

La réponse inflammatoire nodulaire est habituellement observée lorsque de 

nombreuses petites particules doivent être phagocytées; ainsi, les hémocytes se regroupent, 

formant des groupes plus ou moins grands, à la fois dans la circulation et dans le tissu 

interstitiel (Galloway & Depledge, 2001). In vitro, le regroupement d’hémocytes est une 

propriété bien connue de la biologie de ces cellules. Chen & Bayne, en 1995(b)  ont suggérés 

que dans les hémocytes de  moules de Californie, M. californianus, cette agrégation pourrait 

être classée en trois niveaux en fonction de la force de l'interaction cellule-cellule: aucune 

agrégation, agrégation faible, et agrégation cohérente. Chez les invertébrés, la formation de 

nodules est normalement considérée comme une conséquence de l'agrégation hémocytaire 

après une provocation bactérienne (Rowley, 1996). Cependant, Auffret & Oubella, en 1997, 

ont exposé des huitres C. gigas à des xénobiotiques identifiés dans un estuaire pollué. Ils ont 

observé des changements dans le comportement d'agrégation des hémocytes selon le 

contaminant chimique utilisé et émis l'hypothèse que l'activité d'agrégation de ces cellules 

peut être modifiée par le stress induit par contamination de l'environnement. 

L’encapsulation est une réaction classique de défense immunitaire dirigée vers les 

corps étrangers, y compris les parasites multicellulaires, qui entrent dans l’hémocoele et sont 

trop gros pour être phagocytés (Galloway & Depledge, 2001; Jayaraj, Thiagarajan et al., 

2009). De façon générale, une capsule d’hémocytes entoure le corps étranger, et les produits 

cytotoxiques (par exemple, les enzymes de dégradation et les radicaux libres) sont libérés 
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dans la cavité formée et détruisent l'envahisseur (Jayaraj, Thiagarajan et al., 2009; Meena, 

Rose et al., 2010) . Des études in vitro réalisées chez certains bivalves marins ont suggéré que 

les hémocytes  interagissent préférentiellement ou plus intensément avec les particules dont la 

surface est chargée positivement, et que des facteurs opsoniques favorisant l’encapsulation 

sont présents dans l'hémolymphe (Jayaraj, Thiagarajan et al., 2009; Meena, Rose et al., 2010).  

Il est à noter un dernier mécanisme, distinct de l’encapsulation : l’inclusion dans la 

nacre. Une couche de nacre est fixée autour du parasite ou de la particule étrangère qui a 

envahi l’espace entre la coquille et le manteau (Lutz, 1978). La nacre est formée par la 

superposition régulière d’une couche protéique et de cristaux d'aragonite (Hattan, Laue et al., 

2001). La nacre forme aussi la coquille et sa cristallisation est régulée par différentes 

protéines(Miyazaki, Nishida et al., 2010).   

 La défense humorale repose sur la sécrétion, par les hémocytes ou d’autres cellules, de 

molécules biologiquement actives jouant un rôle dans la défense immunitaire. Pendant la 

phagocytose, des enzymes hydrolytiques, comme le lysozyme par exemple, sont sécrétées 

dans l’hémolymphe. Les lectines sont synthétisées et exprimées à la surface des hémocytes 

comme récepteur aux PAMPs. En réponse aux pathogènes, des espèces réactives de l’oxygène 

hautement toxiques sont produites par les hémocytes. Plus récemment, des protéines 

antibactériennes et antifongiques, apparentées aux défensines des arthropodes, ont été 

identifiées chez Mytilus. 

 Il est maintenant largement admis que la contamination chimique peut moduler le 

système immunitaire des bivalves (Dyrynda, Pipe et al., 1998; Ciacci, Barmo et al., 2011; 

Canesi, Ciacci et al., 2012; Mottin, Caplat et al., 2012). Plusieurs tests fondés sur le comptage 

des hémocytes, la phagocytose, l’activité de certaines enzymes et la mesure des ROS ont été 

développés pour mesurer la compétence du système immunitaire (Auffret, Rousseau et al., 

2006; Duchemin, Auffret et al., 2008) voire pour constituer des biomarqueurs de la pollution 

environnementale (Livingstone, Chipman et al., 2000). Très récemment, en 2012 une étude 

portant sur 2 espèces de bivalves : Chamelea gallina et Mytilus galloprovincialis a permis de 

mettre en évidence une immunomodulation dûe au changement climatique global (Matozzo, 

Chinellato et 

 al., 2012).  
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A. Reconnaissance des pathogènes : PAMPs et PRRs 

Depuis la création des bases de données répertoriant massivement des séquences 

nucléotidiques, un certain nombre de transcrits caractéristiques des acteurs moléculaires de 

l’immunité dans différentes espèces, produits d’un ensemble de gènes parfois appelé 

immunome (Doytchinova, Taylor et al., 2003), ont été identifiés chez les bivalves. Ainsi les 

databases EST (Expressed sequence tags)  liées à M.edulis  ont permis d’obtenir 27 séquences 

nucléotidiques de TLR (Tanguy, Bierne et al., 2008) dont seulement 2 sont complètes et 

concordent avec l’organisation classique de ces récepteurs (Philipp, Kraemer et al., 2012). La 

database Mytibase pour  M. galloprovincialis (Venier, De 

Pitta et al., 2009) a permis d’identifier 3 séquences MyD88, 

ainsi que 9 séquences TLR (Toubiana, Gerdol et al.).  Les 3 

séquences de MyD88 identifiées chez M.galloprovincialis 

sont presque identiques à celles déjà isolées chez M. edulis. 

En fait, les bivalves semblent posséder plusieurs gènes codant 

pour MyD88, 4 sont identifiés chez C. gigas et 2 de P. fucat 

(Toubiana, Gerdol et al., 2012) L’existence d’une voie de 

signalisation NF-κB suspectée chez les bivalves depuis 1999 

(Escoubas, Briant et al., 1999) est confirmée en 2013 (Toubiana, Gerdol et al., 2012). 

Des fragments de transcrit pour des RLRs  (RIG- like receptors, Tableau 1), récepteurs 

sensibles aux ARN étrangers sont retrouvés dans le transcriptome de M.edulis, de même que 4 

fragments appartenant au LBPs (lipopolysaccharide-1,3-glucan binding proteins). Sept 

fragments de transcrits codant pour différentes protéines de reconnaissance du peptidoglycane 

(PGRP, Peptidoglycan recognition proteins) ont aussi été identifiés et présentent un domaine 

conservé PGRP/amidase2 ainsi que 3 fragments diffèrents de GNBPs, (Gram-negative 

binding proteins). La présence de ces fragments laisse supposer que ces récepteurs existent 

sans pour autant que leur expression protéique soit actuellement confirmée. Une classe 

importante de PRR chez les bivalves semble être les lectines associées à la membrane (Sharon 

& Lis, 2004). Nous reviendrons sur les lectines dans un second temps. D’autres PRRs ne 

semblent pas présents chez les bivalves. C’est notamment le cas des NOD like receptors 

(NLRs, Tableau 1) (Philipp, Kraemer et al., 2012).  

 

 

MyD88 : Protéine adaptatrice impliquée 

dans la voie de signalisation des 

récepteurs Toll-like de la réponse 

immunitaire innée. Il agit avec d’autres 

adaptateurs (IRAK, TRAF) pour former un 

complexe d’activation. La kinase activée 

conduit à la translocation de NF-κB, un 

facteur de transcription de la réponse 

inflammatoire. 
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B. Phagocytose 

La phagocytose est considérée comme le principal mécanisme de défense interne chez 

les invertébrés. Les hémocytes de la plupart des espèces de bivalves étudiées à ce jour 

possèdent une capacité phagocytaire (Wootton, Dyrynda et al., 2003b; Tanguy, McKenna et 

al., 2013). Les éosinophiles granuleux sont les phagocytes les plus actifs dans plusieurs 

espèces de bivalves (Foley & Cheng, 1975; Lopez, C. et al., 1997; Pipe, Farley et al., 1997). 

Les hémocytes de bivalves peuvent ingérer une grande variété de particules : bactéries, 

algues,  levures, cellules sanguines et corps étrangers comme les sphères de latex (Wootton, 

Dyrynda et al., 2003b). 

Bien que la reconnaissance et la fixation des particules étrangères pendant la phagocytose  

soient partiellement basées sur des propriétés physico-chimiques telles que la charge de 

surface ou le caractère hydrophobe (Olafsen, 1986), l'observation des réponses différentielles 

aux diverses particules phagocytées in vitro indique que les molécules de reconnaissance 

spécifique sont également  impliquées. Chez les bivalves, des molécules de reconnaissance 

induisant la phagocytose sont en partie des lectines qui peuvent être associées à la membrane 

cellulaire. Elles permettent une fixation directe ou après opsonisation via un récepteur adéquat 

(Wootton, Dyrynda et al., 2003b). 

Différentes activités enzymatiques hydrolytiques libérées dans le phagolysosomes ont été 

identifiées chez les bivalves, telles que les β-glucuronidases, les phosphatases alcalines et 

acides, le lysozyme, les lipases, les arylsulphatases et les estérases non spécifiques (Carballal, 

Lopez et al., 1997a; Wootton, Dyrynda et al., 2003b). En outre, des peptides antimicrobiens 

sont acheminés de leurs granules de stockage vers le phagosome. Si l’infection devient 

systémique, les lysozymes et les peptides antimicrobiens sont relâchés dans le plasma(Mitta, 

Hubert et al., 1999; Mitta, Vandenbulcke et al., 2000b; Canesi, Gallo et al., 2002; Tincu & 

Taylor, 2004; Pruzzo, Gallo et al., 2005).  

 

C. Action cytotoxique, production de ERO et ERN 

L’activité du stress oxydatif a été documentée chez plusieurs espèces de bivalves 

(Roch, 1999) incluant les palourdes R. decussatus (Tafalla, Gomez-Leon et al., 2003), les 

coquilles Saint-Jacques  (P. maximus), les huîtres (C. virginica et C. gigas) (Villamil, Gomez-

Leon et al., 2007) et les moules M. galloprovinciallis (Arumugam, Romestand et al., 2000; 

Tafalla, Novoa et al., 2002) et M. edulis (Wootton, Dyrynda et al., 2003b; Akaishi, St-Jean et 
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al., 2007). La production de ROS par les phagocytes de bivalve est généralement 

accompagnée par la libération d’enzymes de dégradation dans le milieu extracellulaire 

(Wootton, Dyrynda et al., 2003b). Chez Mytilus, les hémocytes produisent des radicaux libres 

principalement après activation de la voie de la PI 3-kinase (Garcia-Garcia, Prado-Alvarez et 

al., 2008) à la suite de l’attachement de particules étrangères sur la membrane plasmique des 

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

des mollusques bivalves stimulés s’effectue aussi bien à l'extérieur de la membrane cellulaire 

qu’à l'intérieur du phagosome (Donaghy, Kraffe et al., 2012). La Figure 9 reprend et localise 

les différentes enzymes intervenant dans la production du burst oxydatif. 

principales espèces réactives de l'oxygène 

l'extérieur de la membrane cellulaire (à 
gauche) ou à l’intérieur du phagosome (à 

de ROS 
sont notées en orange, les ROS en rouge 
et les inhibiteurs sont localisés dans les 

, 2012 

 

Figure 9. La production de ROS par les cellules phagocytaires.  
En dehors de la voie mitochondriale, principales espèces réactives de l'oxygène dans les 
hémocytes des mollusques bivalves peuvent être produites à l'extérieur de la membrane 
cellulaire (à gauche) ou à l’intérieur du phagosome (à droite). Les enzymes productrices de 
ROS sont notées en orange, les ROS en rouge et les inhibiteurs sont localisés dans les boîtes 
grises. NO, oxide nitrique; ONOO−, péroxynitrite; O2

−, superoxide; H2O2, peroxyde 
d’hydrogène; HOCl, hypochlorite; NOS, oxide nitrique synthase; SOD, superoxide 
dismutase; MPO, myeloperoxidase. D’après (Donaghy, Kraffe et al., 2012). 
 

L’exposition d’hémocytes Mytilus edulis à une souche bactérienne pathogène comme 

Vibrio splendidus LGP32, induit une production de ROS (Tanguy, McKenna et al., 2013). 

Cette induction liée aux pathogènes est aussi observée chez d’autres espèces de bivalves 

comme par exemple : M. galloprovincialis (Costa, Prado-Alvarez et al., 2009),  C. gigas 

(Labreuche, Lambert et al., 2006) ou encore M. mercenaria (Buggé, Hégaret et al., 2007). De 
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même une modulation de la production d’espèce réactive de l’oxygène est observée après 

exposition aux divers xénobiotiques (Gomez-Mendikute & Cajaraville, 2003; Company, 

Serafim et al., 2004; Prevodnik, Gardestrom et al., 2007). 

Seulement quelques études documentent la production d’oxide nitrique par les 

hémocytes de mollusques (Roch, 1999). Notamment, le NO- induit, suite à l'addition de LPS 

de E. coli à des hémocytes de Mytilus edulis, un groupement bactérien accru. Ce groupement 

bactérien est réduit par l'addition d’inhibiteurs de NO
-synthétase (Ottaviani, Paeman et al., 

1993). Aussi, la production de NO- est induite par des challenges de M. galloprovincialis avec 

Micrococcus lysodeikticus et Vibrio anguillarum (Costa, Prado-Alvarez et al., 2009). 

 

D. Agglutination par les lectines et les FREPs 

Chez les bivalves, plusieurs travaux rapportent la présence de lectines dans 

l’hémolymphe (Zhang, Wang et al., 2009), associées ou non à la membrane des hémocytes 

(Tasumi & Vasta, 2007) et liées aux mécanismes de défenses (Fisher & DiNuzzo, 1991; 

Zhang, Wang et al., 2009). En plus de précipiter les éléments étrangers, elles sont parfois 

considérées comme des PRRs (Olafsen, 1995; Kang, Kim et al., 2006). L’utilisation de 

lectines de référence sur les hemocytes de M.edulis révèle la présence de glycoprotéines à la 

surface des hémocytes  liant notamment le WGA (Wheat Germ Agglutinin), HPA (Helix 

Pomatia Agglutinin) et TPA (Tetragonolobus purpureas Agglutinin), mais pas à la Con A 

(Concanavaline A) (Renwrantz, Daniels et al., 1985; Wootton, Dyrynda et al., 2003b). 

Cependant l’étude de 2003  rapporte une opsonisation uniquement chez le couteau commun 

Ensis siliqua, et pas chez M.edulis alors des recherches antérieures ont abouti à l'isolement 

d'une agglutinine humorale avec des propriétés opsoniques (Renwrantz & Stahmer, 1983). 

Quelles que soient les structures pouvant être impliquées dans le processus d'agglutination,  il 

n’est toujours pas établi si l'agglutination immobilise simplement les bactéries, ou si l'activité 

de liaison des lectines sériques (agglutinines) se traduit par une phagocytose accrue et la 

destruction des bactéries, ou les deux (Pruzzo, Gallo et al., 2005). 

La présence des lectines a également été recherchée dans des tissus autres que 

l’hémolymphe, où elles peuvent participer à des fonctions aussi diverses que la facilitation de 

symbiose (Bulgheresi, Schabussova et al., 2006; Gourdine, Markiv et al., 2007) ou de 

l’alimentation de ces organismes filtreurs (Espinosa, Perrigault et al., 2009; Espinosa, 

Perrigault et al., 2010). 
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En 2011, Romero et ses collaborateurs ont décrit des séquences codant pour une 

protéine apparentée au fibrinogène (FREP) dans la moule méditerranéenne Mytilus 

galloprovincialis (MuFREPs).  Ces séquences possèdent le domaine de type fibrinogène 

probablement impliqué dans la reconnaissance de  « l'antigène », mais sans  le domaine 

collagène propre aux ficolines, molécules responsables de l'activation du complément par la 

voie des lectines. Les auteurs rapportent cepandant une activité opsonique de MuFREPs 

similaire à celle observée avec les ficolines des mammifères. Cette étude rapporte aussi  trois 

autres faits intéressants : l’expression des FREPs est plus importante dans les hémocytes que 

dans les autres tissus,  leur structure coïncide avec une forme soluble pouvant être sécrétée et  

une grande variabilité de la séquence des MuFREPs au sein et même entre les individus. Ce 

dernier point est proposé comme un mécanisme inné pour lutter contre les agents pathogènes 

mais aussi comme un processus moléculaire capable d’une allo-reconnaissance partielle, ainsi 

que cela a été décrit précedement pour d'autres invertébrés (Zhang, Adema et al., 2004; 

Khalturin & Bosch, 2007) (cf. Chapitre 1.I.A). Une seconde étude identifie 7 gènes 

paralogues codant des FREPs (Gorbushin & Iakovleva, 2011). Tous ont été identifiés chez M. 

galloprovincialis, quatre chez M. californianus et deux chez M. edulis et présentent des 

homologies avec la ficolin humaine.  

 

E. Les inhibiteurs de protéase 

Les protéines ayant une activité inhibitrice des protéases sont détectées dans les fluides 

tissulaires de nombreuses espèces (Laskowski & Kato, 1980) y compris chez les mollusques 

bivalves. Plusieurs études révèlent l’existence d’inhibiteurs de protéases dans l'hémolymphe, 

notamment des α2-macroglobulines. C’est le cas de l'huître creuse Crassostrea virginica 

orientale, l’huître du Pacifique Crassostrea gigas (Faisal, MacIntyre et al., 1998), la palourde 

Spisula solidissima (Armstrong, B. et al., 1992), et la mye Mya arenaria  (Elsayed, 

McLaughlin et al., 1999), et la coquille Saint-Jacques Chlamys farreri (Wang, Song et al., 

2009).  

L'identification d'inhibiteurs du site actif de protéases chez les mollusques bivalves 

était jusqu’en 2006 limitée au clonage de gènes codant pour les inhibiteurs tissulaires de la 

métalloprotéinase (TIMP) homologue de l'huître du Pacifique, Crassostrea gigas 

(Montagnani, Le Roux et al., 2001) et du gène codant pour  un inhibiteur de protéase à sérine 

du pétoncle, Argopecten  irradians (Zhu et al., 2006). Les inhibiteurs tissulaires de 

métalloprotéinases (TIMPs) sont des inhibiteurs de protéase principalement impliqués, dans 
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les remaniements de la matrice extracellulaire. Depuis des inhibiteurs de protéase à serine ont 

été identifiés chez Crassostrea virginica (Xue, Waldrop et al., 2006) et Mytilus californianus 

(Xue, Itoh et al., 2009) 

Il a été montré, chez l’huitre et à plusieurs reprises, une régulation de l’expression des 

TIMPs  lors d’invasion par des pathogènes. L’expression des gènes codant pour les TIMPs est 

induite par des dommages de coquilles et des challenges bactériens avec un mélange de V. 

anguillarum, V. metshnikohii et Vibrio S322 (Montagnani, Le Roux et al., 2001; Montagnani, 

Avarre et al., 2007)  mais pas avec V. aestuarianus (Labreuche, Lambert et al., 2006). 

D’autres espèces de Vibrio, telles que V. tubiashii, V. splendidus et V. cholerae induisent une 

production de métalloprotéinases pendant l’infection des larves de C. gigas mais leurs effets 

sur ces dernières diminuent avec l’âge (Hasegawa, Lind et al., 2008; Hasegawa, Gharaibeh et 

al., 2009). 

 

F. Le système ProPhénolOxydase  

Cette mélanisation défensive est très documentée chez les arthropodes, mais l’est 

beaucoup moins chez les mollusques bivalves où son rôle n’est pas compris. L’enzyme 

phénoloxidase a été rapportée dans l’hémolymphe des mollusques bivalves tels que les 

moules M. edulis (Coles & Pipe, 1994) et Perna viridis (Asokan, Arumugam et al., 1997), 

l’huitre C. gigas, les coquilles Saint-Jacques Argopecten ventricosus (Luna-Gonzalez, Maeda-

Martinez et al., 2003), par exemple, sans que la cascade ProPO ne soit fonctionnellement 

identifiée. Il a été suggéré qe la phénoloxidase participe à d’'autres fonctions, comme par 

exemple la formation des filaments du byssus. (Wootton, Dyrynda et al., 2003b). L’enzyme 

est néanmoins libérée par les hémocytes lorsque les animaux sont stimulés par une blessure 

physique ou une contamination biologique (Asokan, Arumugam et al., 1997; Luna-Gonzalez, 

Maeda-Martinez et al., 2003). 

 

G. La coagulation hémostatique 

Chez les bivalves, la coagulation ne semble pas exister macroscopiquement, même si 

Lopez, C. et al., en 1997,  propose que les hyalinocytes pour lesquels aucune fonction n’est 

clairement documentée, soient impliqués dans l’hémostase. Ainsi chez l’huitre perlière 

Pinctada fucata,  les hyalinocytes semblent être impliqués dans les processus de cicatrisation 

et de coagulation (Suzuki, Yoshinaka et al., 1991). Ils joueraient ainsi le même rôle que les 
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hyalinocytes de crustacés (Hose, Martin et al., 1990; Clare & Lumb, 1994). Cependant, les 

bivalves ne possèdent apparement pas de facteurs de coagulation humoraux, les rapprochant 

ainsi d’une coagulation du type des insectes  (cf. Chapitre 1.II.G   

 

H. Le lysozyme  

L'activité du lysozyme a été détectée dans les tissus digestifs, la glande digestive et le 

stylet cristallin de bivalves (Olsen, Nilsen et al., 2003; Van Herreweghe & Michiels, 2012). 

Du point de vue immunitaire,  l’enzyme existe dans l’hémolymphe (Pipe, 1990) avec un 

niveau d’activité plus élevé dans les hémocytes que dans le sérum (Carballal, Lopez et al., 

1997a).  

 

I. Les peptides antimicrobiens 

Les premiers facteurs antimicrobiens de mollusques sont décrits dès 1985, chez 

l’escargot d’abord (Kubota, Watanabe et al., 1985), puis 10 ans plus tard chez Mytilus 

(Charlet, Chernysh et al., 1996; Hubert, Noël et al., 1996). Chez la moule, ces peptides 

antimicrobiens riches en cystéine sont, pour la plupart, synthétisés et maturés dans les 

granules des hémocytes (Mitta, Vandenbulcke et al., 1999). Les differents peptides identifiés 

chez Mytilus ont été portés dans le 

Tableau 3. Encore très récemment seules 4 classes d’AMP étaient connues et décrites 

chez Mytilus sp: 

1. les defensines (Hubert, Noël et al., 1996) 

Ce sont des petits peptides dont la séquence montre une forte similitude avec les 

défensines d'arthropodes. Deux défensines contenant six cystéines ont été caractérisées à 

partir du plasma de la moule bleue, Mytilus edulis, et deux autres chez Mytilus 

galloprovincialis. La position des ponts disulfures liant les cystéines des défensines 

d’arthropodes est hautement conservée, et ce schéma est identique à celui des défensines A et 

B de Mytilus edulis : 1–4, 2–5, 3–6. C’est un peptide antimicrobien principalement actif sur 

les bactéries Gram-positives. 

2. les myticines (Mitta, Hubert et al., 1999) 

Ce groupe de peptides contenant 8 cystéines comprend  la myticine A et B, qui ont été 

obtenues et caractérisées à partir des hémocytes (isoformes A et B) et le plasma (isoforme A) 

de M. galloprovincialis. Très efficaces sur les bactéries à Gram-positif, elles le sont beaucoup 
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moins contre les bactéries à Gram-négatif ou les champignons.  En 2008, une nouvelle 

isoforme de myticine (C) possédant une grande variabilité des séquences est proposée 

(Pallavicini, Costa Mdel et al., 2008).  Les résultats obtenus par  (Costa, Dios et al., 2009) ont 

montré que les séquences individuelles de myticin C sont uniques pour chaque moule, 

indépendamment de leur origine géographique, âge, sexe, stade de maturation des gonades ou 

même de leur regroupement grégaire. Seuls les animaux appartenant à la même famille 

partagent des séquences de myticin C. L'analyse comparative de l'ADN génomique et des 

séquences d'ADNc provenant du même individu ont montré que toutes les variantes détectées 

partagent une homologie très élevée avec les isoformes génomiques les plus fréquentes. Ceci 

suggère que toutes les variantes ont été générées à partir des séquences les plus courantes, par 

un mécanisme encore non déterminé (Costa, Dios et al., 2009). 

3. les mytilines (Charlet, Chernysh et al., 1996) 

Ces molécules sont remarquablement riches en cystéine par rapport à leur taille 

relativement petite (huit résidus pour une masse de 3,7 kDa), ce qui conduit à l'hypothèse que 

leur structure tridimensionnelle est très compacte. Ce groupe, est composé de cinq isoformes 

(A, B, C, D et G1). Les isoformes A et B ont été isolés du plasma de M. edulis,(Charlet, 

Chernysh et al., 1996) et les isoformes B, C, D et G1 des hémocytes M. galloprovincialis 

(Mitta, Vandenbulcke et al., 2000a). Les mytilines affichent un large spectre d'activité 

antibactérienne et antifongique selon les isoformes, certaines sont plus efficaces sur les 

bactéries Gram-positives et d’autres sur les bactéries Gram-négatives. 

4. le mytimycine (Charlet, Chernysh et al., 1996; Sonthi, 

Toubiana et al., 2011) 

Jusqu’à présent peu d’études ont été consacrées à cette classe. Un seul peptide a été 

partiellement caractérisé chez M. edulis et complètement chez M. galloprovincialis. Ce 

peptide semble posséder une activité strictement antifongique (retarde la croissance de 

Fusarium culmorum  - un phytophage – et de Neurospora crassa – un saprophyte). 

 

Depuis aout 2011, 2 nouvelles classes font leur apparition grâce aux nouvelles 

méthodes de séquençage ainsi qu’à la base de données de transcrit Mytibase (Gerdol, De 

Moro et al., 2012): 

5. les big defensines (Gerdol, De Moro et al., 2012) 

Initialement décrit chez la Limule (Saito, Kawabata et al., 1995) ce peptide possède 

une activité antimicrobienne et antifongique. Classiquement les big-défensines sont des 

peptides incluant une région N-terminal hautement hydrophobe et une région C-terminale 
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chargée positivement, riche en cytstéine. Les ponts disulfures des 6 cystéines sont arrangés de 

la façon suivante : 1–5, 2–4, 3–6 dans le peptide mature. La partie N-terminal est plus active 

sur les bactéries Gram-positive alors que la partie C-terminal est plus active sur les bactéries 

Gram-négative. Chez Mytilus seuls des transcrits ont été identifiés. 

6. les macines (mytimacines) (Gerdol, De Moro et al., 2012) 

Les macines sont des peptides chargés positivement d’abord décrits chez les annélides, 

et caractérisés par une matrice de ponts disulfures de 8 cystéines. Un modèle mécanistique 

précise son interaction avec les membranes bactériennes, induisant une agrégation et des 

changements morphologiques des cellules microbiennes qui précèdent la perméabilisation 

complète et leur destruction. Chez Mytilus seuls des transcrits ont été identifiés.  

Nombres

d’isoformes
Lieu de detection Espèces References

Activité 

dominante

Défensines

2 plasma M. edulis
Charlet et al., 

1996

Antibactériennes

(Gram +)
2 plasma et hémocytes M. galloprovincialis

Hubert et al., 

1996 Mitta et al.,

1999b

Mytilines

2 plasma M. edulis
Charlet et al., 

1996

Antibactériennes

(Gram + et -)

4 hémocytes M. galloprovincialis
Mitta et al., 2000 

a, b

Myticines

2 plasma et hémocytes M. galloprovincialis
Mitta et al., 

1999a

Antibactériennes

(Gram +)

1 (C) 

Polymorphisme

Manteau, hémocytes en 

faible quantité
M. galloprovincialis

Pallavicini et al.

2008

Par analogie: 

Antibactériennes

(Gram +)

Mytimicines 1 plasma M. edulis
Charlet et al., 

1996
Antifongique

Big defensines 8

Tous tissus excepté 

hémolymphe. Exprimé

spécifiquement

M. galloprovincialis
Gerdol, De Moro 

et al. 2012

Antibactériennes 

(Gram + et -)

Mytimacines 5

Tous tissus excepté 

hémolymphe. Exprimé

spécifiquement

M. galloprovincialis

Gerdol, De Moro 

et al. 2012
Antibactériennes 

(Gram +)

 
Tableau 3. Les peptides antimicrobiens chez Mytillus sp. 
La plupart des peptides antimicrobiens identifiés chez Mytillus possèdent plusieurs isoformes 
et sont sécrétés dans le plasma. Les big defensines et les mytimacines sont absentes de 
l’hémolymphe. L’activité notée en gris est une activité déduite par les auteurs mais non testée. 
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J. Le système du complément 

Le système du complément est un ensemble de réactions pro-inflammatoires de 

l’immunité innée, participant activement à la destruction microbienne. L’analyse du génome 

des 2 espèces modèles que sont la drosophile et Caenorhabditis révèlent l’absence des acteurs 

moléculaires du système du complément. Cette observation a conduit à l'hypothèse que la 

voie du complément est une fonction gagnée par les organismes supérieurs (Nonaka, 2011). 

Or, des résultats récents impliquant les analyses génomiques et transcriptomiques d’autres 

invertébrés, indiquent plutôt une perte évolutive de gènes anciens (Nonaka, 2011).  En effet, 

des  séquences d'ADN et de l'ARNm du facteur C3 du complément, qui est l'élément central 

des trois voies du complément connu (classique, alternative, 

lectine) (Figure 10), ont été rapportées chez plusieurs 

invertébrés tels que des Cnidaires, la limule ou encore les 

Tuniciers (Philipp, Kraemer et al., 2012). De même 

l’identification d’orthologues à C3 chez le céphalopode 

Euprymna scolopes  (Castillo, Goodson et al., 2009) et le 

bivalve Ruditapes decussatus (Prado-Alvarez, Rotllant et 

al., 2009) a montré la possibilité d'un système du 

complément chez les mollusques. Dans le transcriptome de 

M. edulis, deux fragments possédant une grande similitude 

avec le facteur C3 du complément ont pu être identifiés 

(Philipp, Kraemer et al., 2012). Un autre gène présentant 

des niveaux d'expression élevés peu de temps après 

injection des bactéries Gram + ou Gram –, notamment dans 

les hémocytes, a été identifié chez M. galloprovincialis 

(MgC1q) très récemment (Gestal, Pallavicini et al., 2010). 

Les auteurs rapportent que les séquences MgC1q analysées dans les moules au niveau intra-et 

inter-individuelles sont extrêmement diversifiées, non seulement au niveau génomique, mais 

aussi au niveau de l'ADNc. Une telle variabilité rappelle la diversification des molécules de 

reconnaissance du pathogène déjà observé dans le mollusque gastéropode Biomphalaria 

glabrata (Zhang, Adema et al., 2004). Classiquement, C1q 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 & Janeway, 2002; Bohlson, Fraser et al., 2007). De même, 

C1q, grâce à sa capacité de liaison aux molécules de surface des agents pathogènes, est 

Système du complément : cascade 

inflammatoire faisant  partie de la 

réponse immunitaire innée (Figure 10). Il 

a trois activités physiologiques 

essentielles: (i) la défense contre les 

infections microbiennes en déclenchant 

la production d'un complexe 

membranolytique et d’opsonines qui 

interagissent avec les récepteurs de 

surface pour promouvoir la phagocytose. 

(ii) un pontage entre immunité innée et 

adaptative (iii) l'élimination des 

complexes immuns et les produits de la 

lésion inflammatoire. Trois voies 

d’activation sont connues avec comme 

proteine centrale C3 : la voie classique, la 

voie alterne et la voie des lectines. 

(Gasque, 2004) 
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également capable d'activer la voie des lectines (Gestal, Pallavicini et al., 2010). Cependant, 

C1q est également considérée comme un PRR, capable de se lier directement à des agents 

pathogènes en engageant une large gamme de PAMPs par l'intermédiaire de son domaine-

C1q, ce qui déclenche une  phagocytose rapide et améliorée (Bohlson, Fraser et al., 2007). 

Les analyses fonctionnelles chez les mollusques sont encore rares et demandent une enquête 

plus approfondie. Les bases de données concernant M. edulis et celles des autres mollusques, 

ne rapportent par exemple aucun des autres éléments centraux de la cascade du complément 

des mammifères (Bf, C2, C4, C5). Seul le facteur B (Bf), un composant de la voie alternative, 

est décrit pour le bivalve Ruditapes decussatus (Prado-Alvarez, Rotllant et al., 2009) dans des 

travaux contestés par d'autres chercheurs (Nonaka, 2011).  En ce qui concerne le complexe 

multimérique d’attaque membranaire (MAC), acteur final de ce système formé des protéines 

C6, C7, C8 et C9, seul un fragment présentant des similitudes avec le facteur du complément 

C6 est présent chez  M. edulis (Philipp, Kraemer et al., 2012). L'absence de membres du 

MAC chez M. edulis va de paire avec l’analyse du transcriptome / génome d'autres 

invertébrés marins (Castillo, Goodson et al., 2009). Toutefois, le transcriptome contient 19 

fragments présentant un domaine lié au MAC qui pourraient appartenir au système du 

complément (Philipp, Kraemer et al., 2012). Comme le rappellent Philipp et Kraemer, les 

données actuelles corroborent l'hypothèse de Nonaka : un système fonctionnellement 

apparenté au système du complément des vertébrés pourrait, chez les protostomiens, 

impliquer des acteurs moléculaires très differents (Nonaka, 2011).  

C6

Fragment avec domaine lié au MAC

C1q

C3

Bf identifié chez  

Ruditapes decussatus

 

Figure 10. Les trois voies du système du complément. 
L’activation des  voies classiques, alternes ou de la voie des lectines aboutit  au clivage de C3 
en C3a et C3b. C3b permet l’activation du MAC et promeut la phagocytose. C3a joue le role 
d’une cytokine en recrutant les leucocytes.  Les éléments ou les fragments identifiés chez 
Mytillus sont cerclés en vert. D’après (Kumar, Abbas et al., 2012) 
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IV. Immuno-modulation chez Mytilus edulis 

A. Challenges bactériens 

Les bivalves filtreurs comme les moules, les huîtres et les palourdes abritent 

généralement une communauté d'organismes commensaux, opportunistes ou pathogènes 

composés d’endoparasites tels que Mytilicola et Urastoma, de protozoaires tels que Bonamia, 

Haplosporidium Marteilia, Perkinsus spp., de bactéries, du genre Nocardia et Vibrio , et de 

virus : herpès et entérovirus (Elston, 1997; Thompson, Austin et al., 2006; Francisco, 

Hermida et al., 2010). Les espèces microbiennes participent aux cycles biogéochimiques et 

certaines d'entre elles sont appelées à jouer un rôle probiotique chez leurs hôtes (Petersen, 

Zielinski et al., 2011). Chez les Vibrio, petits bacilles hétérotrophes Gram négatifs largement 

représentés, des exemples d'associations allant du mutualisme à la pathogénicité sont 

rapportés chez les animaux. V. cholerae, V. parahaemolyticus, V. vulnificus et  9 autres 

espèces de Vibrio provoquent des symptômes bénins ou graves chez l’Homme tandis que 

d'autres vibrio halophiles qui se reproduisent dans les eaux saumâtres et marines peuvent 

grandement affecter les mollusques, les crustacés et les poissons (par exemple V. tapetis, 

V.alginolyticus, V. splendidus, V. pectenicida, V. harvey, V. penaeicida, V. anguillarum) 

(Thompson, Austin et al., 2006). Sous l’influence de facteurs environnementaux tels que la 

température, la salinité ou des polluants, des éléments de cette « flore » peuvent envahir et 

coloniser l'hôte conduisant éventuellement à des foyers infectieux ou à la mort de l’individu, 

en particulier chez les larves de bivalves: naissains et juvéniles, naturelles ou d'élevage 

(Samain & McCombie, 2008; Francisco, Hermida et al., 2010). (Babarro & de Zwaan, 2002) 

ont démontré l’effet de l’anoxie, induite par le développement d’une flore bactérienne 

anaérobique, sur la mortalité des Mytilus edulis aux Pays-Bas.  Contraitement aux huîtres et 

aux palourdes, aucune mortalité apparente, et moins de pathologies ont été signalées dans les 

moules (Gestal, Roch et al., 2008; Watermann, Herlyn et al., 2008). Il est plus probable que 

Mytilus spp. est un réservoir d'agents infectieux pour les organismes aquatiques et les 

humains, puisque, par exemple, ils tolèrent des quantités importantes de V. alginolyticus, V. 

parahemolyticus et autres vibrio (Lhafi & Kuhne, 2007). Chez Mytilus aucun virus n’a été 

rapporté comme pathogène, même si des virus ont récemment été suspectés d'être 

responsables de la maladie des branchies (Smolarz, Wołowicz et al., 2006). 
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L’exposition de M. edulis à diverses souches bactériennes plus ou moins virulentes : V. 

splendidus LGP32, V. splendidus LGP32 Δvsm et V. splendidus 7SHRW (une souche 

environnementale) laisse apparaître très clairement une immuno-modulation spécifique du 

pathogène. Les souches virulentes V. splendidus LGP32 induisent toutes les deux in vitro un 

effet sur l’adhésion des hémocytes, la phagocytose et la flambée oxydative. Alors que la 

souche environnementale induit une réponse plus faible et retardée des hémocytes. (Tanguy, 

McKenna et al., 2013) 

 

B. Modulations abiotiques 

 Au-delà de la relation hôte/pathogène qui, implique une immuno-modulation chez 

Mytilus edulis, de nombreuses études ont révélé que les facteurs environnementaux, biotiques  

(Munari, Matozzo et al., 2011; Matozzo, Chinellato et al., 2012) ou abiotiques modulaient la 

réponse immunitaire. Voici quelques exemples d’études in vitro de l’immuno-modulation 

rapportés chez Mytilus sp. via : les métaux lourds (Sauve, Brousseau et al., 2002; Duchemin, 

Auffret et al., 2008 ; Ciacci, Barmo et al., 2011), les composés organiques (Canesi, Ciacci et 

al., 2007 ; Canesi, Lorusso et al., 2007a), PCB, HAP (Canesi, Ciacci et al., 2003; Wootton, 

Dyrynda et al., 2003a) ou l’œstrogène par exemple (Canesi, Ciacci et al., 2006; Canesi, 

Lorusso et al., 2007b), les nanoparticules (pour revue (Canesi, Ciacci et al., 2012)), (Canesi, 

Ciacci et al., 2008; Canesi, Ciacci et al., 2010; Kadar, Lowe et al., 2010 ). De nombreuses 

études visant à évaluer l’impact des composés sur les organismes ont fait appel à la mesure de 

la phagocytose, pour ne citer que quelques publications se réfèrant à la phagocytose chez 

Mytilus sp. à la suite d’une exposition chimique : (Canesi, Lorusso et al., 2005; Hagger, 

Depledge et al., 2005; Auffret, Rousseau et al., 2006; Canesi, Ciacci et al., 2006; Akaishi, St-

Jean et al., 2007; Canesi, Lorusso et al., 2007b; Duchemin, Auffret et al., 2008; Ciacci, 

Barmo et al., 2011). 

Tableau 4 reprend quelques études explorant l’altération de la fonction immunitaire 

après exposition in vitro, à des meétaux lourds, des composés organiques ou des 

nanoparticules chez Mytilus sp.  
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Références Espèces Paramètres immunitaires Résultats Exposition

Ciacci et al. 2011 M. edulis

Sécrétion du lysozyme

Phagocytose

Production de NO

Stabilité membrane lysosomale

↘ Chrome IV 
(concentration non toxique)

Duchemin et al.

2008
M. edulis

Nombre total d’hémocytes

Mortalité hémocytaire

Phagocytose

↗

↗

↘

Mercure

Sauve et al. 2002 M. edulis
Phagocytose

(50% d’inhibition)

Concentration des métaux 

pour EC-50

Hg1<Ag<Hg2<Zn<Cd

Hg1 : CH3HgCl 

Ag : AgNO3

Hg2 : HgCl2
Zn : ZnCl2
Cd : CdCl2

Wootton et al.

2003
M. edulis

Nombre total d’hémocytes

Activité acide phosphatase

Adhésion des lectines

Phagocytose

Production de ROS

—

↗

↘

―

―

Phénanthrène  (HAP)

Canesi et al. 2003 M. galloprovincialis

Sécrétion du lysozyme (stimulé par 

E.coli)

Clairance bactérienne (E.coli)

↗ (P47, P77, P128) ―

(PCB P153)

↘ (PCB P47)

PCB
P47 : 2,2ʹ,4,4ʹ-

tetrachlorobiphényle 

P77 : 3,3ʹ,4,4ʹ-

tetrachlorobiphényle 

P128 : 2,2ʹ,3,3ʹ,4,4ʹ-

héxachlorobiphényle 

P153 : 2,2ʹ,4,4ʹ,5,5ʹ-

héxachlorobiphényle

Canesi et al. 2007; 

Canesi et al. 2007a; 

Canesi et al. 2007b

M. galloprovincialis

Stabilité membrane lysosomale

Sécrétion du lysozyme

Phagocytose

Production de NO

Triclosan Bezafibrate Gemfibrozile EDC dont E2

↘ ↘ ↘ ↘

↗ ↗ ↗ ↗

↗ ↘ ↘ ↗ (↘ < 25 µM)

↗ ↗ ↗

Canesiet al. 2008; 

Canesi et al. 2010
M. galloprovincialis

Stabilité membrane lysosomale

Sécrétion du lysozyme

Production de ROS et NO

SiO2 TiO2 C60 fullerène NCB

— — — ↘

↗ ↗ ↗ ↗

↗ ↗ ↗ ↗

M
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Tableau 4. Effets de differents xénobiotiques sur les fonctions hémocytaires.  
Listes non exhaustives d’expositions réalisées en laboratoire chez Mytilus sp. EDC : 
Endocrine Discruptor Compound, E2 : 17β-estradiol, NCB : nanosized carbon black, SiO2 : 
dioxyde de silicium TiO2 : dioxyde de titane, Ö augmentation, Ø diminution, __ aucune 
variation significative. Tests réalisés exclusivement in vitro. 
 

 

Des facteurs environnementaux saisonniers tels que la température, la salinité, la 

nutrition et la gamétogenèse peuvent influencer les processus phagocytaires des hémocytes 

des bivalves (Leah M. Oliver & Fisher, 1999; Delaporte, Soudant et al., 2007). L’activité 

phagocytaire augmente pendant le développement des gonades et diminue après la 

reproduction (Delaporte, Soudant et al., 2006; Lemaire, Pellerin et al., 2006). D’autres études 

in situ révèlent aussi des divergences dans les réponses immunitaires d’animaux 

échantillonnés dans des endroits différents et notamment dans des lieux impactés par la 

pollution :(Dyrynda, Pipe et al., 1998; Marin, 2005; Auffret, Rousseau et al., 2006).  
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V. Les différents types d’hémocytes et leur origine 

La fonction immunitaire est assurée par des cellules en suspension dans l'hémolymphe 

de la cavité générale des protostomiens inférieurs ou circulant dans le système vasculaire non 

endigué chez les invertébrés supérieurs, les mollusques bivalves et gastéropodes ainsi que 

chez les arthropodes. Dans le premiers cas, ces cellules sont appelées collectivement 

coelomocytes et dans le second cas généralement hémocytes. Chez les insectes, plusieurs 

sous-populations hémocytaires sont distinguées à l'aide de marqueurs moléculaires : les 

cellules granulaires, les plasmatocytes, les cellules oenocytoïdes, les sphérulocytes et les 

coagulocytes (Lavine & Strand, 2002; Theopold, Schmidt et al., 2004; Ribeiro & Brehélin, 

2006) 

Chez les mollusques bivalves du genre Mytilus sp., une grande diversité cellulaire 

apparaît à l'examen microscopique des éléments figurés sur un frottis d'hémolymphe. Depuis 

près de 40 ans, plusieurs sous-populations hémocytaires ont été proposées sur des critères 

essentiellement morphologiques ou morpho-fonctionnels. Parmi les contributions notables 

présentées en  Figure 11, on peut citer celle de  (Moore & Lowe, 1977), qui s’appuie sur des 

critères physiologiques et des activités enzymatiques, leur permettant de séparer les 

hémocytes en 2 sous populations : 

• Les basophiles séparés en 2 : les  grands macrophages et les petits lymphocytes. 

• Les éosinophiles granulaires 

Une autre classification proposée par l’équipe de Carjaraville, en 1995,  identifie, chez 

Mytilus galloprovincialis, grâce à des critères purement morphologiques, des granulocytes et 

des hyalinocytes, cellules ne présentant pas de granules. En 1997(b), Carballal, et al.  

confirme la présence de ces 2 sous populations, toujours chez Mytilus galloprovincialis, en 

s’appuyant, en plus de l’analyse morphologique, d’une mesure du pH cytoplasmique.  
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Hemocytes

Hyalinocytes

Basophiles

Granulocytes Acides

Acides et basiques

Basiques

Hyalinocytes

Granulocytes

Basophiles

Eosinophiles granulaires

Grands macrophages

Petits lymphocytes

1995M. galloprovincialis

M. galloprovincialis

M. edulis

1997

1977

M. galloprovincialis 2008 Grands hémocytes granulaires

Grands hémocytes semi-granulaires

Petits hémocytes semi-granulaires

Petits hyalinocytes

Moore, et al.

Cajaraville, et al.

Carballal, et al.

Garcia-Garcia, et al.

Trie par cytometrie en flux 

Morphologie

Morphologie fonctionnelle

Cytochimie

 

Figure 11. Différentes classifications des hémocytes chez Mytilus edulis et Mytilus 

galloprovincialis. 
La littérature apporte plusieurs classifications des sous-populations hémocytaires, sans 
consensus scientifique. Ici, sont indiquées quatre classifications proposées dans la littérature, 
à partir d'approches légèrement différentes : 
-(Moore & Lowe, 1977)    => Cytochimie, 
-(Cajaraville & Pal, 1995)    => Morphologie fonctionnelle, 
-(Carballal, Lopez et al., 1997b)    => Morphologie. 
-(Garcia-Garcia, Prado-Alvarez et al., 2008)  => Cytométrie en flux avec trieur 
 

Cependant, il convient d'envisager prudemment les classifications purement 

morphologiques, du fait i) de la déformabilité rapide des hémocytes, ii) de l'absence de 

connaissances sur la nature des tissus hémolymphopoïétiques et sur les filiations ou les 

éventuels stades de différenciations cellulaires et iii) de l'ignorance de la durée de vie des 

hémocytes.  

Plusieurs études ont cherché à séparer et à identifier spécifiquement différentes sous 

populations hémocytaires au sein du genre Mytilus. Pipe et al. en 1997,  sépare deux 

populations par des gradients de densités. Des anticorps monoclonaux spécifiques des sous-

populations hémocytaires basophiles et éosinophiles ont été générés par Dyrynda et al. la 

même année. Cependant, il est clair qu'ils réagissent aussi avec deux autres sous-populations : 

les hémocytes granulaires et les hyalinocytes. Plus récemment encore, en 2008, Garcia-Garcia 

et al. propose de cantonner les analyses phénotypiques dans quatre régions morphologiques, 
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définies en cytométrie en flux sur la base de la taille (FSC) et de la compléxité cellulaire 

(SSC) en analysant post-acquisition sur des hémocytes fixés. 

Malgré l’absence regrettée de marqueurs moléculaires à l’image des antigènes de 

surface utilisés pour constituer les clusters de différenciation utiles au phénotypage 

immunologique des cellules sanguines et malgré une biologie cellulaire encore très lacunaire, 

les chapitres 1 & 2 de ce mémoire indiquent que des données sont disponibles pour décrire 

certaines fonctions, sécrétions et expressions géniques des hémocytes de Mytilus sp. 

L’organe hématopoïétique est maintenant connu chez de nombreuses espèces 

d’invertébrés, pour revue générale (Hartenstein, 2006). D’une façon générale, il peut prendre 

2 formes. Dans la forme la plus simple, des domaines spécialisés au sein du mésothélium 

montrent des taux plus élevés de prolifération et d’où bourgeonnent des hémocytes dans la 

lumière du cœlome ou des vaisseaux sanguins. C’est le cas de certains polychètes et d’autres 

coelomates simples (Hartenstein, 2006).  

L’autre mécanisme hématopoïétique plus complexe est retrouvé, par exemple, chez les 

oligochètes (Hoffmann, Zachary et al., 1979), les arthropodes (Hoffmann, Zachary et al., 

1979), les crustacés (Johansson, Keyser et al., 2000) et les ascidies (Ermak, 1976). Dans ces 

taxons, les cellules souches hématopoïétiques ont quitté le mésothélium et fusionné en un 

organe hématopoïétique compact appelé organe lymphoïde ou ganglion lymphatique. Ces 

glandes lymphatiques se composent d’une masse spongieuse de cellules mésenchymateuses, 

dont beaucoup sont en mitose active et donnent naissance à différents types de hémocytes 

(Hartenstein, 2006).  Il faut toutefois noter que chez la drosophile, les hémocytes proviennent 

d’origines différentes (Holz, Bossinger et al., 2003). L’hématopoïèse chez la drosophile se 

déroule en deux vagues, la première durant l’embryogenèse et la seconde dans le tissu 

spécialisé : la glande lymphoïde (Crozatier & Meister, 2007). Chez les crustacés, les 

hémocytes sont synthétisés et partiellement différenciés dans le tissu hématopoïétique mais la 

différenciation terminale aboutissant à des hémocytes fonctionnels n’a lieu qu’une fois libérés 

dans la circulation (Söderhäll, Bangyeekhun et al., 2003). 

 Des structures similaires aux glandes lymphatiques ont également été décrites chez les 

mollusques. C’est le cas pour le gastéropode Biomphalaria glabrata avec l’organe de 

prodution des amebocytes (APO) (Jeong, Lie et al., 1983), ou pour les céphalopodes avec les 

« glandes blanches » près des yeux. (Ratcliffe & Rowley, 1981). Chez les bivalves, l’absence 

de multiplication des hémocytes circulants permet de poser l’hypothèse de l’existence d’un ou 

de plusieurs sites d’hématopoïèse. Mais ceux-ci n’ont pas encore être clairement identifiés. 

Deux origines sont proposées, l’une s’appuyant sur un organe spécifique, et l’autre sur le tissu 
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conjonctif du tractus digestif  (Gagnaire, 2005). L’absence de connaissance sur le ou les 

organes hématopoïétiques des bivalves ne permet pas de conclure sur l’ontogenèse des 

hémocytes malgré plusieurs propositions revues par Gagnaire dans sa thèse. 
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Chapitre 2. Les fonctions hémocytaires 

Les hémocytes de mollusques bivalves sont les principaux acteurs cellulaires de 

l’immunité (Nappi & Christensen, 2005). Mais, d’autres fonctions leurs sont connues  telles 

que la cicatrisation des plaies et la réparation de la coquille, la digestion des nutriments, le 

transport et l'excrétion (Cheng, 1981; Fisher, 1986; Beninger, Le Pennec et al., 2003). Les 

hémocytes semblent même intervenir dans le processus général de bio minéralisation de la 

coquille : des hémocytes spécialisés ont été observés sur le front de de minéralisation, livrant 

des cristaux intracellulaires de carbonate de calcium, chez l’huître de Virginie Crassostrea 

virginica (Mount, Wheeler et al., 2004). La protéine de matrice coquillaire (shell matrix 

protein) a été localisée dans les hémocytes et en association avec le collagène sécrété à partir 

de ces cellules après l'induction de la formation des coquilles (Patel, 2004; Johnstone, Ellis et 

al., 2008). L’autre implication révélée très tôt dans la littérature est l’accumulation à 

l’intérieur du lysozome, le transport et l’élimination des métaux (George, Pirie et al., 1978; 

George & Pirie, 1980; Nigro, Orlando et al., 1992). 

 

L’omniprésence des hémocytes dans les tissus des mollusques ainsi que l’éclectisme de 

leurs activités, de transport, de structuration/réparation tissulaire et de la lutte contre les 

pathogènes, implique avec une réelle capacité migratoire. Jusqu’à présent, peu d’études sont 

réalisées sur la motilité des hémocytes. Les études portant sur ce sujet se réfèrent plus souvent 

aux résultats d’une migration à la suite d’une exposition à des chimiattractants qu’à la motilité 

elle-même. 

 

I. Motilité et migration tissulaire 

La migration cellulaire est un terme générique utilisé pour désigner les processus qui 

impliquent le déplacement d’une cellule d'un endroit à 

l'autre (Cell Migration Consortium, 2013). Ce phénomène 

se produit dans des environnements inertes, comme le sol 

(par exemple, pour l'amibe Dictyostelium discoideum), le 

verre / plastique (De Hauwer, Camby et al., 1997), ou dans 

des organismes multicellulaires complexes. Les cellules 

migrent dans différentes situations physiologiques: lors de la recherche de nutriments (pour 

Motilité cellulaire: capacité physiologique  

pour une cellule de se mouvoir de manière 

autonome. La mobilité, quant à elle, fait 

simplement référence au mouvement d’un 

objet. (Fache, 2005) 
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les organismes unicellulaires notamment), lors des événements morphogénétiques de 

l'embryogenèse, de l'organogenèse, de la régénération, et de la cancérogénèse ou encore en 

réponse à des cytokines dans le cadre de la réponse immunitaire (Lauffenburger & Horwitz, 

1996; Huttenlocher & Horwitz, 2011; Vorotnikov, 2011).  

Les propriétés intrinsèques des cellules permettent des interactions caractéristiques 

avec le substrat à l’origine de différents modes de migration cellulaire (Cell Migration 

Consortium, 2013).  La migration cellulaire peut, par exemple, concerner des cellules isolées 

ou regroupées, être rapide ou lente, dirigée ou aléatoire, amiboïde ou tournante (pour revue : 

(Friedl & Wolf, 2010)). Il faut cependant distinguer la motilité des cellules en milieu liquide 

(en 3 dimensions) et la migration cellulaire sur des surfaces rigides (en 2 dimensions). Le 

premier cas concerne certaines cellules qui sont capables de se déplacer dans un liquide au 

moyen de mouvements répétitifs de cils ou de flagelles (bactéries, spermatozoïdes, certains 

protozoaires). Nous ne développerons pas plus en détails ce mode de motilité. Notre intérêt 

portera sur la migration cellulaire en 2 dimensions, impliquant une adhésion au substrat. 

http://iopscience.iop.org/0034
4885/75/11/116601/article

 

Figure 12. Différentes phases de motilité cellulaire. 
Le déplacement cellulaire résulte d’une succéssion plus ou moins rapide de differentes 

phases. Elles sont : la protrusion, l’adhésion, la translocation puis retractation avant le 
désassamblage des stuctures adhésives. D’après (Vorotnikov, 2011). 
 

Il est généralement simple d'analyser la migration comme une succession 

d’évènements, souvent régulés par les mêmes effecteurs indépendamment du type cellulaire et 

du mode de migration. Ils sont la polarisation, la protrusion et l'adhérence, puis translocation 
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du corps cellulaire et la rétraction de l'arrière (Lammermann & Sixt, 2009). Ces différentes 

phases sont illustrées dans la Figure 12. Ces processus sont intégrés et coordonnés par de 

vastes réseaux de signalisation transitoire (Vorotnikov, 2011). 

Dans ces conditions, la plupart des cellules se déplacent en continu selon un cycle 

apparaissant souvent saccadé. Ce mode de motilité est clairement observable dans les 

fibroblastes (Small, Anderson et al., 1996). En revanche, les cellules neutrophiles ou le 

Dictyostelium  affichent une motilité amiboïde très glissante avec des phases de transition 

floues et fondues (Vorotnikov, 2011). 

 

A. La polarisation 

La polarisation de la cellule implique qu’une distinction entre le front de migration et 

« l’arrière » de la cellule est possible. La polarité est renforcée et même souvent induite par un 

environnement fournissant un repère directionnel (Bosgraaf & Van Haastert, 2009). Ces 

facteurs directionnels sont variés. Ils comprennent, entre autres, de petites molécules ou des 

peptides, classés sous le terme de chimioattractant, et des polypeptides ou des protéines de la 

superfamille des cytokines, dont le nom reflète leur capacité à induire le mouvement (Kinos) 

cellulaire (Vorotnikov, 2011). Une sous-famille : les chimiokines, sont un groupe de 

cytokines chimiotactiques qui sont généralement de petits peptides. À ce jour, plus de 50 

chimiokines ont été identifiées chez les vertébrés (pour revue (Townson & Liptak, 2003 ; Le, 

Zhou et al., 2004)). La superfamille des chimiokines est sous-classée sur la base de 

l'agencement de résidus cystéines situés dans la région N-terminale, selon une nomenclature 

C, CC, CXC, et CX3C, dans laquelle la lettre C représente le nombre de résidus cystéines et X 

désigne le nombre d'acides aminés intermédiaires entre les deux premières cystéines (Figure 

13). La sous-famille CXC est parfois subdivisée en deux, ELR+ et ELR-,  en fonction de la 

présence ou de l'absence d'un motif d'acides aminés (Acide glutamique-Leucine-Arginine) qui 

précède le premier résidu cystéine de ces chimiokines (Le, Zhou et al., 2004). 
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possessing a pattern of conserved cysteine 

, 

ELR+

ELR-

Différentes classes de mononucléaires,
Eosinophiles, 
Basophiles

Neutrophiles 

Lymphocytes

Lymphocytes T
Lymphocytes T, 
Natural Killer, 
Monocytes

Lymphotactine Fractalkine

 

Figure 13. Les quatre classes de chimiokines chez les vertébrés. 
D’une façon générale, chaque classe de chimiokine attire plus ou moins spécifiquement un 
type de cellule immunitaire. La strucure de base de toutes les chimiokines est très 
similaire.les chimiokines se fixent sur des récepteurs à sept domaines transmembranaires 
couplés aux proteines G. ELR : Acide glutamique-Leucine-Arginine. D’après (Le, Zhou et al., 
2004) et (Townson & Liptak, 2003) 

 

Ces molécules solubles servent de ligands pour activer les récepteurs chimiotactiques 

membranaires. Ces récepteurs à sept domaines transmembranaires activent une proteine G qui 

induit ensuite la transduction du signal. Les familles de récepteurs aux chimiokines sont 

généralement classées selon les familles de ligands correspondant (les récepteurs CXCR, 

CCR, XCR et CX3CR correspondent respectivement aux chimiokines CXC, CC, C, CX3C). 

Bien que les interactions chimiokine-récepteur soient spécifiques des familles, ce code est 

dégénéré. De nombreuses chimiokines se lient à plus d'un type de récepteur, et la plupart des 

récepteurs lient plusieurs chimiokines différentes (Townson & Liptak, 2003).  

Le mouvement de cellules dirigées par les composants insolubles de la matrice 

extracellulaire est connu comme l’haptotaxis (Figure 14). Ce type de mouvement est contrôlé 

par des récepteurs impliqués dans les interactions cellule/substrat et cellule/cellule incluant les 
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intégrines, cadhérines, les sélectines et les récepteurs et leurs ligands éphrines (Vorotnikov, 

2011).  

 

Chimiotactisme

Chimiokinèse

Haptotactisme

Chimioattracant soluble

Chimiostimulant soluble

Chimioattracant associé au substrat

Déplacement directionnel

Déplacement directionnel

Déplacement aléatoire
mais accéléré

 

Figure 14. Chimiotactie et haptotactie 
Le chimiotactisme et l’haptotactisme permettent un déplacement directionnel en fonction d’un 
gradient de chimioattractant respectivement soluble ou fixé au substrat. La chimiokinèse est 
une réponse à des facteurs stimulateurs de la migration cellulaire qui accentuent la  motilité 
sans direction privilégiée de déplacement. 
 

D’autres facteurs tactiques induisent des réponses plus exotiques du type : 

durotactique (prenant en compte la rigidité du substrat), méchanotactique (répartition des 

contacts sur d'autres cellules ou des biopolymères,), thérmotactique(le long d'un gradient de 

température), phototactique (le long d'un gradient de lumière) ou encore des combinaisons de 

n'importe lesquels de ces derniers. Lorsque les cellules ne tiennent pas compte de différents 

facteurs physico/chimiques orientant leurs déplacements mais migrent avec une vitesse 

augmentée on emploie le terme d’effet chimiokinétique (Figure 14). 

 

L’un des premiers évènements moléculaires observable lors de l’initiation de la 

migration, au moins pour les neutrophiles à la suite d’une stimulation chimiotactique, est 

l’intense polymérisation de l’actine qui génère une structure de propulsion. La répartition de 
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l’actine F passe d’une symétrie azimutale, autour de la cellule, à une concentration au niveau 

du front avant (Coates, Watts et al., 1992). Des réarrangements moléculaires supplémentaires 

peuvent s'ensuivre, tels que la redistribution, vers le front de migration, des récepteurs 

chimiosensoriels (Sullivan, Daukas et al., 1984), des intégrines (Lawson & Maxfield, 1995), 

et de leurs adaptateurs au cytosquelette (Schmidt, Horwitz et al., 1993). Dans les leucocytes, 

les phosphoinositides seconds messagers, comme le phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate 

(PtdIns(3,4,5)P3) et le PtdIns(3,4)P2, se concentrent au niveau du bord d'attaque du fait de la 

translocation vers le front avant de son enzyme de synthèse, la phosphatidylinositol 3-kinase 

(PI3K) et, vers l’arrière de son enzyme de dégradation, la phosphatase PTEN (Affolter & 

Weijer, 2005 ; Mañes, Gómez-Moutón et al., 2005). La protéine G monomérique CDC42, de 

la famille des GTPases Rho, agissant par l'intermédiaire des protéines de partitionnement 

comme PAR-3/6 et protéines kinases telles que la PKC, contribue de manière essentielle à la 

polarisation motrice (Etienne-Manneville, 2004).  

 

B. La protrusion membranaire 

La protrusion est la formation d’extensions membranaires, ou des protubérances, au 

niveau du bord d’attaque, dans  la direction migration. La protrusion repose sur la dilatation 

de la membrane plasmique, la formation d'un squelette sous-jacent qui supporte le 

prolongement de la membrane et l'établissement de contacts avec le substrat, procurant une 

traction pour le déplacement du reste du corps cellulaire. 

Les cellules s'étendent selon quatre modes de protrusion différents présentés dans la 

Figure 15: les lamellipodes, les filopodes, les bourgeonnements (blebs), et les invadopodes 

pour revue (Ridley, 2011). Chacune de ces structures contribue de manière unique à la 

migration en fonction des circonstances spécifiques. Par exemple, les lamellipodes peuvent 

s'étendre sur de longues distances à travers la matrice extracellulaire in vivo, en tirant des 

cellules dans les tissus (Friedl & Gilmour, 2009). Les filopodes explorent les environs de la 

cellule et sont particulièrement importants pour l'orientation des cônes de croissance 

neuronaux et les vaisseaux sanguins angiogéniques (Gupton & Gertler, 2007; Eilken & 

Adams, 2010). Le bourgeonnement de la membrane a été décrit pour conduire la migration 

des cellules pendant le développement (Charras & Paluch, 2008), et l’invadopode est la 

protrusion qui permet la dégradation focale de la matrice extracellulaire, probablement pour 

faciliter l'invasion métastatique à travers les tissus (Buccione, Caldieri et al., 2009). Ces 

différents types de protrusion peuvent coexister, par exemple, les lamellipodes, les filopodes 
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et les bourgeons ont tous été observé sur le front avant de la migration des cellules de poisson 

zèbre pendant la gastrulation (Diz-Muñoz, Krieg et al., 2010). 

 

 

Figure 15. Les différents modes de protrusion membranaire. 
Les filopodes et les lamellipodes sont les modes de protrusion les plus fréquemment retrouvés 
dans les déplacements cellulaires. Ils partagent avec l’invadopode les mêmes acteurs 

moléculaires. Le bourgeonnement est régulé par des proteines spécifiques comme ROCK ou 
Rho. D’après (Ridley, 2011) 

 

Dans les cellules immunitaires motiles, les filopodes et les lamellipodes sont 

couramment décrits (Mejillano, Kojima et al., 2004). Les fillopodes agissent comme 

mécanosenseurs, ce sont des structures d'exploration, minces et cylindriques dont les 

projections sont semblables à des aiguilles. Les lamellipodes sont des structures plates, en 

forme d'éventail, capables de fournir de grandes surfaces qui génèrent la traction pour le 

mouvement vers l'avant. (Lauffenburger & Horwitz, 1996). Ces deux structures font appel à 

des acteurs moléculaires communs, canalisant la polymérisation de l’actine (Figure 16). La 

ramification et la polymérisation de l'actine sont entraînées par l'activation du complexe 

Arp2/3 dont l'activité est réglementée par les Rho GTPases Rac et CDC42 à travers des 

effecteurs situés en aval comme la protéine du syndrome de Wiskott-Aldrich (WASP) ou 

appartenant à la WASP-family verprolin homologue (WAVE),  famille aussi connue sous le 

nom SCAR (Parent, 2004; Parsons, Horwitz et al., 2010 ). Bien que des modèles expliquant la 
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polymérisation de l’actine soient proposés (Pollard & Borisy, 2003 ; Svitkina, Bulanova et al., 

2003), l’orchestration générale n’est pas encore clairement comprise (Ridley, 2011).  

 

 

PTEN

 
 
 

Figure 16. Voiesde signalisation de la polarité cellulaire et  du chimiotactisme. 
L’activation des récepteurs couplés aux proteines G (RCPG) par des chimioattractants est le 
premier événement dans le chimiotactisme d’une cellule. Les RCPG activés, situés dans des 
radeaux lipiques, déclenchent une boucle de rétroaction positive entre Cdc42 et Rac. De 
concert avec les éléments de régulation WASP / WAVE, cette boucle active les Arp2/3 afin de 
réaliser une polymérisation de l'actine efficace. Le réarrangement des filaments d'actine  
conduit probablement à la polarisation des radeaux lipidiques, ce qui améliore la détection 
de la direction en concentrant les récepteurs et les intégrines chimiosensoriels au front avant. 
Les RCPG activent aussi des intégrines pour stabiliser les lamellipodes naissants, qui à leurs 
tours renforcent la localisation de Rac. RhoA activé est localisé à l'arrière, où il favorise la 
contraction de l’actomyosine en régulant la phosphorylation de la chaine légère de la 
myosine (MLC) à travers la ROCK. À l'heure actuelle, il est impossible d'établir un ordre 
sans équivoque de ces événements. Le jaune indique les GTPases; en orange, les lipides et les 
protéines kinases, en vert, les proteines de liaison de l'actine et des protéines régulatrices de 
l’actine. Modifié d’après. (Mañes, Gómez-Moutón et al., 2005). 
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C. L’adhésion 

Pour déplacer leur corps cellulaire, les cellules doivent s’ancrer et générer des forces de 

traction sur le substrat d’attachement. Dans le cas le plus 

simple, comme le déplacement sur des surfaces planes 2D, les 

adhérences portant la force de traction font saillie entre l’avant 

du front de migration et la matrice (Vorotnikov, 2011). Ces 

adhérences comprennent entre autres des intégrines 

transmembranaires qui couplent le cytosquelette d'actine à la 

matrice. Ce couplage permet la traction qui est alors générée 

par la contractilité du complexe actomyosine (Hynes, 2002). Les forces d'adhérence sont 

régulées spatialement à l'intérieur de la cellule : de solides attaches sont maintenues à l'avant 

tandis qu’elles s’affaiblissent à l'arrière où elles peuvent se désengager du substrat. Ces 

contacts d’ancrage subissent des cycles d’assemblage, maturation, croissance et démontage 

(Geiger, Spatz et al., 2009; Gardel, Schneider et al., 2010; Parsons, Horwitz et al., 2010). Les 

adhérences naissantes peuvent avoir un turn-over très rapide d’environ 60 secondes ou bien 

être stabilisées par la vinculine et la taline en de plus gros points : les complexes focaux. Ces 

complexes focaux d’environ 1 µm de diamètre sont localisés légèrement en arrière du bord 

d'attaque, à l'interface lamellipode-lamellum, et persistent pendant plusieurs minutes. Les 

complexes focaux peuvent continuer à mûrir en de plus grandes adhérences : les adhésions 

focales ou podosomes. Les podosomes sont généralement des structures d’environ 1 µm de 

diamètre, qui se trouvent aux extrémités des gros faisceaux d'actine appelés fibre de stress 

large de 2 µm et  de 3 à10 µm de long, et s'étendant à travers toute la cellule (Zimerman, 

Volberg et al., 2004). La Figure 17 localise les structures adhérantes. 

En fonction des propriétés de la matrice, la nature des intéractions d’adhésion varie. Les 

fibroblastes développent des adhérences petites et dynamiques lorsqu’ils sont cultivés sur des 

substrats mous composés de gélose ou de matrigel, alors que, sur substrats rigides comme le 

verre ou le plastique, ils présentent des adhérences plus grandes et plus stables (Parsons, 

Horwitz et al., 2010). Les cellules de la lignée myéloïde, telles que les macrophages, les 

neutrophiles et les ostéoclastes, forment de petites adhérences très dynamiques qui facilitent 

leur déplacement rapide sur les substrats et matrices extracellulaires. 

Actomyosine : Un complexe de myosine 

et de filaments d'actine. L'activation du 

moteur moléculaire myosine conduit à un 

raccourcissement des filaments et à des 

mouvements cellulaires induits. (Parsons, 

Horwitz et al., 2010) 
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Figure 17. Localisation des adhérences sur une cellule en migration. 
Dans le lamellipodium, les adhésions des filopodes apparaisent en bleu. Les adhésions 
naissantes servant de points d’ancrage aux filaments d’actine sont présentées en jaune. Les 

complexes focaux de la zone de transition sont notés en vert. Les plaques focales d’ahésion ou 

podosomes sont localisées dans le lamellum et à l’arrière de la cellule, en rouge. D’après 

(Parsons, Horwitz et al., 2010) 
 

D. Translocation et rétractation 

Bien que d'une importance critique pour la motilité cellulaire, les relations entre le 

réseau d'actine et les complexes d'adhésion focale sont encore mal comprises (Shemesh, 

Verkhovsky et al., 2009; Vorotnikov, 2011). Il est toutefois clair que la myosine II, qui forme 

le complexe moteur avec l'actine, est exclusivement localisée dans le lamellum et absente des 

lamellipodes. Les fortes adhérences focales forment, à la frontière de ces deux compartiments, 

un accouplement entre le cytosquelette et la matrice extracellulaire par un mécanisme appelé 

"embrayage moléculaire". Lorsque l'embrayage est engagé, les filaments d'actine sont fixés au 

point d’adhésion (Vorotnikov, 2011) permettant l’application de deux forces rétrogrades 

(Figure 18). La première de ces forces est la force de résistance de la membrane qui provoque 

un déplacement de l’actine vers arrière à mesure que celle-ci se polymérise dans les 

lamellipodes. L'autre force est générée par la myosine II qui est responsable de la 

translocation de l’arrière de la cellule vers l'avant (Parsons, Horwitz et al., 2010).   
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Elongation

Rétractation

 

Figure 18. Répartition des forces lors de l’embrayage moléculaire. 
A, compartimentation de la myosine (représentée par des filaments avec une extrémité 
globulaire bleue) dans le lamellum et des évènements de polymérisation de l'actine dans les 
lamellipodes en protrusion (en rouge). Les adhésions au substrat augmentent de droite à 
gauche. B, à gauche, l'embrayage moléculaire est engagé, créant une force de traction vers 
l'arrière et de translocation vers l'avant du sens de migration. A droite, l'embrayage 
moléculaire est désengagé. D’après (Vorotnikov, 2011) 

 

Derrière le front de migration, les fibres de stress interviennent dans la translocation 

du corps cellulaire en guidant le glissement des filaments d'actine mus par la myosine. Les 

fibres de stress fournissent ainsi l'armature réorganisant le cytosquelette et pemettant le 

détachement des adhérences (Pellegrin & Mellor, 2007). Les protéines d'ancrage de l'uropode 

sont généralement prises en charge par endocytose et leurs composants sont transportés le 

long de la partie supérieure de la cellule vers le lamellum, pour fournir des matériaux de 

construction pour l'assemblage de nouvelles adhésions (Bretscher, 2008). 

Fait intéressant, des intégrines sont parfois perdues et restent ancrées dans le substrat, 

comme résidus moléculaires derrière les cellules en migration (Palecek, Huttenlocher et al., 

1998). 
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E. Motilité des immunocytes 

Immunité efficace implique que les cellules immunitaires soient au bon endroit au bon 

moment. La migration est ainsi considérée non seulement comme un moyen de projection 

vers la zone infectée, mais aussi une activité de surveillance permettant de détecter des 

pathogènes circulants (Friedl & Weigelin, 2008). Les cellules immunitaires sont attirées par 

des molécules chimiotactiques extracellulaires (Jin, Xu et al., 2009) et capables de traquer 

leur « proie » comme a pu le montrer dès les années 1950, David Rogers dans une courte 

séquence videomicroscopique montrant un neutrophile humain chasser et phagocyter une 

bactérie mobile, tout en contournant les globules rouges (Roger & Stossel, 1950s) 

http://www.youtube.com/watch?v=I_xh-bkiv_c . 

À ce jour, la plupart des connaissances sur la migration des immunocytes en réponse à 

l'infection provient d'études en culture cellulaire humaine (Dupuy & Caron, 2008; Groves, 

Dart et al., 2008). Le chimiotactisme a également fait l'objet de travaux extensifs chez l'amibe 

"sociale" Dictyostelium discoideum. Cet unicellulaire se nourrit activement de bactéries par 

phagocytose, ce qui a permis le décryptage des mécanismes cruciaux et des molécules 

impliquées aussi bien dans le chimiotactisme que dans la phagocytose (Bozzaro, Bucci et al., 

2008; Cosson & Soldati, 2008; Lee, Shen et al., 2010). 

Chez les bivalves, relativement peu d’études portent sur la motilité des hémocytes, per 

se. La migration des hémocytes vers des bactéries a toutefois été démontrée in vitro chez 

l’huitre Crassostrea virginica (Cheng & Howland, 1979; Ford, Kanaley et al., 1993), la 

corbicule Corbicula japonica (Kumazawa & Morimoto, 1992), la palourde Tapes decussatus 

et T. philippinarum (Oubella, Maes et al., 1993), la moule Mytilus edulis (Schneeweiss & 

Renwrantz, 1993) et le clam Mercenaria mercenaria (Fawcett & Tripp, 1994). La plupart de 

ces études reposent sur l’utilisation de chambres de Boyden, permettant de quantifier la 

migration de cellules de part et d'autre d'une membrane poreuse. La motilité en tant que telle 

ainsi que sa régulation reste, chez les bivalves, non documentée. 

Il faut néanmoins mentionner ici les travaux pionniers de P.S. Davies, T. Patridge et 

G.E. Jones qui, entre 1972 et 1976, publient une série de quatre articles décrivant les 

changements rapides de morphologie, l'étalement, le déplacement et l'aggrégation des 

hémocytes de la patelle Patella vulgata, un mollusque gastéropode (Davies & Partridge, 

1972; Jones & Partridge, 1974; Partridge & Davies, 1974; Jones, Gillett et al., 1976) et qui 

utilisent ce modèle pour décrire pour la première fois en 1975 dans la revue Nature l'effet 

inhibiteur de la cytochalasine B sur la motilité (Partridge, Jones et al., 1975). En outre, en 
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estimant l'adhérence cellulaire directement par comptage et indirectement par mesure de 

réflectance en épi-illumination, G.B. Stefano montre en 1989 qu'un analogue de la Met-

enképhaline, favorise l'ancrage des hémocytes de Mytilus edulis sur des lamelles de verre  

(Stefano, Leung et al., 1989). La même année, à l'aide d'enregistrements en time-lapse sur 

films argentiques 35 mm synchronisés à un système video, il étudie l'effet d'autres ligands 

opioïdes sur la surface, la géométrie et le déplacement de ces cellules et en déduit la probable 

existence d'un sous-type de récepteur opioïde δ (Stefano, Cadet et al., 1989). A l'aide 

d'approches semblables, en calculant le Facteur de Forme qui exprime à quel point un 

périmètre cellulaire s’éloigne de la forme circulaire, la même équipe montre que le LPS, les 

opioïdes, le TNFα et l'interleukine-1 régulent l'activité des hémocytes, toujours chez Mytilus 

edulis (Hughes, Smith et al., 1991a; Hughes, Smith et al., 1991b). Dans une étude 

comparative, utilisant des monocytes, des granulocytes et des cellules endothéliales humaines 

ainsi que des hémocytes de Mytilus edulis, il est montré que la morphine s'oppose à 

l'étalement cellulaire par un mécanisme d'action dépendant du NO (Magazine, Liu et al., 

1996). Finalement, en 2000, E. Ottaviani montre que l'interleukine-8 recombinante humaine 

affecte la forme, le chimiotactisme et la phagocytose des hémocytes de Mytilus 

galloprovincialis (Ottaviani, Franchini et al., 2000). 

 

II. La résistance multixénobiotique MDR/MXR 

La présence de composés toxiques a imposé, au cours de l’évolution, la sélection de 

systèmes de détoxication efficaces, protégeant les cellules des effets toxiques des 

xénobiotiques et de leurs métabolites. Classiquement, deux stratégies, illustrées en Figure 19, 

sont mises en place : transformer le xénobiotique et l’effluer  (Xu, Li et al., 2005). Le premier 

cas de figure fait intervenir différentes enzymes de biotransformation. Une première phase 

dite de fonctionnalisation vise à rendre la molécule plus polaire en greffant ou démasquant 

une nouvelle fonction chimique (-OH, -NH2, -COOH). Cette phase I est catalysée par des 

enzymes à cytochrome P450 (Bard, 2000). La réaction de phase II est dite de conjugaison. 

Elle ajoute un radical hydrophile directement sur la molécule native ou sur le produit de la 

Phase I. Ainsi les composés électrophiles sont conjugués au glutathion (GST) par une 

Glutathion-S-Transferase (GST) alors que les composés nucléophiles sont associés à l’acide 

glucuronique par une UDP-glucuronyltransferase (UDP-GST). Cependant, dans certains cas, 

ces métabolites se révèlent encore toxiques voire plus toxiques. L’efflux fait appel à des 

transporteurs membranaires prenant en charge directement les xénobiotiques (Phase 0) mais 
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aussi leurs métabolites (Phase III) souvent plus faciles à éliminer (Marin, 2005; Pasquier, 

2011).  

MRP1/3

G-SHO

MRP1/3

Phase I

Phase III

Phase II

CYP

GSH

GST

HO G-S

Phase 0

P-gp

MRP

ATP ADP + Pi**

** **

Fonctionnalisation Conjugaison

 

Figure 19. Les différentes phases de détoxication cellulaire. 
Les fléches vertes indiquent une diffusion passive. Les phases 0 et III effluent tandis que les 
phases I et II transforment. D’après Bard 2000 
 
 

Certains acteurs de ce système d’efflux Phase 0/III sont capables d’induire à eux seuls 

une résistance cellulaire aux molécules cytotoxiques, qu'elles soient des métabolites 

endogènes ou qu'elles proviennent du milieu extérieur à l'organisme – molécules qu'il 

conviendrait alors de nommer xénotoxiques (Brooks & Huggett, 2012).  

La chimiorésistance fondée sur l'activité d'efflux des transporteurs de Phase 0/III 

présente une particularité unique : un large spectre. En effet, l'interaction entre les molécules 

effluées qui prennent le nom d'allocrites (Blight & Holland, 1990; Holland & Blight, 1999) et 

les protéines de transport, est caractérisée par une faible spécificité moléculaire. La notion de 

chimiorésistance multiple a été évoquée pour la première fois en 1970 par Biedler et Riehm 

(Biedler & Riehm, 1970). Ces auteurs ont observé que des cellules cancéreuses de hamster 

chinois cultivées en présence de doses croissantes d’actynomicine D, développent une 

résistance à cet agent mais aussi à d'autres molécules non chimiquement apparentées. Le 

phénotype correspondant a été baptisé MDR pour Multi Drug Resistance (Marin, 2005). Le 

phénotype MDR se distingue donc d’une résistance simple par ses propriétés de résistance 

croisée à des agents cytotoxiques multiples, de structures et de modes d’action différents 
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(Goldstein, Galski et al., 1989; Pasquier, 2011). L’origine principale du phénotype MDR est 

la surexpression de protéines appartenant à la famille des transporteurs ABC (ATP Binding 

Cassette) et notamment de la P-glycoprotéine (P-gp) première protéine de cette vaste famille, 

identifiée par Juilano et Ling dès 1976 (Juliano & Ling, 1976). Un nombre très important de 

revues est consacré au rôle des transporteurs ABC dans le phénotype MDR et dans la 

résistance aux chimiothérapies anticancéreuses, pour exemples (Higgins, 1992; Bosch & 

Croop, 1996; Gottesman & Ambudkar, 2001; Ambudkar, Kimchi-Sarfaty et al., 2003; 

Sparreboom, Danesi et al., 2003; Hennessy & Spiers, 2007; Callaghan, Crowley et al., 2008; 

Mizutani, Masuda et al., 2008). Cependant, ces phénomènes de résistance ne se limitent pas 

aux seules cellules néoplasiques. En effet, des systèmes similaires de lutte contre les 

xénobiotiques existent chez quasiment tous les organismes, des procaryotes à l’Homme en 

passant par les végétaux et les champignons (Holland & Blight, 1999; Klein, Sarkadi et al., 

1999; Theodoulou, 2000).  

 

Chez différents invertébrés aquatiques, les systèmes d'efflux utilisant les transporteurs 

ABC participent à la lutte des animaux contre les contaminants chimiques (Pain, 2003). Ce 

mécanisme a été initialement découvert chez l'anodonte Anodonta cygnea, un bivalve 

dulçaquicole résistant aux xénotoxiques. Dans des expériences utilisant le 2-

acétylaminofluorène, il a été démontré que la radioliaison de cet allocrite est déplacée par 

l'inhibiteur MDR compétitif de référence, le vérapamil (Kurelec & Pivčević, 1989). Cette 

propriété distingue les mécanismes de détoxication cellulaire de phase 0/III de ceux reposant 

sur des protéines de phase I/II. La même approche a été conduite avec succès sur des 

préparations vésiculaires issues des branchies, du manteau et de la glande digestive de la 

moule Mytilus galloprovincialis (Kurelec & Pivčević, 1991). Ces observations ont rapidement 

été complétées par l'identification de transcrits correspondant au gène de la P-glycoprotéine 

dans des éponges marines et par l'immunolocalisation confocale de leurs produits d'expression 

au niveau membranaire (Kurelec, Krca et al., 1992). Des mesures bioaccumulation de 

l'allocrite vincristine dans les branchies de Mytilus galloprovincialis, sur des animaux exposés 

à l'hydrocarbure diesel-2 ou transplantés dans des sites contaminés, ont permis de confirmer le 

rôle fonctionnel de ces transporteurs dans l'efflux des xénotoxiques chez les moules (Kurelec, 

1995b). Ainsi, il a été proposé détendre la notion de phénotype de chimiorésistance MDR à 

celle de phénotype de xenorésistance MXR, Multi-Xenobiotic Resistance (Kurelec, 1992). 
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A. Les acteurs moléculaires 

Les protéines d'efflux responsables du phénotype MDR/MXR appartiennent à la 

superfamille des transporteurs à ATP Binding Cassette (ABC), remarquablement conservée 

au sein du monde vivant et caractérisée par des sites de liaison de l'ATP comporatant 100 à 

200 acides aminés, appelés Nucleotide Binding Domain (NBD). Plusieurs centaines 

d'orthologues sont connus dans le monde vivant (Holland & Blight, 1999). Chez l'Homme, les 

ABC transporteurs sont regroupés en 8 classes, ABCB1, ABC1-C6 et ABCG2, totalisant 48 

produits d'expression (Gottesman & Ambudkar, 2001). La structure minimale d’une protéine 

ABC est composée d’un site de liaison à l’ATP et de six domaines transmembranaires 

hydrophobes (Figure 20). La protéine BCRP (Breast Cancer Resistance Protein), encore 

appelée MXR pour MythoXantrone Resistance ce qui peut porter à confusion dans ce travail, 

possède cette organisation. Toutefois, la forme retrouvée le plus communément dans ces 

protéines consiste en un doublement de la structure minimale, c’est-à-dire deux domaines de 

liaison à l’ATP (NBD1 et NBD2) et 12 domaines transmembranaires. Cette organisation 

correspond à la P-glycoprotéine chez les Mammifères mais aussi aux protéines MRP4 et 5 

ainsi qu’au Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator dont les mutations sont à 

l'origine de la plus connue des ABCpathies : la mucoviscidose. Enfin, une troisième structure, 

dite atypique, est rencontrée dans la famille des transporteurs ABC. Celle-ci consiste, en plus 

de la séquence classique, à l’ajout de 5 domaines transmembranaires et d’une terminaison 

azotée externe. C’est le cas de la protéine MRP1 (Sparreboom, Danesi et al., 2003). 

 

Figure 20. Structure générale des transporteurs ABC.  
A, structure typique à 12 domaines transmembranaires. B, structure atypique à 5 domaines 
transmembranaires supplémentaires en position N-terminale. C, structure minimale à 6 
domaines transmembranaires. Des exemples protéines correspondantes sont listés à droite. 
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Spécialisés dans le transport cellulaire actif, les transporteurs ABC exercent des 

fonctions physiologiques variées, intervenant notamment dans l’absorption des nutriments, le 

transport d’ions et de peptides, à l’efflux de produits dommageables pour la cellule ou encore 

à la signalisation cellulaire (Klein, Sarkadi et al., 1999 ; Pain, 2003; Pasquier, 2011). Au sein 

de cette superfamille, certaines classes sont plus connues, c’est le cas des P-glycoproteines et 

des MRP que nous allons voir plus en détail. 

 
1. ABCB / P-glycoprotéine 

La P-gp est très certainement le transporteur ABC le mieux connu et le plus étudié 

chez les mammifères. C’est en 1976 que Juliano et Ling vont identifier cette protéine 

transmembranaire glycosylée de 1280 acides aminés et de 170 kDa appelée glycoprotéine P 

(P pour « permeability ») qui diminue la perméabilité cellulaire vis-à-vis des médicaments 

(Juliano & Ling, 1976). Chez l’homme, il a été montré qu’il n’existait pas un gène unique 

codant pour la P-gp mais plusieurs, faisant des P-gp une famille multigénique (Gottesman & 

Pastan, 1988). Ainsi chez les mammifères, et selon l’espèce, on retrouve au maximum 3 

classes de P-gp dont seulement 2 confèrent le phénotype MDR : la classe I et II  (Pasquier, 

2011). Les P-gp de la classe III sont impliqués dans la translocation de la phosphatidylcholine 

vers les sécrétions biliaires (Oude Elferink & Groen, 1995).  Il est important de noter que, par 

abus de langage, le terme P-gp est souvent utilisé uniquement pour désigner l’isoforme de 

classe I. Les auteurs omettent alors de considérer que chez de nombreuses espèces le 

phénotype MDR classique repose également sur des iso formes distinctes de classe II, qui sont 

aussi des P-gp (Germann; Sparreboom, Danesi et al., 2003).  

Dans la suite de ce manuscrit, le terme P-gp sera exclusivement réservé aux produits 

des gènes de classe I et II, impliqués dans le phénotype MDR. La P-glycoprotéine est 

présentée comme une pompe transmembranaire capable d’effluer les cytotoxiques hors de la 

cellule par  transport actif (Pasquier, 2011). Cependant, au vue de la diversité des structures 

moléculaires prises en charge par ces transporteurs, les modèles classiques de reconnaissance 

enzyme/substrat ne peuvent pas s’appliquer (Marin, 2005). Néanmoins le recensement des 

substrats de la P-gp connus fait apparaitre trois caractéristiques partagées (Ueda, Taguchi et 

al., 1997). 

· Un faible poids moléculaire, entre 300 et 2000 g.mol-1 

· Un caractère hydrophobe 

· Une structure composée d’un atome d’azote et de deux cycles aromatiques 
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Plusieurs modèles ont été suggérés pour expliquer le mécanisme d’action de la P-gp. 

Seuls deux de ces modèles semblent compatibles avec les données récentes concernant la 

structure de la P-gp : celui de « l’aspirateur hydrophobe » et le modèle « floppase » (Figure 

21). Le modèle de l’aspirateur hydrophobe propose que la P-gp capte directement les 

composés insérés dans la membrane plasmique (Raviv, Pollard et al., 1990). Le second 

modèle envisage la P-gp comme une floppase, transportant les substrats avant qu’ils ne 

quittent le feuillet interne de la membrane en assurant leur translocation vers le feuillet 

externe voire directement vers l’extérieur (Higgins & Gottesman, 1992) Ce modèle pourrait 

expliquer la grande diversité de substrats, mais aussi leur propriété d’être hydrophobe. De 

plus, cette hypothèse a été renforcée par la découverte du produit du gène mdr2/ABCB4, 

homologue de la P-gp, qui se présente comme une phosphatodylcholine translocase (floppase) 

(Gottesman, Pastan et al., 1996). 

La P-gp est localisée dans la plupart des épithéliums clos par des jonctions serrées 

(rein, placenta, tractus gastro-intestinal, foie, bronches, barrière hémato-encéphalique…) ce 

qui est en accord avec son rôle de pompe à xénobiotiques (Pasquier, 2011). Elle est exprimée 

en grande quantité dans des organes essentiels de métabolisation et d’excrétion des 

xénobiotiques comme le foie ou l’appareil urinaire (Gottesman, Pastan et al., 1996; Leslie, 

Deeley et al., 2005). Néanmoins, l’analyse détaillée de sa localisation tissulaire montre que la 

P-gp se trouve aussi fortement exprimée dans la glande surrénale, les cellules souches 

hématopoïétiques, les lymphocytes NK, T et B et dans les cellules dendritiques présentatrices 

d’antigène (Klimecki, Futscher et al., 1994; Randolph, Beaulieu et al., 1998). Cela suggère 

qu’elle pourrait exercer des fonctions plus diversifiées que la « simple » fonction de pompe 

(Johnstone, Ruefli et al., 2000). 

Flippase

Transfert du feuillet 
externe vers le feuillet 

cytosolique

ATP ADP + Pi

Floppase

Transfert du feuillet 
cytosolique vers le 

feuillet externe

ATP ADP + Pi

Scramblase

Déplacement 
bidirectionnel simultané 

Ca2+

Aspirateur hydrophobe

Transfert du feuillet 
externe vers l’extérieur

2 ATP 2 (ADP + Pi)

Extracellulaire

Intracellulaire

 

Figure 21. Fonctionnement de l’aspirateur hydrophobe et des flipp/flopp/sramblase. 
Dans ces modèles, chaque transporteur hydrolyse au moins une molécule d’ATP excepté les 
scramblases qui utilisent le calcium. Modifié d’après (Clark, 2011) 
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2. ABCC / Multidrug Related Protein   

Les MRP appartiennent à la classe C de la superfamille des transporteurs ABC. La 

plupart des protéines de la classe MRP sont impliquées dans les mécanismes d’efflux actifs 

(pour revue,(Borst, Evers et al., 2000). Au fil des années, plusieurs protéines MRP ont été 

mises en évidence. Aujourd’hui, 9 protéines MRP codées par les gènes ABCC1 à ABCC9 ont 

été identifiées chez l’homme (Litman, Druley et al., 2001).  

Néanmoins, la protéine MRP1 reste le représentant le plus connu et le plus étudié de 

cette famille. Elle a été détectée pour la première fois dans une lignée de cellules HL60 

présentant un phénotype de chimiorésistance multiple sans expression de la P-gp (Marquardt, 

McCrone et al., 1990). La protéine MRP1 est une protéine glycosylée de 1522 acides aminés 

et de poids moléculaire apparent d’environ 190 kDa. Chez l’homme, sa structure présente 

15% d’homologie avec la P-gp (Cole, Bhardwaj et al., 1992). Toutefois, à la différence de la 

P-gp (qui prend en charge des composés organiques cationiques ou neutres) la MRP 

transporte des composés anioniques, soit natifs soit conjugués au glutathion, aux glucuronates 

ou aux sulfates voire des complexes métalliques après conjugaison au glutathion (Pain, 2003) 

ainsi que certains lipides (Raggers, van Helvoort et al., 1999). Les MRP fonctionnent comme 

une floppase (Figure 21) (Zwaal, Comfurius et al., 2004). Différentes études permettent de 

définir la protéine MRP1 comme une pompe GS-X (Glutathione S- conjugate export) 

(Akimaru, Kuo et al., 1996 ; Ishikawa, Kuo et al., 1998 ; Krause, Oliveira et al., 2007).  

L’expression des protéines MRP dans les tissus humains normaux, révèle qu’elle possède un 

rôle essentiel dans la physiologie cellulaire. Il a été démontré qu’elle transporte notamment 

des facteurs de médiation de l’immunité (van de Ven, Scheffer et al., 2008) lui confèrant ainsi 

un rôle  important dans l’inflammation. Si ces deux protéines sont à l’origine d’un spectre de 

chimiorésistance sensiblement similaire, elles différent néanmoins par leurs sensibilités aux 

inhibiteurs (Versantvoort, Bagrij et al., 1995) par leurs affinités vis-à-vis des différents 

substrats. 

 

B. Allocrites et inhibiteurs des transporteurs ABCB et ABCC 

Alors que les substrats endogènes des transporteurs ABCB et ABCC ne sont pas 

clairement identifiés, il apparait clairement l’existence d’un large éventail de substrat aux 

natures chimiques différentes. Bien que les transporteurs MRP/ABCC prennent en charge 

essentiellement des composés conjugués (Figure 23), la P-gp efflue plutôt les composés dans 
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leur forme native. Parmi ceux-ci on peut citer des anticancéreux (vinblastine, vincristine, 

dauxorubicine), des composés altérant le cytosquelette comme la colchicine, des stéroïdes 

(cortisol, aldostérone), des sondes fluorescentes (rhodamines, calceine-AM), des peptides 

antibiotiques (gramicidines, valinomycine), des intercalents de l’ADN (bromure d’éthidium), 

des pesticides (endosulfan, DDT) ou encore des contaminants organiques persistants (HAP, 

PCB)  

Figure 22.  

  

 

Épipodophyllotoxine
Etoposine (VP-16)
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Figure 22. Exemples de composés allocrites de la classe des ABCB/ P-gp. 
Liste non exhaustive de différentes familles de composés substrat de la P-gp. Données compilées 
d’après les thèses de Pain (2003) et de Marin (2005). Les représentations moléculaires sont, à défaut 
les structure générales, les structures exactes des composés annotés d’un astérisque. 
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Figure 23. Liste non exhaustive de différents allocrites et inhibiteurs de la classe 

ABCC/MRP. 
Données compilées à partir de : (Feller, Broxterman et al., 1995; Dallas, Schlichter et al., 2004; 
Weiss, Theile et al., 2007; van de Ven, Scheffer et al., 2008). NNRTI : Non-Nucleoside Reverse 
Transcriptase Inhibitors 

 

D’un point de vue environnemental comme d’un point de vue pharmacologique, des 

composés xénobiotiques, parfois xénotoxiques, peuvent inhiber l'activité des transporteurs 

MDR/MXR, augmentant leurs concentrations intracellulaires et leurs effets délétères sur les 

cellules et les organismes exposés. Ces composés acroissent la sensibilité des cellules aux 

cytotoxiques et sont appelés chimiosensibilisants (Kurelec, 1997; Epel, Luckenbach et al., 

2008). Les bloqueurs des pompes à efflux sont classés en deux catégories en fonction de leurs 

mécanismes d'interaction avec les protéines ABC. Les inhibiteurs compétitifs, de forte 

affinité, sont en mesure de surcharger la capacité de liaison des transporteurs pour allocrites 

de plus faible affinité. Ceci est considéré comme un risque de potentialisation de l'action des 

contaminants, notamment devant la grande variété de composés d'origine anthropique dans 

l'environnement (Daughton & Ternes, 1999). A l’inverse, les chimiosensibilisants non-

compétitifs sont des molécules capables de bloquer l'activité ATPase des transporteurs par des 



 
 

  
72 

 

  

interactions allostériques, supprimant ainsi leur activité de détoxication (Ramachandra, 

Ambudkar et al., 1998).  

La liste des inhibiteurs est peut être tout aussi longue que celle des allocrites simples, 

d’autant que par définition, les inhibiteurs compétitifs sont aussi allocrites. Cependant, sans 

être exhaustif certains bloqueurs peuvent être cités: Figure 24 pour les P-gps et Figure 23 

pour les MRPs.  

Il convient aussi de mentionner que certains allocrites sont inducteurs de l'expression 

génique de la P-gp comme l’illustre la Figure 24.  

PSC-833
Quinidine

Tamoxifène,
Zosuquidar,

Chlorpromazine,
Staurosporine

…

Dexaméthasone,
Millepertuis
Néfazodone

2-acetylaminofluorène

Cyclosporine
Amiodarone

Erythromycine
Clarithromycine
Kétoconazole

Ritonavir
Midozolam
Diesel-2-oil

Vérapamil

Doxorubicine
Vinblastine
Rifampicine
Phénotoïne

Taxol
Vinca-alcaloïdes
Anthracyclines

Epipodophyllotoxines
Tacrolimus

Propofénane
Digoxine

Simvastatine
Mibéfradil

Furosémide
Ciméthine
Ranitidine
Saquinavir

Indinavir
Ivermectine
Terfénadine
Estrogènes
Aldostérone

Corticostéroides
Ondansétron
Dompéridone

Colchicine
Lopéramide
Calcein-AM

Inhibiteurs

Inducteurs

Substrats

 
Figure 24. Allocrites, inhibiteurs et inducteurs de la P-glycoprotéine. 
Liste non-exhaustive des substrats (en vert), des inhibiteurs (en rouge) et des inducteurs (en 
bleu). Certains composés sont à la fois substrat/inhibiteur, substrat/inducteur, 
indcuteur/inhibiteur, ou les trois à la fois. D’après (Pasquier, 2011) 
 

Quelques substrats sont pris en charge par les deux classes ABCB/P-gp et 

ABCC/MRP de transporteurs ABC. Il a également été rapporté chez des souris qu’une 

absence des gènes mdr 1a/b pouvait inhiber l'activité MRP1 (Honig, Fu et al., 2003), 

soulignant des régulations croisées entre ces différents transporteurs. Ces résultats semblent 

cependant controversés (Elliott, Raguz et al., 2004). En effet, dans l’évaluation des capacités 

d’efflux plusieurs difficultés entrent en compte, telles que le chevauchement des spécificités 

envers les allocrites communs des transporteurs, le recours à l’efflux d'une sonde rapporteuse 

unique (telle que la rhodamine 123), l'utilisation d'anticorps d'imunodétection potentiellement 

inhibiteurs (Ghetie, Ghetie et al., 1999) ou encore le recours à des bloqueurs peu spécifiques.  



 
 

  
73 

 

  

C. Le phénotype MXR chez les bivalves 

Depuis les travaux de Branko Kurelec au début des années 90, le phénotype MXR a 

été décrit chez de nombreuses espèces d’invertébrés, comme Caenorhabditis elegans (Broeks, 

Janssen et al., 1995), Carcinus maenas (Köhler, Lauritzen et al., 1998) ou encore Drosophila 

melanogaster (Wu, Budding et al., 1991). Mais les données acquises sont particulièrement 

abondantes chez les invertébrés marins et notamment chez les mollusques bivalves et 

gastéropodes. La fonction reconnue du phénotype MXR chez les organismes aquatiques est la 

protection contre les toxines naturelles ou anthropiques par l’efflux de ces composés. Pour le 

moment, chez ces organismes, aucune étude ne s’est penchée sur l’implication des acteurs 

moléculaires du phénotype MXR dans d’autres fonctions physiologiques, comme c’est le cas 

chez les mammifères (Pain, 2003; Marin, 2005; Pasquier, 2011 ). 

Classiquement, la mise en évidence du phénotype MXR peut se faire par deux 

approches distinctes. La première, très indirecte et largement utilisée, repose sur la détection 

des acteurs moléculaires du système ABC au niveau trancriptionnel ou protéique. Ainsi, on 

retrouve les techniques de d'immunodétection sur tissus ou par WesterBlot ou encore la 

recherche des transcrits par RT-PCR. Cependant, ces approches ne donnent aucune 

information fonctionnelle (Beck, Grogan et al., 1996). Il est en particulier reconnu que les 

niveaux d'expression des transporteurs ABC ne sont pas corrélés à l'activité d'efflux, pour 

diverses raisons incluant le rôle des phophorylations régulatrices et la compratimentation des 

territoires d'expression cellulaire (Lebedeva, Pande et al., 2011). La seconde méthode, moins 

indirecte, se fonde sur l'activité d’efflux de certaines sondes allocrites fluorescentes, comme la 

calcéine (Legrand, Simonin et al., 1998 ; Minier & Moore, 1998; Smital & Kurelec, 1998). 

Cette dernière méthode permet d’avoir une réponse fonctionnelle, intégrant différents niveaux 

de régulations. La méthode directe de mesure de la xénorésistance, à savoir les tests de survie 

cellulaire en présence de cytotoxiques, reste peu utilisée chez les invertébrés car les 

techniques de culture cellulaire sont rares pour ces organismes. 

Dans ce manuscrit, nous référerons principalement au phénotype MXR chez les 

bivalves. Chez ces espèces, une grande partie des travaux a été réalisée à partir de tissus 

branchiaux (Bard, 2000).  

 

Au début des années 1990, les travaux en biologie moléculaires ont permis d’identifier 

des transporteurs ABC chez les bivalves. Ainsi Minier et al., en 1993,  ont révélé la présence 

du gène MDR par hybridation de l’ADN génomique chez Mytilus edulis et Crassostrea gigas. 
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Ces résultats ont été confirmés par la suite notamment par PCR à partir d'ARN totaux extraits 

des branchies et du manteau de Mytilus edulis (Minier & Galgani, 1995) et des larves de 

Crassostrea gigas (Minier, Lelong et al., 2002).  

Un fragment du transcrit codant pour ABCB a été isolé en 2002 chez Mytilus edulis 

(Lüdeking & Köhler, 2002). En 2005, deux transcrits codant pour des MRP ont été identifiés 

chez cette même espèce (Ludeking, Van Noorden et al., 2005). Trois ans plus tard chez 

Mytilus californianus Luckenbach et al. obtient les séquences complètes de deux transcrits 

(Luckenbach, Altenburger et al., 2008). Après alignement avec des séquences de 

mammifères, il s’avère que l’un des ARNm s'apparente à un transcrit codant la P-gp et l’autre 

à un transcrit codant la MRP (Figure 25)  

 
Figure 25. Structure des transporteurs ABC chez Mytilus californianus.  
D'après (Luckenbach & Epel, 2008) 

 

Une induction de l'expression des transcrits ABCB/P-gp et ABCC/MRP a été montrée 

dans les branchies, le manteau et la glande digestive par RT-PCR après exposition au 2-

acetylaminofluorene (Lüdeking & Köhler, 2002) 

L’activité d’efflux propre au phénotype MXR a elle aussi été mise en évidence chez 

les bivalves, à partir de préparations d'organes isolés en survie. L'accumulation d'allocrites 

fluorescents (la rhodamine B ou la calcéine) ou radiomarqués (3H-vincristine), a été testée 

après incubation avec des bloqueurs des références ou exposition à des composés organiques. 

Ainsi, en présence de vérapamil, les tissus branchiaux de M. californianus accumulent la 



 
 

  
75 

 

  

fluorescence (Cornwall, Toomey et al., 1995; Eufemia & Epel, 2000). Des résultats similaires 

sont obtenus dans les branchies d’huitre Crassostrea gigas (Minier, Lelong et al., 2002), de 

M . galloprovincialis (Galgani, Cornwall et al., 1996), de M. californianus (Luckenbach & 

Epel, 2008), de M. edulis (Minier & Moore, 1998).  

 

Au niveau des hémocytes peu d’études ont été réalisées et la plupart chez M. edulis. 

Les quelques études sont prédentées dans le Tableau 5. Ces études sont pour la majorité des 

tests révelant l’activité d’efflux soit par l’utilisation de la Rhodamine B soit par la Calcein 

AM en présence d’inducteurs ou de bloqueurs connus pour avoir un effect chez les vertébrés. 

Seuls Minier et Moore en 1996 détectent la P-gp par Western Blot dans les hémocytes. Bien 

que des équipes observent la présence d’acteurs moléculaires et une activité d’efflux, Svenson 

et ses colaborateurs contredisent ces réultats. 

Technique Remarques Réference

M
. 

e
d

u
li

s

WB C219

Minier and 

Moore, 1996

Efflux
Rhodamine B  
+/- VRP, vincriste

Efflux
3H-VCR et Rhodamine B  
+/- VRP

Les hémocytes n’ expriment pas 

d’activité P-glycoprotein

Contrôle sur des branchies

Svensson et 

al., 2003

Efflux 

C-AM
+/- VRP, vincriste, vinblastin, 

atrazine 

Dépendance à :

osmolarité, température, 

anaérobiose

Luedeking and

Koehler, 2004

Efflux

C-AM
+/- VRP,  cyclosporine A, 

Doxorubicine, VCR

Dépendance à la température,

Bloquage par le VRP et induction 

par la doxorubicine et la VCR 

Marin et al, 

2004

 

Tableau 5. Principales études portant sur le phénotype MXR dans les hémocytes de 

Mytilus edulis 

WB, Western Blot; VRP, verapamil; VCR, vincristine; C-AM, Calceine AM. +/- en presence 
ou absence 
 

D. Données concernant les régulations géniques des acteurs 
MDR/MXR 

Relativement bien documentés chez les Mammifères (Pasquier, 2011), les mécanismes 

moélculaires responsables de la régulation de l'expression des pompes d'efflux restent 

méconnus chez les bivalves. Quelques voies essentielles de régulation des phénotypes 

MDR/MXR sont détaillées dans les lignes qui suivent. 
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1. Expression génique constitutive 

Chez l’homme, le complexe de transcription de base, ARN polymérase et facteur de 

transcription généraux, suffit pour initier la transcription du gène mdr1/ABCB1. Cependant 

d’autres facteurs interviennent pour moduler l’efficacité avec laquelle le gène est exprimé. 

Ces facteurs interagissent directement avec les promoteurs du gène et/ou via des interactions 

protéine-protéine avec d’autres facteurs de transcription. La plupart de ces facteurs de 

transcription exercent un effet positif sur la transcription. D’une façon générale, le gène 

mdr1/ABCB1 contient plusieurs promoteurs (Pasquier, 2011) dont : deux boîtes CCAAT qui 

interagissent avec le facteur de transcription NF-Y (Nuclear transcription Factor Y), des 

éléments GC qui lient le facteur de transcription SP1 (Specificity Protein 1), une boîte Y 

(boîte CCAAT inversée) capable de lier la protéine YB-1, un site AP-1 et enfin un site HSE 

(Heat Shock Element). Quant aux gènes mrp/ABCC, leurs promoteurs semblent constitués 

d’éléments GC, ainsi que des boîtes CCAAT liant respectivement SP1 et NF-Y. De façon 

intéressante, tous les transporteurs liés au transport de xénobiotiques chez l'Homme révèlent 

l'absence d'une boîte TATA fonctionnelle alors que chez les rongeurs, la transcription est 

TATA box dépendante (Scotto, 2003).  

 

2. Surexpression génique 

A ce jour, trois mécanismes de surexpression du gène mdr1/ABCB1 ont pu être 

identifiés. Ces surexpressions sont observées dans les cellules cancéreuses chimiorésistantes. 

Le premier mécanisme décrit repose sur l’activation d’un site additionnel d’initialisation 

connue sous le nom de MED-1 (Multiple start site Element DownStream) (Ince & Scotto, 

1995) ou de iMED (séquence inversée de MED)(Scotto, 2003). Il semble que MED-1 

interagisse avec un complexe de chromatine. D’autres transporteurs ABC comme les MRP 

utiliseraient MED-1 également dans leur régulation (Scotto, 2003). 

Le second mécanisme repose sur une protéine nommée MEF-1 (MDR-1 promoter-

Enhancing Factor 1). Cette protéine active directement la transcription du gène mdr1/ABCB1, 

via une boîte CCAAT.  

Enfin, le réarrangement de gène constitue le dernier mécanisme de surexpression 

génique. Plusieurs cas de translocation ont été rapportés faisant passer le gène mdr1/ABCB1 

sous contrôle d’autres promoteurs. C’est le cas d'une lignée cellulaire d’adénocarcinome de 

côlon, des MCF-7 et de tumeurs prélevées sur des patients (Mickley, Spengler et al., 1997; 

Knutsen, Mickley et al., 1998). De plus, des mutations dans les séquences promotrices 
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peuvent altérer la transcription (Stein, Walther et al., 1994), ce qui peut avoir une pertinence 

dans le contexte clinique (Fromm, 2002). 

 

3. Expression génique induite 

Plusieurs conditions sont rapportées pour induire une expression des transporteurs 

ABC impliqués dans l'efflux des xénotoxiques. L’exposition des cellules à des rayonnements 

UV augmente la transcription du gène codant pour la P-gp (Scotto & Egan, 1998). De même 

que le choc thermique via le facteur de transcription HSF, ou encore l’hypoxie (Scotto, 2003). 

En condition de normoxie le facteur HIF-1 (Hypoxia-Inducible Factor-1) réside dans le 

cytoplasme. Il est transloqué dans le noyau en condition hypoxique où il est capable d’activer 

le promoteur du gène mdr1/ABCB1. 

L’inflammation peut, elle aussi, induire une expression du gène mdr1/ABCB1 via NF-

IL6 et NFκB (Nakatsukasa, Silverman et al., 1993; Zhou & Kuo, 1997).  

Dans les années 90, d’importants efforts ont été réalisés pour identifier les voies 

d’induction des enzymes de détoxication cellulaire et de métabolisation des xénobiotiques. 

Ces travaux ont permis, via des séquençages et des études de liaison, de découvrir chez les 

vértébrés plus de 150 protéines correspondant à des récepteurs nucléaires. Parmi ces 

récepteurs, seulement 15 étaient connus pour posséder au moins un ligand endogène identifié, 

principalement des hormones lipophiles (Mangelsdorf & Evans, 1995). Les autres récepteurs 

étaient alors considérés comme orphelins. Le Retinoid X Receptor, RXR est rapidement 

apparu comme essentiel, formant des hétérodimères (Mangelsdorf, Thummel et al., 1995; 

Callaghan, Crowley et al., 2008) avec d’autres récepteurs orphelins comme : le LXR (Liver X 

Receptor), le FXR (Farnesoid X receptor), le PPAR (Peroxisomal Proliferator Activated 

Receptor), le CAR (Consitutive Androstane Receptor), et le SXR ( Steroid and Xenobiotic 

Receptor, aussi connu sous le nom de PXR, Pregnane X Receptor). Les deux derniers 

récepteurs cités ici, CAR et SXR/PXR sont maintenant considérés comme des senseurs 

chimiques à large spectre, sensibles à de nombreux métabolites endogènes et composés 

xénobiotiques. Comme l’illustre la Figure 26, les hétérodimères CAR/RXR et SXR/RXR 

fixent des ligands endo- ou xénobiotiques et induisent fortement les acteurs des Phase I/II et 

0/III, De façon spécifique, CAR/RXR induit exclusivement la classe MRP/ABCC tandis que 

le couple SXR/RXR induit exclusivement les transporteurs MDR1/ABCB1 (Synold, Dussault 

et al., 2001; Miki, Suzuki et al., 2005; Timsit & Negishi, 2007; Callaghan, Crowley et al., 

2008).  
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Figure 26. Induction des acteurs de détoxication cellulaire par les récepteurs nucléaires 

partenaires de RXR 
D’après (Callaghan, Crowley et al., 2008) 
 

Les hétérodimères incluant RXR comme partenaire forment donc une famille aux 

ligands multiples qui semble intervenir dans la résistance pleiotrope en constituant une voie 

de transduction unique des acteurs de la détoxication cellulaire (Callaghan, Crowley et al., 

2008; di Masi, Marinis et al., 2009). 

 

E. Régulations du phénotype MXR chez les bivalves 

1. Physiologiques directes 

Chez les Mammifères, l'activité de la P-glycoprotéine est régulée par phosphorylation  

(Stolarczyk, Reiling et al., 2011). Les inhibiteurs spécifiques de la PKC, comme le 

bisindolylmaléimide ou la staurosporine, inhibent l'activité d'efflux chez  M. 

galloprovincialis (Kurelec, 1995b) et chez Corbicula fluminea  (Kurelec, Waldmann et al., 

1996). Cette inhibition se manifeste par une accumulation accrue de 3H-vincristine, dans 

les branchies des moules exposées à  l’inhibiteur de PKC par rapport aux contrôles.  Il a 

aussi été montré une dépendance du phénotype MXR à l’ATP (Kurelec & Pivčević, 1991). 

Cette dépendance énergétique a été utilisée pour évaluer l’activité MXR de façon indirecte 

(Parant & Pain, 2001). 
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2. Chimiques 

Dans leurs travaux pionniers, Kurelec et al. ont proposé l'existence d'une activité 

constitutive, chez toutes les espèces, y compris celles vivant dans un environnement de bonne 

qualité (Kurelec, 1992; Kurelec, 1995a). Cependant, cette activité basale présente une 

variabilité intraspécifique et interspécifique. De surcroît, les niveaux d’activité ou 

d’expression mesurés sont plus élevés chez les individus exposés à des contaminants (Kurelec 

& Pivčević, 1991; Minier, Akcha et al., 1993; Kurelec, 1995a; Smital & Kurelec, 1998). 

L’étude comparative de six espèces de mollusques aquatiques montre des niveaux d’activité 

différents. Les espèces les plus résistantes comme D. polymorpha, Viviparus viviparus et M. 

galloprovincialis présentent une forte activité alors que les plus pollusensibles comme 

Monodonta turbinata,  Paludina lusitanica ou A. cygnea expriment une plus faible activité 

(Smital, Sauerborn et al., 2000).  

 Bien qu’il existe apparemment des différences de niveau basal au sein d’une même 

espèce, l’induction du phénotype reste tout à fait possible notamment lorsque les individus 

proviennent de sites faiblement impactés. Chez de jeunes moules M. galloprovincialis 

l’hyrdrocarbure diesel-2 inhibe de manière compétitive l’efflux des xénobiotiques. Dans ce 

cas précis, il augmente l'accumulation de l’allocrite 
3H-Vincristine dans les cellules (Kurelec, 

1995a). De même, Marin et al, en 2004, montrent dans leurs travaux que l’activité d’efflux 

peut être induite, chez M. edulis, après exposition à la doxorubine ou à la vincristine. Cette 

même activité est bloquée par le véramapil. Dans des explants de tissus branchiaux de M. 

edulis, la quantité de transcrits codant pour l’ABCB/P-gp like augmente d’un facteur 3 lors 

d’une exposition de 24 h à 2.5 ng ml–1 de 2-acetylaminofluorene (2-AAF) (Lüdeking & 

Köhler, 2002). Un doublement du niveau des transcrits  ABCC/ MRP est observé par les 

mêmes auteurs  à la suite d’une incubation  de 200 µM de 2-AAF pendant 96 h (Ludeking, 

Van Noorden et al., 2005).  

Bien que des travaux montrent des corrélations entre le niveau d’activité ou 

d’expression du phénotype MXR avec le niveau de contamination du milieu (Minier, Akcha 

et al., 1993), il semble que pour des animaux prélevés dans des eaux contaminées, l’induction 

soit faible voire inexistante (Kurelec, Krča et al., 1996; Bresler, Bissinger et al., 1999). 

L’existence du  récepteur nucléaire RXR chez les mollusques (Bouton, Escriva et al., 

2005) et plus précisément chez les bivalves comme Mytilus (Raingeard, Bilbao et al., 2013) 

permet d’envisager une induction génique via les hétérodimères à base de RXR. 
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3. Saisonnières  

Chez les bivalves, comme chez de nombreuses espèces vivantes, l’alternance des 

saisons influence les activités biologiques. Ainsi les facteurs abiotiques, comme la 

température, ou biotiques, comme la disponibilité en nourriture ou la reproduction, induisent 

des variations physiologiques (Santarem, Robledo et al., 1994; Carballal, Villalba et al., 1998; 

Gosling, 2003). Il en va de même pour le phénotype MXR. Le suivi annuel chez Mytilus 

galloprovincialis (Minier, Borghi et al., 2000), Crassostrea virginica (Keppler & Ringwood, 

2001)  ou  Dressena polymorpha (Pain, 2003) révèle une variation saisonnière. Ainsi une 

hausse d’expression ou d’activité MXR est observée chez ces 3 espèces avec l’élévation de la 

température de l’eau en été et automne. Le suivi concomitant de la protéine de choc thermique 

HSP 70, par Minier et al. montre le même profil d’expression. En outre, l'induction de 

protéines MXR a été obtenue expérimentalement chez M. galloprovincialis par chocs 

thermiques (Eufemia & Epel, 2000) et est déjà connue chez l’homme (Chin, Tanaka et al., 

1990; Vilaboa, Galán et al., 2000). Le choc thermique ou la prolifération algale peuvent être 

responsables de l’expression saisonnière de la P-gp (Bard, 2000). De même, les données 

collectées par (Eufemia, Clerte et al., 2002)  indiquent que les algues marines contiennent des 

composés qui sont des substrats de la P-gp et/ou des chimiosensibilisants pour  des bivalves 

marins. Peut-être sont-ils également inducteurs.  

Cependant, il convient de distinguer les effets directs dus aux variations saisonnières 

de température des effets indirects associés aux fluctuations des concentrations en 

xénobiotiques allocrites, inhibiteurs ou inducteurs. En effet, et pour ne prendre que quelques 

exemples, les rejets industriels, les facteurs de dilution (précipitations, crues), la turbidité 

(charge en sédiments, micro-organismes), l'oxygène dissous, sont autant de paramètres 

altérant la biodisponibilité des xénobiotiques. (Sheehan & Power, 1999). Ainsi, les variations 

saisonnières des niveaux de transcrit ou d'activité ABC peuvent révéler à la fois une 

régulation thermique de l'activité enzymatique, une régulation physiologique du niveau de 

phosphorylation ou de la voie de l'hypoxie médiée par HIF-1 ou une induction chimique par 

des hétérodimères nucléaires SXR/RXR. 
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OBJECTIFS DE LA THESE 

 
Les données bibliographiques exposées précédemment montrent que l'immunité 

exclusivement innée des Mytilidae repose essentiellement sur l'activité des hémocytes qui, au 

moyen d'un ensemble complexe de mécanismes de défense en interaction, maintiennent ces 

organismes en bonne santé.  

Des approches multiparamétriques, incorporant un plus ou moins grand nombre 

d'éléments (pour exemples (Auffret, Rousseau et al., 2006; Akaishi, St-Jean et al., 2007)), 

sont proposées afin d'estimer le niveau d'immunocompétence et les éventuelles atteintes 

immunotoxiques pouvant altérer les capacités de défense des individus en présence de 

contaminants chimiques ou microbiens. L'interprétation des résultats obtenus nécessite une 

compréhension approfondie des acteurs cellulaires et moléculaires de l'immunité de Mytilus 

sp. 

Bien que les hémocytes de moule ne forment manifestement pas une population 

homogène, aucun marqueur moléculaire ne permet actuellement de distinguer différents types 

de cellules. Les expériences visant à comparer les activités hémocytaires dans différentes 

situations, animaux témoins versus animaux exposés par exemple, analysent donc les 

réponses hémocytaires comme un tout, sans discriminer les sous-types cellulaires. Dans ce 

contexte, ce travail de thèse a été orienté sur deux axes prinicpaux.  

Le premier axe vise à proposer une meilleure caractérisation des populations et des 

activités hémocytaires. Un effort particulier a été mené pour inclure la dynamique 

morphologique et motilité des immunocytes parmi les paramètres mesurés.  

Le second axe de recherche est la caractérisation de l'activité des transporteurs de type 

ABCB/P-gp et de type ABCC/MRP au sein des sous-populations d'hémocytes. 

Ces deux axes s'appuient sur trois développements méthodologiques importants. Il 

s'agit tout d'abord de pouvoir développer des tests reproductibles à partir d'hémocytes 

maintenus en culture primaire pendant plusieurs jours. Une nouvelle approche quantitative de 

mesure de la motilité est proposée à partir d'une trajectographie obtenue sur des noyaux 

marqués au Hoechst 33342 et de séquences enregistrées en épifluorescence à l'aide d'un 

intervallomètre numérique. Cette technique offre, en outre, la possibilité de suivre l'activité et 

la survie des cellules en culture. Finalement, la mesure du volume cellulaire vrai, dit 
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"electronique", par effet Coulter, est mise à profit afin de déterminer des activités d'efflux 

normalisées par le volume, exprimées en concentration de fluorescence.   

Présentation des résultats 

Les résultats scientifiques sont présentés sous forme d'articles précédés d'un résumé en 

Français et d'un tableau de synthèse utilisant le modèle DiPHTeRIC (Cariou, 2002). 

Cet outil propose une approche plus élaborée de la méthode scientifique hypothético-

déductive, présentée par le grand physiologiste Claude Bernard (1813-1878), dans son 

ouvrage Introduction à l'étude de la médecine expérimentale.  

Dans la démarche DiPHTeRIC, 

Di  représente les Données initiales (Litterature scientifique, représentations), 

P  correspond au problème à résoudre (le questionnement), 

H  indique les hypothèses formulées à l'initiale du travail, 

Te  présente les tests mis en œuvre (expériences), 

R  regroupe les résultats à analyser, 

I  représente les interprétations proposées, et 

C les conclusions tirées de la démarche entreprise. 

 

Le modèle DiPHTeRIC est ici complété par une rubrique NP, nouveau problème, 

listant un certain nombre de questions –nouvelles ou non- qui sont soulevées par les résultats 

obtenus dans l'article y afférent.   

 

 

 

 

 



 
 

  
83 

 

  

MATERIELS ET METHODES 

 

Chapitre 1. Mytilus edulis 

I. Généralités sur les mollusques et les bivalves 

Avec plus de 100 000 espèces, le phylum des mollusques est le deuxième 

embranchement en termes de nombre d’espèces connues, après celui des arthropodes. La 

diversité au sein de ce clade se manifeste par une grande variété de tailles, d’organisations 

anatomiques, d’habitats ou encore de modes d’alimentation. Les mollusques ont colonisé tous 

les milieux. Bien que de nombreuses espèces soient terrestres ou dulciquoles, la plupart des 

individus représentent des espèces marines. En milieu marin, les mollusques sont des espèces 

aussi bien pélagiques que benthiques réparties tout au long du continuum zone littorale, zone 

hadale, zone continentale. Au total, les zoologistes ont consacré sept classes de la taxonomie 

au phylum des mollusques. Parmi elles, trois sont considérées comme majeures : la classe des 

gastéropodes (environ 80 000 espèces), celle des bivalves (environ 20 000 espèces) et celle 

des céphalopodes (près de 700 espèces). Parmi tous les mollusques, c’est dans ces trois 

classes que l’on retrouve les espèces à grand intérêt économique pour les secteurs de la 

gastronomie et de la joaillerie mais aussi pour les applications dans le domaine médical et 

cosmétique. 

La systématique classique décompose actuellement les bivalves en plusieurs sous-

classes, dont une nous intéresse plus particulièrement : les ptériomorphes. Dans cette sous-

classe, les branchies sont complexes, constituées d’une série de longs filaments parallèles 

pliés en forme de « W ». Elles jouent un rôle dans l'oxygénation des tissus, mais aussi dans la 

ventilation et la prise alimentaire grâce à leur ciliature. Le pied de ces animaux est réduit et le 

bord de manteau n’est pas fusionné en partie ventrale formant ainsi 2 lobes. Le plus souvent 

ce sont des espèces épibenthiques, parfois fixées au substrat par du byssus. Les ptériomorphes  

incluent cinq ordres différents parmi lesquels on trouve l’ordre des Ostreoidés : les huîtres, 

l’ordre des Pectinidés : coquilles Saint Jacques et pétoncles, et l’ordre des Mytiloidés : les 

moules.  
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II. Le genre Mytilus 

Les représentants les plus connus de cet ordre font partie du genre Mytilus, dont deux 

espèces sont majoritairement cultivées en production conchycole et bien connues 

scientifiquement: M. edulis (la moule bleue : Pubmed propose 1625 articles sur cette espèce 

en septembre 2013) sur les côtes bretonnes, dans tout le nord de l'Europe, ainsi qu'au Canada, 

et  M. galloprovincialis (1133 résultats sur Pubmed à la même date) sur les côtes 

méditerranéennes, espagnoles, portugaises et atlantiques. En tant qu'animaux filtreurs, les 

mollusques bivalves sont considérés comme d’excellents bio-indicateurs de contamination des 

eaux marines et continentales. Les premières utilisations de mytilidés pour étudier les niveaux 

et les évolutions des contaminations chimiques dans le milieu aquatique datent du milieu des 

années 1970 (Goldberg, 1975). Leur forte capacité de bioaccumulation a d’abord été mise en 

évidence pour les métaux bivalents, puis pour les substances chimiques organiques comme 

par exemple les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) (Baumard, Budzinski et al., 

1999). Les moules ont été utilisées avec succès pour la surveillance de la contamination des 

milieux côtiers en polluants organiques et des programmes de surveillance : pour exemple 

Mussel Watch (Kimbrough, 2008) aux Etats Unis depuis 1986 ou encore le Réseau 

d'Observation de la Contamination CHimique du littoral ; ROCCH, (Aquaculture, 2011). 

Récemment, l’étude de la bioaccumulation s’est étendue aux perturbateurs endocriniens 

(Janer, Lavado et al., 2005), aux pesticides (Berny, Lachaux et al., 2002), aux médicaments 

(Le Bris & Pouliquen, 2004) et autres contaminants émergents comme les nanoparticules 

(Canesi, Ciacci et al., 2012).  

Ainsi, ces organismes marins présentent un intérêt important en toxicologie de 

l’environnement, mais l’intérêt le plus connu reste la myticulture pour la consommation avec 

en 2010 une production mondiale de plus de 200 000 tonnes (Fisheries and Aquaculture 

Department, 2012) pour M. edulis et 1,8 millions de tonnes tous Mytilidés confondus (M. 

edulis, M. galloprovincialis, M. chilensis, M. coruscus, P. veridis, P. canaliculus) 

(Aquaculture, 2012) 

Cependant, l’industrie conchyliquole connaît des épisodes de difficultés. Des 

phénomènes de mortalité estivale sont régulièrement rapportés chez de nombreuses espèces, 

notamment chez les huitres, Crassostras gigas. Chez Mytilus moins de cas sont rapportés. Ils 

sont le plus souvent multifactoriels. Les épisodes de mortalité peuvent être attribués à la 

conjonction de conditions environnementales défavorables résultant des activités anthropiques 

et/ou des changements des conditions environnementales naturelles. Par exemple, des 
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températures de l’eau plus élevées que la normale, des niveaux de salinité variables, de faibles 

teneurs en oxygène dissous, des pollutions chimiques et la présence de microorganismes 

pathogènes, y compris des bactéries et des algues toxiques, comptent parmi ces conditions de 

stress capables d’altérer la physiologie et notamment les défenses immunitaires des 

mollusques. Plus particulièrement, la présence de pathogènes a souvent été rapportée dans des 

cas de mortalités estivales. En France, Vibrio splendidus a été associé avec les mortalités de 

juvéniles d’huîtres Crassostrea gigas (Lacoste, Jalabert et al., 2001) et les épisodes 

d’élévation de température lors des périodes estivales ont été corrélés avec la mortalité et la 

diminution de croissance chez Mytilus edulis (Robert, Le Moine et al., 2003; Robert, 

Soletchnik et al., 2007). 

 

III. Le système hémolymphatique 

Comme tous les bivalves, la moule bleue possède un système circulatoire ouvert, le 

système hémolymphatique qui comprend un cœur composé d’un ventricule et de deux 

oreillettes (Figure 27). Ce cœur est situé au centre de la partie dorsale, proche de la charnière 

coquillière.  La circulation hémolymphatique s’effectue à partir du ventricule qui propulse 

l’hémolymphe dans les aortes antérieures et postérieures, puis dans les artères et enfin dans 

les artérioles. Ainsi, l'hémolymphe, pompée par le cœur, se déverse dans un espace liquide 

ouvert, l’hémocoele et baigne par conséquent directement les tissus. Le réseau vasculaire, 

qualifié de diffus, est constitué de ramifications, de lacunes ou sinus à parois fines qui 

permettent le retour de l’hémolymphe vers ce dernier. L’hémolymphe assure de nombreuses 

fonctions physiologiques comme les échanges des gaz dissous, l’osmorégulation, la 

distribution des nutriments et élimination des déchets. Elle joue aussi le rôle de fluide 

squelettique, assurant la rigidité de certains organes comme les palpes labiaux, le pied ou 

encore le bord de manteau. L’hémolymphe véhicule plusieurs types cellulaires, les 

hémocytes, qui ont un rôle important dans le système immunitaire des moules, assurant entre 

autre la phagocytose. De façon intéressante il peut être relevé que les céphalopodes sont les 

seuls animaux non vertébrés possédant un système circulatoire clos endigué par un 

épithélium, ce qui place les mollusques en point central de l’évolution vers le système 

vasculaire clos des vertébrés. 
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Figure 27. Système circulatoire de la moule bleue Mytilus edulis. 
Chez les bivalves, l’hémolymphe circule du cœur vers les organes avant d’être collecté par la 

veine longitudinale. C’est un système circulatire semi-ouvert, notamment au niveau du 
manteau et des viscères. Redessiné d’après Borradaile et al. (1961), (Gosling, 2003) 
 

IV. Répartition géographique, habitat et écophysiologie 

Mytilus edulis présente une large répartition géographique. En effet, le spectre 

d’habitat de ce mollusque s’étend de la côte est de l’Amérique du Nord (USA et Canada), vers 

le sud du Groenland et de l’Islande puis, jusqu’aux côtes ouest de l’Europe (Venier, 

Pallavicini et al., 2003). En Europe, la moule bleue peuple aussi bien les zones nordiques de 

la Scandinavie que les écosystèmes tempérés dont le Bassin d’Arcachon constitue la limite 

méridionale (Figure 28). Ainsi, on estime que Mytilus edulis est largement distribuée dans la 

zone boréale-tempérée jusque dans les régions subarctiques (Newell, 1989). Ces animaux ont 

la capacité de supporter de larges fluctuations de salinité, de dessiccation, de température et 

de teneur en oxygène, ce qui fait qu’ils occupent une grande variété de micro habitats, des 

régions intertidales les plus élevées aux régions subtidales, ainsi que des estuaires paraliques 

aux eaux de mer entièrement océaniques. Ainsi, tolérantes à un large éventail de conditions 

environnementales, la moule bleue est une espèce euryhaline, qui se retrouve aussi bien dans 

les eaux marines (34 ppt) que saumâtres (5 à 18 ppt), et eurythermes, pouvant supporter des 

conditions glaciales pendant plusieurs mois, mais aussi des températures élevées pour des 

organismes marins (la température létale est estimée à 29°C environ en immersion (Bayne, 



 

  
87 

 

  

1976)). Son optimum thermique est compris entre 10 et 20°C. Les animaux vivant au niveau 

de l’estran doivent faire preuve de remarquables processus de résistance notamment aux stress 

anoxiques/hyperoxiques, mécaniques et thermiques puisqu’ils doivent être capables 

d’endurer, à marée basse, plusieurs heures sans apport d’oxygène tout en étant exposés aux 

températures élevées estivales (ou faibles hivernales) avant de recouvrer brutalement les 

conditions aquatiques locales à marée montante. 

 

Figure 28. Répartition géographique de plusieurs espèces de bivalves.  
D’après (Gosling, 2003) 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

  
88 

 

  

 
 
 
 
 



 
 

  
89 

 

  

Chapitre 2. La cytométrie en flux 

 

Le Cell Lab Quanta SC-MPL est un cytomètre de dernière génération de la société 

Beckman-Coulter, plus particulièrement dédié à la recherche scientifique. Cet appareil, très 

polyvalent, permet de quantifier différents paramètres sur des particules de petite taille 

(<100 µm), prises isolément dans un échantillon liquide. Ces paramètres sont : le volume 

électronique selon le principe Coulter, la complexité via la diffraction de côté (side-scatter) et 

la fluorescence (autofluorescence des particules ou fluorescence induite après 

immunomarquage ou incubation avec des sondes moléculaires). Dans le cas général de 

préparations cellulaires, la condition préalable à l'analyse est l'obtention d'une solution 

monodispersée de cellules fixées ou vivantes. 

 

I. La fluidique  

Sur le Cell Lab Quanta, le prélèvement s’effectue par aspiration grâce à une seringue 

calibrée. Cette technologie permet de connaître le volume exact prélevé et donc de donner la 

concentration vraie des particules dans l'échantillon, contrairement aux cytomètres 

concurrents qui chargent l'échantillon par pression positive. Le volume prélevé (sample-size) 

peut être configuré par l’expérimentateur et varier de 25 à 300 µL. 

La puissance de la cytométrie réside dans sa capacité à analyser individuellement un 

très grand nombre de cellules et à accéder à la dimension populationnelle. Les cellules doivent 

défiler les unes derrière les autres  dans la chambre d'analyse. Pour ce faire, la cytométrie 

utilise un principe de mécanique des fluides appelé hydrofocalisation. La suspension 

cellulaire est amenée au centre d’une buse dans laquelle un liquide de gaine (sheath) est aspiré 

plus ou moins fortement conditionnant alors la vitesse de défilement de l’échantillon. Cette 

vitesse peut être réglée par l’utilisateur via le logiciel de pilotage, de 4,17µL/min à 

100 µL/min sur le Cell Lab Quanta Collection. L’architecture de la chambre d'analyse (flow 

cell), un prisme équilatéral de 125 µm de côté dans le cas particulier du Cell Lab Quanta, 

permet la création d’un flux laminaire (Figure 29). En effet, la sortie réduite crée une 

accélération du liquide de gaine qui entraine en son sein une veine d’échantillons. Le flux 
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ainsi créé permet de transporter les cellules une à une, correctement individualisées devant la 

source d’illumination. 

 

 

Coulter.

forces

 

Figure 29. Schéma de la Flow-Cell du Cell Lab Quanta et des forces mises en jeux. 
La Flow-Cell est un prisme équilatéral de 125 µm bordé par l’anode et la cathode du système 
Coulter. L’architecture en prisme de la Flow-Cell permet de centrer les particules comme le 
montre le schéma. Les forces mises en jeux sont indiquées par des flèches rouges. La flèche 
verte représente le trajet des cellules. 
 
 
 

La composition du liquide de gaine conditionne le comportement de l’échantillon : 

afin d’obtenir des résultats précis, il faut veiller à utiliser un liquide de gaine présentant une 

densité inférieure ou égale à celui de l’échantillon, l’idéal étant un liquide de gaine de même 

densité que l’échantillon pour éviter les phénomènes de réflexion. Théoriquement, il n'y a pas 

d'échanges entre le liquide de gaine, qui reste périphérique, et l'échantillon liquide, central. Il 

est donc tout à fait possible, en théorie, d’utiliser de l’eau distillée. La plupart des cytomètres 

actuellement sur le marché utilisent un système de pressurisation pour faire circuler les 

échantillons. Le Cell Lab Quanta SC-MPL utilise une pompe à vide créant une dépression et 

ainsi une aspiration des échantillons permettant de connaître directement le volume exact 

prélevé et ainsi une concentration, contrairement aux autres machines, qui elles, doivent être 

calibrées. 
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II. L’illumination et l’optique. 

L’analyse des cellules est rendue possible par le biais d’une source lumineuse qui 

permet d'exciter les marqueurs fluorescents d'une part, et d'analyser la diffraction de côté, 

d'autre part. Sur le Cell Lab Quanta, la diffraction dans l'axe n'est pas utilisée car le volume 

cellulaire est obtenu par un appareil de Coulter.  

Le Cell Lab Quanta SC-MPL est doté d’une diode laser fournissant une raie d’excitation 

à 488 nm. Sa puissance peut varier entre 0mW et 22mW et est directement réglée par 

l’utilisateur via le logiciel. La quantité de fluorescence émise par les fluorochromes est 

proportionnelle à l’intensité de l’excitation. La puissance du laser influe donc sur la sensibilité 

de détection de l’appareil. Il existe d’autres paramètres faisant varier la sensibilité telle que la 

forme, la taille ou le profil énergétique (TEM, Transverse electromagnetic mode) du point 

d’illumination. Le Cell Lab Quanta SC-MPL utilise le mode TEM00. La lumière 

monochromatique du laser est acheminée via une fibre optique jusqu'à la flow cell où elle 

pourra illuminer les cellules circulantes. 

Fluidique, excitation et banc optique

Cellule d'analyse

Excitation

Banc optique

Spectre lampe HBO

 

Figure 30. Trajets optiques du Cell Lab Qanta. 
Le Cell Lab Quanta possède deux sources d’illumination différentes, une lampe HBO 
(366 nm) et un laser (488 nm) en pointillé rouge. La lumière émise de la lampe HBO passe 
par un miroir dichroïque avant d’être transmise à la Flow-Cell (pointiller vert) par l’objectif 

(Epifluorescence). La configuration du banc optique (pointiller brun) permet de récupérer les 
signaux lumineux correspondant aux fluorochromes utilisés. (d’après l’illustration du Cell 
Lab Quanta, Beckmann Coulter) 
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En plus du laser 488 nm, notre cytomètre utilise une 2ème source d’excitation : une 

lampe à vapeur de mercure (Lampe HBO) montée derrière un filtre 355/37 nm. Cette dernière 

permet l’excitation dans l’UV grâce à la raie 365 nm. L’illumination de la lampe à vapeur de 

mercure chemine par le micro-objectif (principe de l’épifluorescence) (Figure 30). 

Les cellules circulant dans la veine liquide sont frappées par la source d’illumination, 

lampe HBO et/ou laser. Elles émettent alors une fluorescence qui doit être acheminée vers des 

photomultiplicateurs. Le premier signal collecté est la diffusion aux grands angles, appelée 

aussi side-scatter (SS), de la raie laser à 488 nm. Ce signal, récupéré à 120° par rapport aux 

faisceaux lumineux, est un mélange de diffusion, de réflexion et de réfraction. Cela donne une 

indication sur la structure interne des cellules, tels que la granulométrie et le rapport 

nucléocytoplasmique (Figure 31). Le signal du side-scatter est fonction de la complexité 

cellulaire. Ce paramètre est très souvent utilisé pour discriminer les différentes sous 

populations cellulaires dans le sang. Dans notre cas, avec l’hémolymphe, le side-scatter nous 

permettra de discriminer plusieurs sous populations.  

ou SSC

Side Scatter
Forward Scatter

http://flow.csc.mrc.ac.uk/?page_id=852  

Figure 31. Principe de mesure de la complexité cellulaire 
Lorsqu’une particule passe devant le rayon laser, celui-ci est diffracté. Plus la particule se 
révèle hétérogène, plus la diffraction est importante.  La complexité relative est mesurée par 
la diffraction aux grands angles, appelée aussi side scatter ou SSC. Dans le Cell Lab Quanta, 
le signal est récupéré par une photodiode. (Illustration d’après le Clinical Science Centre, 
http://flow.csc.mrc.ac.uk/?page_id=852) 
 

La totalité de la lumière émise correspond à la fluorescence des cellules, naturelle en 

situation d'autofluorescence, ou fonction de la quantité de sonde accumulée lors d’un 

marquage par un ou plusieurs fluorochromes spécifiques de compartiments cellulaires, 
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d’activités enzymatiques ou de protéines. Le système optique collectant les signaux consiste 

en un micro-objectif x100 à immersion à huile avec une ouverture numérique de 1,25. Les 

signaux alors collectés sont dirigés vers les photomultiplicateurs grâce au banc optique. Le 

banc optique est composé de miroirs dichroïques et de filtres permettant de diriger les 

longueurs d’onde de la lumière collectée vers les détecteurs appropriés. Ce système de banc 

optique permet de récupérer plusieurs fluorescences afin de faire des analyses 

multiparamétriques. Sur le Cell Lab Quanta ce dernier est totalement modulable et permet 

ainsi d’utiliser simultanément les deux sources d’illumination, laser 488 et lampe HBO, et les 

trois longueurs d'ondes de détection (FL1, FL2 et FL3) (Figure 30) ce qui laisse entrevoir de 

nombreuses possibilités de multi-marquage et de suivi de paramètres cellulaires.  

Photomultiplicateur

Photodiode

 

Figure 32. Principe de fonctionnement des photo-détecteurs. 
Les photons de faible énergie issus de l’excitation des fluorochomes se déplacent dans le tube 
de photomultiplicateur. Une fois à l'intérieur les photons entrent en collision avec une 
photocathode chargée négativement, et arrachent des électrons par l'effet photoélectrique. 
Les électrons émis sont envoyés vers une série de dynodes où ils sont continuellement 
accélérés par un champ électrique. A chaque stade de plus en plus d'électrons sont libérés, 
jusqu'à ce que ceux-ci atteignent finalement l'anode. Typiquement, pour chaque électron 
produit à la photocathode 106 électrons atteignent l'anode. Ce sont des détecteurs très 
sensibles avec un rapport signal sur bruit très faible. La photodiode est un composant réalisé 
à l'aide d'un semi-conducteur (jonction P-N) pour lequel les photons absorbés permettent le 
déplacement des électrons entre les deux couches. La photodiode émet un courant continu 
proportionnel à l'intensité lumineuse qu'elle reçoit. On la caractérise par son rendement 
quantique :
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Les détecteurs du Cell Lab Quanta SC-MPL sont au nombre de quatre : trois 

photomultiplicateurs (PMT), FL1, FL2 et FL3  et une photodiode pour le side-scatter (SC). Ce 

sont eux qui transforment le signal photonique en électrons (Figure 32). Les PMT sont 

soumis à une haute tension correspondant au paramètre intitulé Voltage. Le réglage du 

voltage est fondamental : il permet de caler le signal reçu dans les 4 décades de l'échelle 

arbitraire de fluorescence. 

Les photomultiplicateurs (FL1, FL2, FL3) et la photodiode (SC) du Cell Lab Quanta 

possèdent tous des amplificateurs dont il est possible de régler le gain. C’est un circuit 

électronique capable d’amplifier les signaux linéaires de faible intensité. Lorsque le gain est 

augmenté, la résolution d’analyse des PMT sur les signaux les plus faibles est augmentée sans 

pour autant modifier la sensibilité de détection. Cela revient à amputer l'échelle d'un certain 

nombre de décades. Cependant, ces amplificateurs produisent un bruit de fond, il est donc 

préférable de modifier le voltage du PMT avant d’augmenter le gain. Les amplificateurs ont, 

de plus, deux échelles d'amplification : linéaire ou logarithmique. L'échelle linéaire est utilisée 

lorsque l'on cherche une proportionnalité dans les signaux (cas de l'analyse du cycle 

cellulaire). L'échelle logarithmique est utilisée pour visualiser des signaux présentant un très 

fort coefficient de variation (fluorescence 1000 fois supérieure entre une cellule fortement 

marquée et une cellule peu marquée).  

 

La fluorescence peut aussi être exprimée dans 3 modes : FL, FL-FSD ou FL-FC. FL 

correspond à la fluorescence brute. FL-FSD est la densité de surface en fluorescence, rapport 

entre FL et la surface membranaire. FL-FC est la concentration cellulaire en fluorescence, 

rapport entre FL et le volume cellulaire. Pour une quantité identique de lumière FL émise, les 

modes FL-FSD et FL-FC permettent de différencier une grosse cellule peu fluorescente d’une 

petite cellule très fluorescente, dans le cas d'un marquage membranaire (FL-FSD) ou d'une 

sonde moléculaire (FL-FC), respectivement.  

Le réglage fin de l'ensemble de ces quatre paramètres (voltage, gain, échelle et mode) 

permet de discriminer des populations cellulaires. 

III. La mesure du volume 

Contrairement à la plupart des cytométres qui utilisent le forward scatter pour estimer 

le diamètre cellulaire, la flow-cell du Cell Lab Quanta est dotée d’un volume Coulter (Figure 

33). Ce dernier permet de mesurer électroniquement le volume d’une cellule selon un principe 
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d’électricité relativement simple. Deux électrodes baignent de part et autre de la flow-cell 

dans le liquide de gaine conducteur (solution ionique). Lorsqu’une cellule passe entre elles, la 

résistivité augmente modifiant alors la tension aux bornes des électrodes, créant un pulse 

électrique, selon la loi d’Ohm :     

U=RI 

 

Cette modification se révèle être proportionnelle au volume d'élecrolyte déplacé, lui-

même égal au volume de la particule ; il est ainsi possible d’en déterminer la taille après avoir 

effectué une calibration grâce à des billes de calibration fluorescente de 10 µm : les 

FlowChecks. 

Taille relative ou absolue
Taille absolue par principe Coulter

Petites Cellulles : Petites Impulsions
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Taille absolue par principe Coulter Taille relative par Forward Scatter

 

Figure 33. Mesure de la taille des particules en cytométrie 
La mesure du volume par le principe Coulter est fondée sur la mesure de la résistance 
électrique formée par une particule à travers une ouverture immergée dans un tampon 
électrolytique. Quand une cellule passe par l'ouverture, la résistance augmente et une 
variation de potentiel est enregistrée. La variation du pulse est corrélée avec le volume 
cellulaire et un diamètre peut être calculé. La technique du Forward-scatter mesure la taille  
de la diffraction dans l’axe générée par une particule passant dans le trajet optique. Plus la 
taille de l’objet est grande plus la diffraction est grande. Il est intéressant de noter que 
lorsque le volume double, le diamètre n’augmente que de 25%.  La mesure du volume apporte 

une meilleure précision que la mesure du diamètre. 
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IV. Le conditionnement du signal 

Dans le conditionnement du signal, il est important de noter deux paramètres 

fondamentaux : le déclencheur (trigger) et le seuil (threshold). Le déclencheur correspond au 

paramètre choisi par l’utilisateur pour que l’appareil reconnaisse un évènement et effectue une 

mesure. Le choix d'un paramètre de déclenchement pertinent permet d’éliminer les 

évènements indésirables qui parasitent le signal (débris cellulaires, agrégats de cellules…). Le 

déclenchement peut ainsi s'effectuer sur la taille des particules (cas en comptage), sur leur 

complexité ou sur la fluorescence (cas en analyse du cycle cellulaire). 

Le seuil s'applique sur le paramètre de déclenchement choisi. Le Cell Lab Quanta 

possède deux seuils : un seuil bas, la LLD ( Lower Limit of Detection) et un seul haut la ULD 

(Upper Limit of Dectection). Le réglage du seuil est très important dans la qualité des 

résultats : si ce seuil est trop élevé, les particules les plus petites ne seront pas analysées 

(petites cellules) biaisant ainsi les résultats. A l’inverse si le seuil est trop bas, un grand 

nombre de débris seront analysés et nuiront à la qualité et à la précision des résultats.  
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Chapitre 3. Imagerie 

I. Equipement 

Les expériences d’imagerie ont été réalisées au laboratoire sur un microscope inversé 

TE-2000 (Nikon, Champigny-sur-Marne, France) équipé pour l’épifluorescence et l’imagerie 

time-lapse. L’épifluorescence est assurée par une lampe à vapeur de mercure (Lampe HBO) 

comme source lumineuse d’excitation. La fluorescence émise est filtrée spécifiquement en 

fonction de la sonde fluorescente utilisée. Une caméra à couplage de charge (CCD : charge-

coupled device) à haute résolution permet de réaliser des videos microscopie en time-lapse 

(CoolSnap EZ; Photometrics, Tucson, AZ, USA). Un contrôleur de température Peltier 

(PDMI-2 et TC-202A, Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA) maintient la préparation à 

14°C pour l'imager des cellules vivantes sur le long terme (Figure 34).   

Afin d’obtenir un champ large contenant  un nombre important de cellules 

individualisées présentant des noyaux « ponctuels » en imagerie time-lapse en 

épifluorescence, un objectif x10 (ouverture numérique 0,3) est utilisé. Afin de protéger les 

préparations du photoblanchiment et de la phototoxicité, un obturateur VCM-D1 (Uniblitz, 

Vincent Associates, Rochester, NY, USA) a été ajouté sur le trajet de l'illumination pour 

couper la lumière d'excitation entre deux prises d'images.  

La camera CCD ainsi que l'obturateur sont contrôlés par le logiciel d’acquisition 

Metamorph (Device moléculaire, Sunnyvale, CA, USA). La caméra Coolsnap capture une 

image numérique 12 bits de 1 392x 1 040 pixels en niveaux de gris toutes les 30 s pendant 30 

min.  

Les images obtenues en transmission classique  sont  acquises avec un objectif x40 à 

contraste d’Hoffman (ouverture numérique 0,55). Dans ce cas précis 1 pixel représente un 

carré de 6,45x6,45 µm. La caméra et le  logiciel ont été calibrés avec les 2 objectifs utilisés 

afin d’exprimer les distances en microns. 
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Figure 34. Poste d’imagerie dynamique cellule. 
Le poste d’imagerie est composé d’un microscopte inversé à epifluorescence (TE-2000, 
Nikon) équipé d’une caméra CCD CoolSnap EZ. En insert : platine thermostatée équipée 
pour le renouvellement du milieu de culture 
 
 
 
 
 

II. Le tracking cellulaire 

Pour quantifier leur vitesse, les cellules en culture sont incubées avec 10 µM d’une 

sonde fluorescente spécifique des noyaux, le Hoechst 33342 (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA), pendant 30 min à 14° C. La boîte de culture est ensuite transférée sous le  microscope 

pour enregistrer des vidéos. Les videos sont importées dans le logiciel d'analyse Metamorph 

où l’application Track Objects (disponible avec l’option : Multi-Dimensional Motion 

Analysis) peut être exécutée. Vingt noyaux sont choisis au hasard pour être suivis. Les 

données extraites sont transférées à une feuille de calcul et, pour chaque cellule, la distance 

moyenne parcourue pendant 30 s a été calculée et multipliée par deux pour exprimer la vitesse 

en µm.min-1. 
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Chapitre 4. Culture Hémocytaire 

Les animaux sont classiquement prélevés sur deux sites différents : l’un se trouvant 

être le bassin Vétillard au Havre, et l’autre à Yport sur le lieu-dit des « 3 sources ». Les 

moules prélevées sur ce dernier site sont conservées entre 2 à 4 semaines dans un aquarium 

marin Nanocube (Sera, Heinsberg, France) à une température de 14°C. La circulation et 

l’oxygénation de l’eau sont assurées par pompes et bulleur. 

 

200 µL d’hémolymphe sont prélevés par ponction dans le muscle adducteur postérieur 

à l’aide d’une seringue de 1 mL et d'une aiguille de 22 gauges. L’hémolymphe est déposée au 

centre d’une boite de pétri de 35mm, puis laissée 15 minutes à température ambiante afin de 

laisser sédimenter les cellules. Les hémolymphes collectées de diffèrents animaux ne sont 

jamais assemblées, garantissant ainsi une analyse à l’échelle individuelle. 

Les cellules sont ensuite cultivées dans 2 mL de MM199 (M199 à 11g.L-1 additionnés 

de, en mM : 250 NaCl ;10 KCl ; 2,5 CaCl2; 11 4-(2-hydroxyethyl) piperazine-1-

ethanesulfonic acid (Hepes) ; 25 MgSO4, ; filtré à 0,22 µm) supplémentés de 2 mM de L-

glutamine, d’un cocktail d’antibiotiques : 100 µg.mL-1 de streptomycine et 60 µg.mL-1 

penicillin G.  Les cultures sont placées à 14°C dans un incubateur réfrigéré. 

Pour la cytométrie, les cellules sont décollées, après rinçage, par une solution de 

trypsine (5mg.ml-1) / EDTA (1%) remise à pression osmotique marine avec une solution de 

MPSS 3x. L’analyse cytométrique est directement réalisée dans le mélange cellulaire 

contenant la trypsine. 
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ARTICLE 1  
 

 
 
 
 

Characterisation of Mytilus edulis hemocyte 
subpopulation by single cell time-lapse motility 

imaging 
 

 
Le Foll, F., Rioult, D., Boussa, S., Pasquier, J., Dagher, Z., & Leboulenger, F. 

 
(2010). 

 
 
 

Chez les mollusques bivalves, la défense contre les pathogènes repose principalement 
sur l'infiltration rapide des tissus par les hémocytes immunocompétents. Ces derniers migrent 
de l’hémolymphe vers les sites d'infection, afin de délivrer, in situ, une réponse immunitaire 
efficace. Dans le présent travail, nous avons étudié la dynamique motile des sous-populations 
hémocytaires en combinant la cytométrie en flux couplée à la détermination cellulaire volume 
par Coulter, la microscopie à contraste d’Hoffman, l’imagerie time-lapse et d'analyse hors 
ligne des changements de forme des cellules. Nos résultats ont révélé des modifications 
rapides, de l’ordre de la minute, de l’aspect des hémocytes in vitro, avec des transitions 
bidirectionnelles des corps cellulaires passant d’une forme étalée à condensée. Des modes de 
locomotion amiboïdes et non-amiboïdes ont été observés, en fonction de la forme des cellules 
et du sous-type cellulaire, avec des vitesses pouvant atteindre jusqu'à 30 µm.min-1. Les 
corrélations entre les profils de mouvement, la coloration Hemacolor et l'analyse de 
cytométrie en flux sur des cellules vivantes aident à proposer une classification fonctionnelle 
des hémocytes de moule,  incluant les propriétés mobiles de ces cellules. En particulier, les 
basophiles sont révélés être impliqués dans des interactions dynamiques hémocyte-hémocyte 
et dans la constitution de noyaux d'agrégation. L’implication physiologique, en termes de 
réponse immunitaire chez ces organismes dépourvus de système vasculaire endothélial clos, 
et les applications potentielles de l'étude de la motilité des hémocytes pour le développement 
et l'interprétation des expériences impliquant des hémocytes dans le domaine de 
l'écotoxicologie marine sont discutées. 

 
 

Fish Shellfish Immunol, 28(2), 372-386. 
 
 

doi: http://dx.doi.org/10.1016/j.fsi.2009.11.011 
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ARTICLE 2  
 
 
 

Cell tracking and velocimetric parameters 
analysis as an approach to assess activity of 
mussel (Mytilus edulis) hemocytes in vitro. 

 
Rioult, D., Lebel, J.-M., & Le Foll, F. 

 
(2013) 

 
 

 
Les hémocytes constituent l'élément clé de l'immunité innée des bivalves. Ils sont 

responsables : de la sécrétion de peptides antimicrobiens et de la libération de zymogènes du 
système prophénoloxydase dans le compartiment hémolymphatique, de la production 
d'espèces réactives de l'oxygène et de la phagocytose. Les hémocytes sont retrouvés (et 
collectés) en suspension dans l'hémolymphe circulante. Ce sont des cellules adhérentes 
capables d’infiltrer les tissus et de migrer vers les zones infectées. Dans cette étude, nous 
avons développé une approche basée sur le marquage fluorescent et le suivi des noyaux pour 
déterminer la vitesse de migration des hémocytes de la moule bleue, Mytilus edulis, en 
culture. Les cellules fraîchement recueillies adhèrent au substrat et commencent à se déplacer 
spontanément en quelques minutes. Deux principales morphologies hémocytaires peuvent être 
observées: des petites cellules en forme d'étoile, peu motiles, et des cellules étalées 
granulaires aux migrations rapides. Le tracking cellulaire a été combiné à la mesure de taux 
métaboliques mitochondriaux par tests MTT, afin de contrôler l'activité de la population 
globale après plus de 4 jours de culture. Un pic transitoire de l'activité des cellules a été 
enregistré après 24 à 48 h de culture, correspondant à l’accélération des vitesses de migration 
cellulaire. La vidéo-microscopie et la technique de suivi cellulaire offrent de nouveaux outils 
pour caractériser l'activité des immunocytes de moules en culture. Notre analyse de la 
migration hémocytaire révèle que la mobilité est très sensible aux facteurs environnementaux 
cellulaires. 

 
 
 
 
 

Cytotechnology 65(5), 749-758. 
 
 

doi: http://dx.doi.org/10.1007/s10616-013-9558-2 



 

  
122 

 

  



 
 

  
123 

 

  



 
 

  
124 

 

  



 
 

  
125 

 

  



 
 

  
126 

 

  



 
 

  
127 

 

  



 
 

  
128 

 

  



 
 

  
129 

 

  



 
 

  
130 

 

  



 
 

  
131 

 

  



 
 

  
132 

 

  



 
 

  
133 

 

  

 

ARTICLE 3  
 
 
 

The multi-xenobiotic resistance (MXR) efflux 
activity in hemocytes of Mytilus edulis is 

mediated by an ATP binding cassette transporter 
of class C (ABCC) principally inducible in 

eosinophilic granulocytes. 
 

Rioult, D., Pasquier, J., Boulangé-Leconte, C., Marin, M., Durand, F., Minier, C. 
& Le Foll, F. 

 
(2013) 

 
Chez les espèces marines et estuariennes, les mécanismes immunotoxiques et/ou immunomodulateurs 

sont au carrefour des interactions entre les xénobiotiques, les micro-organismes et les variations physico-
chimiques de l'environnement. Chez les moules, l'immunité se fonde exclusivement sur les réponses innées 
menées par des cellules appelées collectivement hémocytes et se trouvant dans le système circulatoire 
hémolymphatique ouvert de ces organismes. Cependant, les hémocytes ne forment pas une population homogène 
de cellules immunitaires. Diffèrents sous-types de cellules peuvent être distingués par cytochimie, par cytométrie 
en flux ou par l’analyse de la motilité cellulaire. Des études antérieures ont également montré que ces cellules 

sont capables d’effluer les xénobiotiques au moyen de l’activité de transporteurs ABC (ATP-binding cassette) 
conférant un phénotype de résistance multixénobiotique (MXR). Ces transporteurs correspondant à l'ABCB / P-
glycoprotéine (P-gp) et à l'ABCC / multirésistance Related Protein (MRP) des vertébrés sont caractérisés chez 
les Mytilidae. Dans ce travail, nous avons étudié les contributions relatives de l’efflux médié par les 

transporteurs ABCB et ABCC dans les différentes sous-populations d’hémocytes de Mytilus edulis, prélevés 
dans des zones différemment touchées par les contaminants chimiques en Normandie (France). Des analyses par 
RT-PCR fournissent les preuves de la présence de transporteurs ABCB et ABCC dans le transcriptome des 
hémocytes. L’immunodétection de l'ABCB / P-gp, avec l’UIC2 comme anticorps monoclonal, dans les 
hémocytes vivants a révélé que l'expression est restreinte à des structures granulaires dans des cellules étalées. 
L’activité d'efflux des transporteurs, avec l’utilisation de la calcéine-AM comme sonde fluorescente, a été 
mesurée par cytométrie en flux et combinée à la mesure précise de la taille des cellules par systèmeCoulter afin 
d'obtenir une concentration de fluorescence normalisée en fonction du volume cellulaire. Dans ces conditions, 
les niveaux de fluorescence basale sont plus élevés dans les hémocytes provenant d’Yport (site contrôle) que 

dans les cellules recueillies sur le port du Havre, où les moules sont plus contaminées par des polluants 
persistants. En utilisant des bloqueurs spécifique ABCB / P-gp (vérapamil, PSC833, zosuquidar) et ABCC / 
MRP (MK571), nous montrons que l'activité MXR n'est portée que par les transporteurs de type MRP dans les 
hémocytes de Mytilus edulis. En outre, la détermination des sous-types cellulaires par cytométrie en flux et le 
calcul du facteur d'activité MXR (MAF) indiquent que l'activité d’efflux ABCC est plus élevée et plus inductible 
dans les granulocytes éosinophiles que dans les autres sous-types d'hémocytes. Dans l'ensemble, nos résultats 
montrent que, dans les hémocytes de Mytilus edulis, le phénotype MXR est médié par l'activité des transporteurs 
de type ABCC / MRP principalement exprimés par les granulocytes éosinophiles. Le rôle des transporteurs ABC 
dans la migration des hémocytes est discuté. 

 
Aquatic Toxycology 

doi: http://dx.doi.org/10.1016/j.aquatox.2013.11.012  
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ARTICLE 4  
 
 
 

ABC/MRP transporter activity and temperature 
regulate kinetic of mussel hemocytes migration 

 
Rioult, D., Peden, R., Dagher, Z., Bultelle, F., Lebel, J.M. & Le Foll, F. 

 
(2013) 

 
 

Afin de lutter contre les contaminations microbiennes, le système immunitaire des mollusques bivalves 
recrute les hémocytes circulants qui migrent vers les tissus infectés. Chez ces espèces marines poïkilothermes 
dont les vaisseaux sont dépourvus d'endothélium, le déplacement des cellules immunitaires est probablement 
sous l'influence de facteurs environnementaux ou physiologiques. Dans ce travail, nous avons recherché 
quelques uns des déterminants de la régulation de la migration des hémocytes prélevés sur la moule bleue 
Mytilus edulis. Immédiatement après leur dépôt sur des boîtes de culture en plastique contenant une solution 
physiologique saline marine (SPSM), les hémocytes s'étalent et commencent à se déplacer. Les grandes cellules 
les plus étalées, présentant un contour membranaire isotrope, s'avèrent moins motiles que les hémocytes 
condensés ou bipolaires. La migration hémocytaire prend la forme de déplacements aléatoires, conduisant 
parfois à des agrégations cellulaires et, en particulier, des interactions cellule-cellule dans lesquelles granulocyte 
et basophile se superposent. Nous avons obtenu une séquence peptidique partielle correspondant à 171 acides 
aminés d'une protéine homologue à cell division control 42 (CDC42), une GTPase monomérique de la famille 
Rho indispensable à la polarisation cellulaire. Ainsi, la migration des hémocytes de moules est plus proche d'une 
motilité type neutrophile que des déplacements de l'amibe sociale Dictyostelium. L'analyse des déplacements 
hémocytaires par suivi des noyaux après marquage au Hoechst 33342 et prise de vue à l'intervallomètre sous 
illumination UV contrôlée par un obturateur synchronisé, ne montre aucune phototoxicité pour des 
enregistrements prolongés jusqu'à 3 heures. Les vitesses populationnelles moyennes, mesurées à 3,6 ± 0,4 
µm/min à 14°C immédiatement après ensemencement dans l'hémolymphe brute ou dans un milieu de culture 
formulé à partir de M199, sont significativement diminuées dans le SPSM. Le suivi de l'activité des hémocytes 
sur une très longue période par intervallométrie fractionnée révèle la survenue d'un pic de motilité accélérée 
après 24-48h de culture concomitamment à une augmentation transitoire de l'activité mitochondriale. L'analyse 
du cycle cellulaire indique qu'aucune mitose ne survient in vitro. Les vitesses moyennes et instantanées sont 
fortement dépendantes de  la température. Le rôle des transporteurs  à ATP-Binding Cassette (ABC) dans la 
régulation de la migration des hémocytes de moule a été recherché. Le MK571, un inhibiteur spécifique de la 
classe C des transporteurs ABC, exerce un effet chimiocinétique négatif, ce qui permet de suggérer une fonction 
pour ces pompes à efflux dans la migration cellulaire, comme cela a déjà été démontré dans des cellules 
dendritiques de vertébrés. Les hémocytes obtenus à partir de moules collectées sur un site plus exposé à la 
pollution chimique (port du Havre) sont moins motiles mais présentent une plus importante activité d'efflux liée 
aux transporteurs ABCC, comparativement aux cellules provenant du site contrôle (Yport). Dans l'ensemble, nos 
résultats constituent de nouvelles données sur l'activité des hémocytes en culture. Chez les moules, la migration 
des cellules immunitaires est régulée par des facteurs intrinsèques et exogènes. La motilité hémocytaire pourrait 
constituer un marqueur d'intérêt pour l'évaluation de l'état et de la santé du système immunitaire. 
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Figure 1. Mytilus edulis hemocyte tracking by time lapse imaging of Hoechst 3342-stained nuclei.

A, 500 µL of freshly withdrawn hemolymph were plated on glass bottom 35-mm dishes and covered with 2
mL MPSS. Nuclei were stained with Hoechst 33342. Cell and nuclei motion were imaged by Z-stack (1 µm
per optical slice ; 8 slices per stack) time-lapse confocal microscopy at a rate of 1 Z-stack every 2 minutes.
Odd merged freeze frames (4-min intervals) obtained from Hoechst (laser illumination, excitation 405 nm,
emission 455 nm) and phase contrast channels corresponding to supplementary video_1 are presented.
Some weakly motile spread cells are numbered in yellow (1 to 7), while fast moving and shape changing
cells are numbered in red (9 to 10). B, last wide field epifluorescence inverted micrograph from a 30-min
0.033-Hz time-lapse sequence under x10 magnification used to track nuclei stained with Hoechst 33342
(HBO arc lamp, excitation 377/50 nm, emission 409 nm). C, twenty hemocytes tracks computed from nuclei
in motion for 30 minutes in the microscopic field and distinct from aggregates are superimposed to the
image shown in B. See supplementary video_2 to follow the offline tracking process. D, overlay of twenty
hemocyte trajectories displayed from a common origin. The point reached by each cell after 30 min
recording is indicated by a red cross.
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Figure 2. Cell to cell interactions in large and small size aggregates.

A, a large hemocyte aggregate was imaged by live-cell confocal microscopy. Nuclei were stained
by Hoechst 33342 and the preparation was scanned over 26 µm in depth via optical slicing at 64
focus positions incremented by 0,406 µm (supplementary video_3). Top image shows merged
Hoechst and phase contrast channels in slice 17. Bottom image corresponds to a three-
dimensional reconstruction of the hemocyte aggregate, captured from video_4. B, hemocyte
membrane glyconjugates were labelled with Alexa Fluor 488-conjugated wheat germ agglutinin and
nuclei with Hoechst 33342 in MPSS for imaging. A small hemocyte-hemocyte structure, understood
as a basophilic cell settling onto a spread granulocyte, was selected. Top image corresponds to
merged Hoechst and phase contrast channels. Bottom view is a three-dimensional reconstruction
including Hoechst and WGA channels from video_5. Note the relative position of cells and the
proximity of nuclei.
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Figure 3. Mytilus edulis cell division control protein 42 partial sequence data.

A, percent identity table with Mytilus edulis CDC42 compared to representative orthologs from
different species. B, alignments of Mytilus edulis CDC42 amino acid partial sequence deduced
from hemocyte mRNA RT-PCR products (GenBank accession n° FM174470) with CDC42 of the
choanoflagellate Monosiga brevicolis (GenBank accession n° DQ206594). Alignments were
performed using Clustal X. C, Phylogenetic tree based on multiple alignment (Clustal X) of CDC42
sequences from various vertebrates and invertebrates, as follow: Q2N0Z1_MONBE Monosiga

brevicollis (accession n° DQ206594), B8ZHK4_9BIVA Mytilus sp. (accession n° FM174470),
K1PJ53_CRAGI Crassostrea gigas (accession n° JH818665), Q6TH34_DANRE Danio rerio

(accession n° CU210919), Q9DDV6_XENLA Xenopus laevis (accession n° AF275252),
M3W2Z2_FELCA Felis catus (accession n° AANG02057006), B6VAP7_BOVIN Bos taurus

(accession n° FJ358601), M4WED3_SHEEP Ovis aries (accession n° KC425615),
G3GK36_RUCEL Rucervus eldii (accession n° JF946746), G1JRQ4_BUBBU Bubalus bubalis

(accession n° JN380079), H2PY98_PANTR Pan troglodytes (accession n° AACZ03066999). Tree
was generated using the neighbor-joining method.
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Figure 4. Effects of bathing medium and tracking duration on hemocyte velocity.

Mean hemocyte velocity was determined in vitro from migration distance of Hoechst 33342 stained nuclei in
wide field epifluorescence time-lapse recordings, under x10 magnification and at 14°C, as presented in
Figure 1B-C. Biological replicates, corresponding to distinct mussels used for hemocyte collection, are
indicated. For each biological replicate, discrete speeds of 20 hemocyte nuclei were averaged. A, mean cell
velocity, determined by 30-min tracking, in various bathing solutions consisting in collected hemolymph,
Marine Physiological Salt Solution (MPSS) or Marine Medium 199 (MM199) adapted to seawater osmolarity
(* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, Student's t-tests). B, 8-h continuous recording under repeated 377/50-nm
UV excitation (a one-sec flash every 30 sec) at 14°C in MPSS (black circles) or in MM199 (open circles).
Migration speeds significantly different from velocity at t=0 h in MPSS are indicated above (MM199) or under
(MPSS) mean ± SEM values (n=6, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, Student's t-tests). Notice that, under
long term tracking, velocity suddenly decreases after 4 hours of uninterrupted experiment. C, hemocytes
were collected from a single mussel and simultaneously plated at t=0 h in 6 distinct culture dishes
maintained at 14°C in MM199. Culture dishes 1 to 6 were sequentially treated with Hoechst 33342 and
submitted to successive 8-h UV illumination for nuclei tracking (vertical dashed lines). A 48-h motility
monitoring was therefore reconstituted from the 6 consecutive 8-h long tracking sessions. Motility drops are
evidenced after several hours of continuous recording. Initial migration speed rises with time in culture from
8 to 32 hours, relatively to cell velocity at t=0 (horizontal dashed line). D, comparison of mean velocities after
8 h of exposure to UV alone, Hoechst 33342 alone, a combination of UV and Hoechst dye relatively to the
initial migration speed à t=0 h (control). Values significantly different from control are indicated (n=4, *
p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, one-way ANOVA, Holm-Sidak post hoc).
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Day 4  17,7 ± 13,1 % 47,3 ± 13,6 % 3,0 ± 0,9 % 2,8 ± 1,3 % 1,7 ± 0,6 % 
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Figure 5. Migration speed, metabolic activity and cell cycle phase distribution of

hemocytes in primary culture.

A, Mytilus edulis hemocytes were maintained in primary cultures at 14°C for 4 days in MPSS or
MM199 medium. Mean cell velocity was daily determined after 30-min endpoint recordings as
described in Figure 1B-C, by using a separated culture dish every day. B, evolution of mean
velocity in primary cultures of hemocytes carried out during 12 days at 14°C in MM199. In that
case, the medium was changed every 2 days. C, determination of changes in mitochondrial
activity by measurement of MTT responses over time, expressed as a ratio ± SEM to plating
values response at day 0 (n=6). D, cell cycle analysis of hemocyte nuclei isolated and stained
with NIM-DAPI. Top panels, single parameter histograms of DNA content at day 0 (left) and day
4 (right), for 20 000 nuclei. Bottom table, distribution of hemocytes cultured in MM199 within cell
cycle phases over 4 days (n=4). For A, B and C, Statistical significance was determined by
comparison to values at day 0 (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, Student's t-tests).
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Figure 6. Effect of temperature on hemocyte

velocity.

A, freshly collected hemocytes were deposited in a
temperature-controlled recording chamber filled with
MPSS. Bath temperature was changed in steps of
30 minutes, from 14 to 22 °C, and monitored (upper

trace). Instantaneous velocity was computed from
nuclei centroid XY coordinate changes in the
microscopic field between two successive images,
separated by 30 seconds, through out a 180
minutes time-lapse recording, as in the
representative recording given here (bottom trace).
Oscillations between 0 and 12 µm.min-1, increasing
in amplitude but not in frequency with temperature,
can be observed. B, distribution of hemocyte
velocity in a population of 100 hemocytes at various
temperatures. Single cell speeds were integrated
from their migration course in 30-min time-lapse
sequences and binned into 41 levels between 0 and
8 µm.min-1 (bin width 0.2 µm.min-1). C, variation of
mean velocity among replicates at various
temperatures. Each experimental point corresponds
to a biological replicate in which twenty individual
hemocytes are recorded during 30 minutes. D,

dependence of mean hemocyte velocity to
temperature for n=6-12 independent replicates.
Statistical significance was determined by
comparison to velocity at 14°C (* p<0.05, ** p<0.01,
*** p<0.001, Student's t-tests).
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Figure 7. Effect of ATP Binding Cassette transporter inhibitors on hemocyte motility.

Mean velocity of freshly withdrawn hemocytes was determined at 14°C, in MPSS, as presented
in Figure 1B-C. Prior tracking, hemocytes at day 0 (left) or after 48 h of primary culture in MPSS
(right) were exposed during 1 h to various ATP Binding Cassette transporter blockers used in
vertebrates for their specificity towards ABCB/P-glycoprotein (PSC833 10 µM ; Rev205 10 µM)
or ABCC/Multidrug resistance Related Protein (MK571 30 µM) activities. Hemocytes were
collected from mussels originating from Yport (A) or from the seaport of Le Havre (B). Values
significantly different from control are indicated (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, Student's t-
tests).
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Figure 8. Velocity of hemocytes collected from mussel originating from sampling sites

with distinct chemical contaminations.

Hemocytes collected from mussels originating from the rocky shore of Yport (black circles) or
from the seaport of Le Havre (open circles) were cultured in MM199 at 14°C and used time to
time to 30-min endpoint mean migration velocity recordings, as in Figure 5A. Migration speeds
significantly different from velocity at t=0 h are indicated above (Yport) or under (Le Havre) mean
± SEM values (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, Student's t-tests). Significant differences
obtained according to mussel origins for equivalent culture times are also specified (§ p<0.05, §§

p<0.01, §§§ p<0.001, Student's t-tests).
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DISCUSSION 

  

 

Au cours de la dernière décennie, la réponse immunitaire des bivalves a été largement 

explorée à différents niveaux d'organisation, notamment chez le genre Mytilus. Au niveau 

moléculaire, des informations détaillées concernant des voies de signalisation hémocytaires 

« classiques » ou des acteurs de l’immunité sont maintenant disponibles (Asokan, Arumugam 

et al., 1997; Canesi, Betti et al., 2002; Cao, Mercado et al., 2003; Betti, Ciacci et al., 

2006) ;(Venier, De Pitta et al., 2009; Venier, Varotto et al., 2011 ; Zhang, Fang et al., 2012). 

Au niveau cellulaire, un grand nombre de publications ont étudié certaines fonctions 

hémocytaires comme la phagocytose (Carballal, Lopez et al., 1997c; Arumugam, Romestand 

et al., 2000; Malagoli, Casarini et al., 2007; Garcia-Garcia, Prado-Alvarez et al., 2008; 

Malagoli, Casarini et al., 2008), la production d'oxygène réactif ou espèces d'azote (Torreilles 

& Guerin, 1999; Arumugam, Romestand et al., 2000; Gomez-Mendikute, Etxeberria et al., 

2002; Novas, Cao et al., 2004; Novas, Barcia et al., 2007), la résistance multi-xénobiotiques 

(Minier & Moore, 1996; Minier & Moore, 1998; Marin, Legros et al., 2004 ; Della Torre, 

Bocci et al., 2013) ou de l'activité lysosomale (Canesi, Ciacci et al., 2003; Betti, Ciacci et al., 

2006). Ces fonctions ont également été utilisées pour évaluer l'état de l'ensemble du système 

immunitaire, au niveau intégré, chez les animaux injectés avec des bactéries (Hernroth, 2003; 

Parisi, Li et al., 2008 ; Tanguy, McKenna et al., 2013), ou exposés à des polluants au 

laboratoire (Zaja, Klobucar et al., 2006; Duchemin, Auffret et al., 2008), ainsi que dans divers 

sites contaminés (Auffret, Rousseau et al., 2006; Akaishi, St-Jean et al., 2007). Dans ces 

études, les hémocytes sont généralement considérés comme un ensemble homogène de 

cellules. 

 

Cependant, plusieurs sous-populations ont été décrites chez la moule, principalement 

sur la base de différences morphologiques après observation microscopique des cellules 

(Moore & Lowe, 1977 ; Cajaraville & Pal, 1995 ; Carballal, Lopez et al., 1997b) ou, plus 

récemment, de l'analyse en cytométrie en flux de suspensions cellulaires dispersées (Cao, 

Mercado et al., 2003; Garcia-Garcia, Prado-Alvarez et al., 2008 ; Parisi, Li et al., 2008 ) et 

cela en l'absence de marqueur cellulaire ou moléculaire disponible. 
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I  Les différents types d'hémocytes (ARTICLE 1) 

Dans un contexte où la classification des hémocytes de mollusques est sujette à débat, 

nous avons introduit un paramètre supplémentaire : le temps. L’intégration de ce paramètre 

dans l'étude de la morphologie des hémocytes permet de contribuer à leur identification et à 

une meilleure compréhension de leurs fonctions.  

Corrélée à la vidéomicroscopie dynamique, la coloration de type Giemsa (azur de 

méthylène et éosine, en kit Merck Hemacolor) sur cellules fixées, permet d’identifier 3 sous-

populations : des granulocytes éosinophiles, des hémocytes basophiles et des hyalinocytes. La 

première population a été identifiée en fonction de la structure interne des cellules. Dans ces 

cellules, les granules sont toujours abondants, de petite taille et colorés en rouge vif. Les 

éosinophiles sont  étalés sur le substrat, englobant une aire relativement grande.  En revanche, 

les basophiles couvrent une plus petite surface. Leur cytoplasme présente une coloration bleue 

caractéristique avec des granules bleu profond. Fréquemment, des protubérances 

membranaires ressemblant à des filopodes courts et épais sont observées.  Les hyalinocytes 

diffèrent des éosinophiles et des basophiles principalement par l'absence de granules colorés 

avec un cytoplasme clair. Cependant, une coloration cytologique rouge ou bleue extrêmement 

pâle peut parfois être perçue. D'importantes vacuoles prérinucléaires sans affinité avec les 

colorants sont présentes dans une grande majorité de ces cellules. Leur surface d'étalement est 

souvent supérieure à la surface occupée par les éosinophiles. De manière concordante avec 

nos résultats, les éosinophiles ont été décrits dans les moules (Moore & Lowe, 1977 ; 

Carballal, Lopez et al., 1997b). Les granulocytes ont également été décrits dans d'autres 

travaux (Cajaraville & Pal, 1995 ; Garcia-Garcia, Prado-Alvarez et al., 2008), mais sans les 

informations concernant la nature exacte, acidophiles ou non, des granules. Alors que les 

basophiles et les hyalinocytes sont clairement décrits dans la littérature, leur identification 

semble quelque peu confuse. Selon Carballal et al., (1997b), par exemple, les hyalinocytes 

sont plus petits que les granulocytes et certains d'entre eux contiennent de petites granulations 

basophiles. Dans nos travaux, ces cellules ont été appelées basophiles, alors qu'elles 

correspondent certainement aux hémoblastes pour d'autres auteurs (Bettencourt, Dando et al., 

2009). En fait, selon le degré de priorité accordé par les auteurs à la coloration, la forme ou 

l'abondance des granules, des cellules équivalentes sont apparemment décrites comme 

hyalinocytes ou basophiles. D’un point de vue morphologique notre vision des différents 

types cellulaires est en accord avec les observations de (Bettencourt, Dando et al., 2009)  chez 

une espèce moule abyssale associée aux sources hydrothermales : Bathymodiolus azoricus. 
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Les micrographies d’hémocytes, obtenues en contraste de phase, présentée dans ces travaux 

correspondent aux 3 populations que nous avons pu identifier chez Mytilus édulis. Cependant, 

la capacité de ces cellules à modifier rapidement leur morphologie impose d’exclure 

véritablement toute identification fondée sur la forme et la taille des hémocytes adhérents 

vivants ou fixés. 

La situation est toutefois moins problématique en cytométrie en flux, car i/ les cellules 

adoptent une forme plus régulière et plus sphérique lorsqu'elles sont en suspension et ii/ la 

quantification des paramètres morphologies est moins subjective. A partir de l'analyse des 

sous-populations hémocytaires de moules en cytométrie en flux, différents auteurs ont 

proposé de distinguer soit deux (Moore & Lowe, 1977), soit trois (Parisi, Li et al., 2008), soit 

quatre (Garcia-Garcia, Prado-Alvarez et al., 2008) sous-populations distinctes. Dans notre 

cas, nous avons séparé au plus trois sous-types bien définis selon les critères volume coulter 

(EV) / complexité (SS).  

Concernant le type cellulaire 1, la quantification de fluorescence de l’éosine dans des 

cellules fixées suggère que les cellules les plus grandes et les plus complexes sont  les 

éosinophiles granulocytes. Cette région comprend également les cellules présentant l'activité 

phagocytaire la plus élevée. Elle correspond probablement aux grandes cellules granuleuses. 

Dans leur étude datant de 2008, Garcia-Garcia et al. ont analysé des hémocytes de Mytilus 

galloprovicialis fixés au paraformaldéhyde selon leur taille (FSC) et leur complexité (SS), 

puis les ont physiquement séparés grâce à un module trieur-concentrateur et enfin les ont 

micrographiés après coloration Hemacolor. Ces auteurs nomment R1 la région du 

cytogramme regroupant les cellules granulaires de grande taille, les granulocytes 

éosinophiles, qu'ils qualifient de phagocytes «professionnels» (Figure 35).   

Dans nos expériences, les petites cellules séparées dans la région 3 du nuage de points 

EV / SS affichent des diamètres en suspension entre 7 et 7,5 µm, tout à fait comparables aux 

diamètres des  basophiles observés après fixation ou en microscopie en contraste d’Hoffmann. 

En conséquence, les basphiles analysés en région 3 correspondraient aux cellules que Garcia-

Garcia et al. identifient comme de petites cellules semigranulaires (incorrectement placées 

dans R3, devant en fait correspondre à R2 sur leurs cytogrammes) et aux cellules agranulaires 

(vrais petits hyalinocytes, éventuellement hémoblastiques) nommés R4 par GarciaGarcia et al. 

(Figure 35). 

Enfin, la sous-population hémocyaire la plus hétérogène, le type 2, correspond 

vraisemblablement aux hyalinocytes, grandes cellules semigranulaires (R3 après correction, 

chez Garcia-Garcia et al.). En suspension dans le cytomètre, les hyalinocytes sont 
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probablement d’une taille comparable aux éosinophiles mais avec une complexité plus faible 

expliquée par l’absence de granules. Dans cette région EV/SS, la séparation des populations 

cellulaires a cependant la particularité d'être fluctuante. En effet, dans certains cas, nos 

échantillons d'hémolymphe ne présentent clairement que deux sous-populations d'hémocytes 

séparées et distinctes, ségrégées dans les régions 1 et 3 des cytogrammes.  

Dans certaines situations physiologiques, les cellules de grande taille connaissent donc 

des changements cytologiques, très certainement en termes de complexité, à l'origine du 

dépeuplement ou du repeuplement de la région 2. Parmi les hypothèses possibles, il est 

envisageable de considérer qu'en présence de micro-organismes pathogènes, des hémocytes 

peu complexes présentent un volume cellulaire accru, causé par la présence de phagosomes, et 

sont séparés dans la région 2 (R3 chez Garcia-Garcia et al.). La présence de cellules dans la 

région 2 des cytogrammes en EV/SS signerait donc une contamination bactérienne des 

moules. Ce point devra faire l'objet des investigations complémentaires. 

R1 grand hémocyte granulaire

R2 grand hémocyte semigranulaire

R3 petit hémocyte semigranulaire

R4 petit hémocyte hyalin

R4 vrais hyalinocytes agranulaires

R3 basophiles

R2 hyalinocytes

R1granulocytes éosinophiles

 
Figure 35. Distribution des sous populations hémocytaires dans les cytogrammes 

FSC/SS selon Garcia-Garcia et al., 2008. 
Les deux premiers cytogrammes reprennent la dénomination utilisée par l’auteur 
(respectivement : sans et avec correction). Les deux derniers graphiques présentent notre 
vision de la classification avec le flux bidirectionnel des hyalinocytes entre les régions R2 et 
R4. Le code couleur utilisé dans notre article 1 est respecté. 
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Très récemment (Rebelo, Figueiredo et al., 2013) a proposé un modèle expliquant la 

distribution cytométrique des différentes sous-populations d’hémocytes chez l’huitre 

Crassostrea rhizophorae. Ce modèle repose en partie sur la rotation de deux populations : les 

granulocytes et les hyalinocytes.  Ainsi, les granulocytes deviendraient hyalinocytes après 

dégranulation et les hyalinocytes, granulocytes après régénération des granules. Bien que 

proposé chez l’huitre, ce modèle semble applicable chez Mytilus sp.  (Figure 36) et prend en 

compte l’état physiologique du système immunitaire. Ainsi dans le cas d’individus sains 

seulement deux populations sont observables : les granulocytes et les basophiles.   

Si l'on accepte le schéma de Rebelo et al., la question de la fonction et de la place des 

petites cellules (en référence aux volumes en suspension) basophiles dans la population des 

hémocytes reste entière. Deux hypothèses peuvent être proposées. Les cellules de la région 3 

du cytogramme pourraient constituer un sous-type d'hémocytes à part entière, ayant une 

origine, une fonction, un cycle et une durée de vie distincts des granulocytes/hyalinocytes. 

Alternativement, les basophiles pourraient constituer des précurseurs des grandes cellules (à 

l'instar des hémoblastes parfois évoqués dans certains travaux), qui migreraient vers la région 

2 puis 1 à mesure qu'ils se chargeraient en phagosomes ou en granules.  

Dégranulation

Granulocyte 
éosinophiles

Hyalinocytes

Basophiles

 

Figure 36. Modèle expliquant la répartition des hémocytes de Mytilus edulis en 

cytométrie en flux. 
Adaptation du modèle de (Rebelo, Figueiredo et al., 2013) aux hémocytes de Mytilus. Ce 
modèle reprend la rotation hyalinocytes/granulocytes éosinophiles. Le code couleur utilisé 
dans notre article 1 est respecté. 
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En outre, il faut garder à l’esprit que les bivalves possèdent un système circulatoire 

ouvert. L'absence de gaine endothéliale facilite probablement l’infiltration des tissus par les 

hémocytes (Shigei, Tsuru et al., 2001). L'équilibre entre hémocytes résidents dans les tissus 

(non prélévés donc non analysés) et hémocytes circulants dans l’hémolymphe varie 

certainement en fonction des saisons (Cajaraville, Olabarrieta et al., 1996) et de l'état 

physiopathologique des animaux (Hughes, Smith et al., 1991a). 

 

En plus de la cytochimie classique et de la cytométrie, dans notre travail, les sous-

populations d’hémocytes ont été distinguées en fonction de leur motilité, une notion qui inclut 

les déformations et les changements de volume cellulaires, les interactions 

hémocyte/hémocyte, et la migration des cellules.  

 

Les déformations de la membrane des basophiles sont essentiellement caractérisées 

par la présence de nombreux filopodes ondulant à partir d'un corps cellulaire condensé et 

sphérique. La structure du cytosquelette d'actine ainsi que l'examen des enregistrements en 

time-lapse donnent des détails sur la dynamique de la membrane des basophiles. Dans les 

cellules marquées avec la phalloïdine conjuguée au FITC, un réseau d'actine dense s’organise 

radialement à l'intérieur des basophiles, à l’inverse des grandes cellules étalées qui présentent 

une répartition de l'actine périphérique. Ces différences dans l'organisation du cytosquelette 

d'actine dans les sous-types hémocytaires de moules ont déjà été rapportées (Gomez-

Mendikute, Etxeberria et al., 2002). L'utilisation des filopodes en « pagaies », permet aux 

basophiles de « ramer » et ainsi de glisser sur le substrat. Ce mode de mouvement n'est pas 

commun et ressemble à la locomotion non-amiboïde des cellules microgliales provenant des 

rats nouveau-nés (Haapaniemi, Tomita et al., 1995). La deuxième caractéristique frappante 

des basophiles est leur capacité à résider sur des cellules étalées. Cette caractéristique les rend 

très difficiles à distinguer en microscopie, et est très certainement à l'origine d'importantes 

erreurs de numération et des difficultés rencontrées dans les tentatives de séparation des 

populations d'hémocytes par centrifugation isopycnique. L'imagerie du cytosquelette d'actine 

associée à une contre-coloration des noyaux permet la détection fiable des basophiles situés 

sur des cellules étalées. De même que les enregistrements en time-lapse, révèlent les 

mouvements typiques de filopodes trahissant leur positionnement au-dessus de la membrane 

des cellules étalées sur le substrat.  

La survenue aussi fréquente de ces contacts cellulaires suggère fortement l'existence 

d'interactions fonctionnelles entre les hémocytes de moules. Ces interactions entre cellules 
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peuvent également être visualisées à l'aide du WGA (une lectine), suggérant que les motifs 

moléculaires glucidiques peuvent être impliqués dans les interactions cellule-cellule entre 

hémocytes (Bettencourt, Dando et al., 2009). Ces contacts cellulaires rappellent étonnamment 

la synapse immunologie décrite initialement par (Norcross, 1984). Dans une immunité 

bimodale, ces synapses immunologiques ont en partie pour rôle de faire le pont entre 

l’immunité innée et l’immunité acquise. Les signaux échangés entre les cellules T et 

les Cellules Présentatrices d’Antigène (CPA) sont générés dans une zone de contact 

spécifique, dite "synapse immunologique", qui coordonne la dynamique du cytosquelette avec 

le récepteur des cellules T (TCR), l'engagement de récepteurs accessoires et de la 

signalisation à la membrane proximale. Des données récentes mettent en lumière les différents 

phénomènes  physiques et moléculaires qui se produisent pendant l’interaction entre les 

cellules T et les CPA, y compris leur dynamique et les étapes de transition, ainsi que  leurs 

conséquences sur la signalisation, l'activation et la fonction des cellules T effectrices (Friedl 

& Storim, 2004 ; Bertrand, 2010).  

 

Les basophiles, non seulement interagissent avec les cellules étalées, mais aussi avec 

d'autres basophiles pour former des agrégats. Systématiquement  le centre des agrégats est 

constitué d’un noyau de basophiles couronné d’éosinophiles granulocytes « entrants » et 

« sortants » de l’agrégat. Il convient de mentionner que, jusqu'à présent, la signification 

physiologique des propriétés agrégatives des basophiles n'est pas précisément documentée, de 

même que la fonction de ces agrégats. Les hypothèses les plus courantes proposent que ces 

structures agrégatives pourraient intervenir dans des mécanismes immuns tels que 

l’encapsulation d’un pathogène ou la formation d’un clou hémocytaire(Chen & Bayne, 

1995a ; Lavine & Strand, 2002 ; Jiravanichpaisal, Lee et al., 2006).  De façon tout à fait 

spéculative, on peut postuler que ces interactions entre hémocytes pourraient participer à une 

forme de sélection clonale à l'origine de la sécrétion de FREP ou de peptides antimicrobiens 

spécifiques. 
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II. Motilité en culture (ARTICLE 2 et 4) 

B. Comportement des hémocytes à la mise en culture 

Dans ces études, une attention toute particulière a été apportée à la concentration en 

hémocytes des échantillons d'hémolymphe frais. Afin de dénombrer la quantité volumique de 

cellules tout en limitant les biais dûs notamment à la présence d'agrégats dans les chambres de 

comptage, une méthode indirecte a été utilisée : la mesure de l'activité mitochondriale par test 

colorimétrique au MTT. Les réponses obtenues sur 99 prélèvements consécutifs montrent une 

forte variabilité indicatrice de concentrations en hémocytes très dissemblables d'un 

échantillon d'hémolymphe à l'autre. Cette variabilité peut s'expliquer par des différences 

interindividuelles en nombre total d'hémocytes (THC : Total Hemocyte Count) ou en 

distribution tissulaire entre cellules infiltrées et cellules en circulation comme cela l’a été 

suggéré à plusieurs reprises (Hughes, Smith et al., 1991a ; Cajaraville & Pal, 1995 ; Li, Parisi 

et al., 2008; Höher, Köhler et al., 2012 ). Cette variabilité peut aussi révéler une mauvaise 

reproductibilité technique du prélèvement par ponction dans le muscle adducteur postérieur. 

Cependant, dans nos expérimentations, la DO MTT varie très linéairement avec les volumes 

d'hémolymphe déposés pour chaque échantillon. Ainsi le test MTT en tant que test 

métabolique peut être utilisé pour suivre la viabilité relative des cultures d’hémocytes si et 

seulement si les résultats sont exprimés en variation de la réponse par rapport à la valeur 

initiale à la mise en culture. 

 

Les hémocytes de Mytilus edulis possèdent la particularité de se mettre en mouvement 

spontanément après l'attachement au substrat, qui survient dans les secondes qui suivent la 

mise en culture (ARTICLE 2). Dans ce travail de thèse, nous avons développé une méthode 

permettant de suivre la motilité de plusieurs cellules pendant quelques jours in vitro. Cette 

méthode permet, pour la première fois, de mesurer la vitesse de migration des hémocytes en 

culture. La vitesse moyenne initiale de migration est de 2,78 µm.min-1 à 14°C dans l’eau de 

mer artificielle. Cette vitesse est similaire aux vitesses relevées pour les neutrophiles 

extravasculaires humains in vivo (2,88 µm.min-1) à 37°C (Kreisel, Nava et al., 2010). Dans un 

milieu de culture enrichi comme le MM199,  les vitesses initiales sont légèrement supérieures 

à 3 µm.min-1, mais restent plus faibles que celles observées dans l’hémolymphe pure ou la 

moyenne des vitesses atteint 3,6µm.min-1
. Il existe probablement, dans l’hémolymphe, des 

facteurs chimiokinétiques solubles capables de stimuler l’activité migratrice des cellules. 
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Chez les mollusques, on en sait peu sur les mécanismes impliqués dans la régulation de la 

motilité des immunocytes. Quelques mesures chimiotactiques ont néanmoins été effectuées 

sur des hémocytes de bivalves, après stimulation par des produits bactériens, (Ford, Kanaley 

et al., 1993 ; Schneeweiss & Renwrantz, 1993 ; Fawcett & Tripp, 1994 ; Lopez-Cortes, Castro 

et al., 1999).Ces études révèlent que les hémocytes sont capables de migrer vers des bactéries 

et produits bactériens, pahtogènes ou non. Cheng & Howland (1979) ont démontré que les 

hémocytes d'huîtres ne sont attirés que par les bactéries vivantes, ce qui suggère que les 

chimioattractants sont des molécules sécrétées par les cellules vivantes. Des petites protéines 

sécrétées par les bactéries ont été décrites comme chimioattractants pour les hémocytes de 

Crassostrea virginica (Howland & Cheng, 1982), et de Mercenaria mercenaria (Fawcett & 

Tripp, 1994). Schneewieb & Renwrantz (1993) ont suggéré l'implication du 

lipopolysaccharide bactérien dans le chimiotactisme des hémocytes de Mytilus edulis, mais 

leurs observations peuvent correspondre à une chimiokinèse plutôt qu’à de la chimiotaxie. 

Plus récement, deux études transcriptomiques  indépendantes, réalisées chez Mytilus, 

ont récemment identifié une cytokine hautement concervée et impliquée dans le contrôle de la 

migration des immunocytes : le macrophage migration inhibitory factor (MIF) (Venier, 

Varotto et al., 2011; Philipp, Kraemer et al., 2012 ).  Toutefois, plus de données existent dans 

d'autres orgnismes, des phénomènes chimiotactiques ont été, par exemple, décrits dans les 

hémocytes de crevettes (Yip, Wong et al., 2001). Chez les insectes, la propagation des 

hémocytes et leur activation s'effectuent par un peptide de 23 acides aminés sécrètés par les 

plasmatocytes (Clark, Pech et al., 1997 ; Clark, Volkman et al., 2001). Chez les mammifères, 

les chimiokines régulent l’activité motile des neutrophiles et macrophages (Luu, Rainger et 

al., 2000 ; Luster, 2001 ; Townson & Liptak, 2003 ; Le, Zhou et al., 2004 ). Certains peptides 

endogènes possèdent une activité chimioattractante, c’est le cas des facteurs du complément 

C3a et C5a, du leucotriénne B4, du facteur d'activation plaquettaire (PAF), du PDGF (Platelet 

Derived Growth Factor), de certaines interleukines ou encore du TGF-β (Luu, Rainger et al., 

2000 ; Le, Zhou et al., 2004 ). D’autres sont exogènes comme le fMLP (Ebrahimzadeh, 

Högfors et al., 2000), ou le LPS, qui toutefois ne possède pas directement une capacité 

chimioattractante mais induit la sécretion de chimiokines (Bandow, Kusuyama et al., 2012). 
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C. Décours temporel de l'activité hémocytaire in vitro 

Nos mesures de motilité ont été poursuivies dans un milieu de culture plutôt que dans 

l’hémolymphe pure pour deux raisons principales. 

- En primoculture, les hémocytes fraichement prélevés sont déposés au centre des 

boîtes de culture puis le niveau est complété avec une solution extracellulaire (typiquement 

2 mL). Pour des cultures en hémolymphe, il est nécessaire de prélever plusieurs moules, 

d'assembler les hémolymphes, de culotter les cellules par centrifugation et de congeler les 

surnageants. La quantité d’hémolymphe pure à ajouter est dans ce cas trop importante pour 

envisager les cultures répétées.  

- La présence des facteurs chimiokinétiques de l'hémolymphe est très probablement 

variable en fonction de l’état de la physiologique des individus. Ceci ajoute une variable non 

maîtrisée à la culture cellulaire. 

Nos résultats indiquent que les hémocytes de Mytilus edulis peuvent être maintenus en 

culture au moins 4 jours dans un milieu salin de base (MPSS) avec des vitesses de migration 

supérieures à 2 µm.min-1 et des activités métaboliques mesurées au MTT comparables aux 

valeurs obtenues à la mise en culture. Au-delà de cette période, l'analyse du cycle cellulaire 

indique que le pourcentage de cellules en phase G0/G1 chute en dessous de 50 % et que la 

quantité de corps hypoploïdes/apoptotiques dépasse 20 % (ARTICLE 4). Dans les cultures 

primaires de plus de 8 jours avec un milieu formulé à partir de M199, la vitesse de migration 

chute sous 1 µm.min-1, ce qui indique probablement que la viabilité des hémocytes est 

largement altérée, même si des hémocytes sont manifestement encore vivants. Ces résultats 

sont assez différents de ceux précédemment obtenus au laboratoire (Marin, 2005), où le 

pourcentage de l'activité métabolique mesurée au MTT après 18 jours de culture dans un 

milieu L-15 modifié atteignait encore plus de 50%  de la valeur initiale à la mise en culture.  

Quelque soit le milieu de culture utilisé, les vitesses initiales enregistrées au début de 

la culture augmentent transitoirement pour culminer autour de 4,5 µm.min-1 après 24/48 h 

après mise en culture. Certaines cellules présentent des vitesses plus rapides, atteignant 

7 µm.min-1. Cette accélération pourrait être attribuée à une activation des hémocytes, 

évocatrice d'une réaction inflammatoire, après prélèvement et mise en culture. Cette 

hypothèse est étayée par l'augmentation transitoire et simultanée de l’activité mitochondriale 

révélée par des tests MTT. De telles augmentations du métabolisme mitochondrial sont 

également observées dans les neutrophiles humains activés en culture par les esters de phorbol 

ou le TNFα  (Oez, Platzer et al., 1990; Oez, Welte et al., 1990). En outre, l’analyse du cycle 
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cellulaire en cytométrie en flux durant toute la culture ne montre pas d'hémocytes engagés 

dans la mitose. Cette observation permet d'écarter la prolifération cellulaire comme cause du 

pic MTT.  

Ainsi la mise en culture des hémocytes et/ou leur ancrage au substrat induisent très 

probablement une activation des hémocytes associant une augmentation de la motilité et un 

accroissement du métabolisme oxydatif. Chez les mammifères, les cellules immunitaires sont 

connues pour migrer rapidement vers le site de l'infection (Abadie, Badell et al., 2005 ; 

Chtanova, Schaeffer et al., 2008 ; Germain, Robey et al., 2012). De façon  intéressante, la 

vitesse de migration des hémocytes au pic atteint 8 µm.min-1 à 14°C, une valeur comparable à 

celle  rapportée lors de la migration des neutrophiles humains à 37°C dans les tissus 

interstitiels des sites d'inflammation (Graham, Zinselmeyer et al., 2009 ; Kreisel, Nava et al., 

2010). De plus, une étude récente indique que les hémocytes migrent dans le muscle 

adducteur de Mytilus galloprovincialis après injection de Vibrio splendidus LGP32 (Li, Parisi 

et al., 2008). Cette étude confirme que la fonction migratrice des hémocytes est induite par les 

infections microbiennes et a fortiori par l’inflammation. 

 

D. Régulation de la vitesse de déplacement des hémocytes 

La motilité des hémocytes est aussi influencée par la température. L’exposition des 

cultures cellulaires à des températures croissantes montre une augmentation globale des 

vitesses moyennes populationnelles (ARTICLE 4). A côté des pures raisons 

thermodynamiques expliquant l’augmentation de la vitesse des réactions enzymatiques selon 

la loi d'Arrhénius, il a été montré que les protéines sensibles à la température (HSP) étaient 

capables d’activer le système immunitaire chez les vétébrés et d’induire la production de 

chimiokine C-C (Wallin, Lundqvist et al., 2002 ; Tsan & Gao, 2009).  

 

L’enregistrement continu des mouvements cellulaires à des températures variant en 

paliers selon le cycle 14°C-18°C-22°C-14°C révèle une oscillation des noyaux dont la 

fréquence augmente avec la température. La littérature actuelle ne relate pas de faits similaires 

concernant les noyaux. Seules quelques publications décrivent des oscillations notamment 

dans des cellules immunitaires sans pour autant discuter d’une fonction possible 

(Pletjushkina, Rajfur et al., 2001 ; Paluch, Piel et al., 2005 ; Salbreux, Joanny et al., 2007; 

Costigliola, Kapustina et al., 2010 ). De façon surprenante, ces oscillations corticales sont 

indépendantes du calcium. Elles sont dues à une déstabilisation des microtubules régulés par 
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RhoA (Costigliola, Kapustina et al., 2010). Ces mêmes auteurs montrent une fréquence 

d’oscillation à 0,01 Hz alors que les hémocytes oscillent plus lentement, à 0,005 Hz. Quoi 

qu’il en soit, ce phénomène révèle le haut dynamisme du cytosquelette des hémocytes. 

L’élévation de la température des cultures conduit à une dispersion des vitesses. Étant 

donné que (1) les noyaux sont sélectionnés au hasard pour le suivi de la cellule et (2) que les 

hémocytes sont capables de changements de forme rapides, nous considérons que ces 

différences ne peuvent pas être définitivement attribuées à la présence de petits basophiles 

moins mobiles. D’autres explications doivent être prises en compte comme les niveaux 

d’activation des cellules par exemple.  

Le clonage de CDC 42 chez Mytilus edulis montre que les mécanismes régissant la 

motilité sont différents de ceux de l’amibe où CDC42 n’existe pas. De même que RhoA est 

présent chez Mytilus sp. (Tomanek & Zuzow, 2010) et absent chez Dictyostelium (Wherlock 

& Mellor, 2002). La Figure 37 présente les différents acteurs moléculaires de la motilité 

cellulaire chez l’amibe et chez le neutrophile. Vraisemblablement, les voies de signalisation 

impliquées dans les déplacements des hémocytes de Mytilus edulis sont très proches de celles 

connues dans les neutrophiles et les cellules dendritiques des vertébrés.  

 

moléculaires chez l’amibe et le neutrophile.

lignes pointillées représentent les voies qui 

 

Figure 37. Comparaison des acteurs moléculaires chez l’amibe et le neutrophile. 
Les événements de signalisation dans les cellules polarisées sont indiqués pour de D. 
discoideum à gauche et pour les neutrophiles à droite. Le bord d'attaque des cellules est en 
haut de la figure. Les lignes pointillées représentent les voies qui n'ont pas encore été 
pleinement caractérisées.  D’après (Parent, 2004). 
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L’exposition aux rayonnements ultraviolets, inhérente à notre méthode d’imagerie, 

perturbe la motilité si l'illumination dépasse trois heures consécutives à raison d'un flash de 1 

secondes toutes les 30 secondes. Les UV sont connus pour altérer l’ADN (Sinha & Häder, 

2002) et les acides aminés (Svobodova, Walterova et al., 2006). Le très fort effet 

potentialisateur du Hoechst 33342, qui se fixe dans le petit sillon de l'ADN (Portugal & 

Waring, 1988) et qui n'a pas d'effet sur la motilité même à long terme en l'absence de lumière 

UV, suggère fortement un mécanisme génotoxique.  Le temps très court d'apparition de l'effet 

phototoxique (dès 3h)  est compatible avec un effet perturbateur de la machinerie de 

transcription et/ de traduction de protéines impliquées dans la motilité et au turn-over très 

rapide. L’une des hypothèses qu’il est possible de formuler est donnée dans la Figure 38. Il 

est aussi intéressant de noter que certains acteurs de la motilité sont sensibles à la lumière : 

Rac1 est photoactivable et suffit à lui seul pour induire un lamellipode (Ridley, 2011).  

Protéine fonctionnelle
impliquée dans la motilitéADN Hoechst 33342 Système de réparation

Destruction 
par le protéasome

Destruction 
par le protéasome

Transcription

Traduction

Transcription

Traduction

Transcription

Traduction

Exposition aux UV seuls Exposition aux UV en présence de Hoechst

Protéine altérée:
non-fonctionnelle

Réparation

Réparation 
bloquée

UV

 

Figure 38. Effets synergiques des UV et du Hoechst 33342. 
Ce schéma propose un mécanisme aboutissant à l’arrêt de la migration des hémocytes par 
effet phototoxique et génotoxique. Les UV détériorent protéines et ADN. Les proteines sont 
éliminées tandis que les systèmes de réparation réparent le génome afin de traduire de 
nouvelles protéines fonctionnelles. En présence de Hoechst33342, les systèmes de réparation 
ne peuvent agir efficacement, la transcription des protéines est perturbée. 
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La migration des hémocytes dépend de la réorganisation du cytosquelette, du transport 

d'ions, du recyclage de la membrane par endocytose et de la formation de sites d'adhésion 

focale avec la matrice extracellulaire (Koutsogiannaki & Kaloyianni, 2010). Les hémocytes 

de mollusques sont impliqués dans la synthèse du collagène et le dépôt de la matrice 

extracellulaire (Serpentini, Ghayor et al., 2000 ; Fleury, Serpentini et al., 2011). Des études 

dans des sections de téguments d’espèces bivalves suggèrent que la matrice extracellulaire 

contient des collagènes similaires au type I, IV, V et VI (Corbetta, Bairati et al., 2002). La 

capacité des hémocytes à synthétiser des molécules de collagène n'est pas étonnante compte 

tenu de leur rôle dans le processus de cicatrisation des plaies chez plusieurs espèces (Acosta-

Salmón & Southgate, 2006 ; Wood, Faria et al., 2006). Il est plus surprenant d'observer un tel 

niveau de transcrits correspondant au collagène dans les hémocytes circulants (Serpentini, 

Ghayor et al., 2000). Physiologiquement les hémocytes s’infiltrent sur le site de la blessure 

pour exprimer spécifiquement certains gènes tels que le collagène de type IV afin de réparer 

les tissus en réponse à certains facteurs de croissance (Franchini & Ottaviani, 2000). Le 

collagène de type IV a été montré pour favoriser la fixation des cellules (Timpl & Dziadek, 

1986 ; Hostikka & Tryggvason, 1988). Il a également été suggéré que les hémocytes de  M. 

galloprovincialis adhèrent au collagène avec la participation de l'intégrine α2 

(Koutsogiannaki & Kaloyianni, 2011). Chez cette même espèce, la migration des hémocytes 

sur des protéines de la matrice extracellulaire (ECM)  est altérée par les métaux lourds 

(Koutsogiannaki & Kaloyianni, 2010) et l'interleukine IL-8 (Ottaviani, Franchini et al., 2000). 

Dans nos cultures, nous avons pu observer un changement d’aspect du fond des boîtes de pétri 

utilisées, sans pour autant avoir mis en évidence un élément d’une matrice extracellulaire. 

Ainsi l’hypothèse de la sécrétion du collagène par les hémocytes après la mise en culture est 

tout à fait envisageable car  (1) l’accélération des cellules 24-48h après la mise en culture peut 

s’expliquer par la synthèse d’une matrice extracellulaire favorisant la migration et (2) nous 

avons pu constater qu’un nombre insuffisant de cellules à la mise en culture ne  permettait pas 

d’obtenir une culture viable. Ce dernier point peut laisser penser que la sécrétion de cytokines 

ou d’une matrice extracellulaire peut favoriser la survie à long terme de toute la population en 

culture. 

 

Nous sommes les premiers à proposer une étude quantitative de la motilité 

hémocytaire chez des invertébrés. Jusqu’à présent la littérature ne proposait pas de résultat  

liant les vitesses de déplacement et les conditions de vie environnementale de ces organismes 

poïkilothermes. Nous avons déjà montré et discuté de l’effet de la température sur la 
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migration des hémocytes. L’étude comparée de la motilité des hémocytes de moules 

colléctées sur deux sites disctincts apporte des élements supplémentaires. Les cellules 

collectées sur de animaux vivants dans le port du Havre (site impacté par la pollution) se 

déplacent plus rapidement que celles issues d’Yport (site de référence). Cependant, cette 

disctinction ne peut s’observer qu’à T0, à la mise en culture. Après 24h, les profils de 

cinétique sont comparables quel que soit le site de prélèvement. Il est tout à fait envisageable 

que les facteurs de régulation physiologique soient plus puissants que les facteurs 

environnementaux. Le développement d’un test  utilisant la motilité cellulaire pour évaluer la 

qualité de l’air a déjà été proposé (Laval-Gilly, Falla et al., 2000). Ce test utilise des THP-1 

une lignée humaine de monocytes capables de se déplacer après activation. Ces cellules sont 

exposées à un gaz puis soumises à un gradient de chimioatractant, le fMPL. Les résultats 

décrits par Laval-Gilly et al. montrent des diminutions de la motilité de 79% et 90% après  

une incubation de 10 min. à 0,1 et 0 ,5 ppm d’ozone. Il est tout à fait envisageable que la 

motilité des hémocytes de M. edulis puisse être utilisée comme bioindicateur de la qualité de 

l’eau in situ par prélèvement de l’hémolymphe, mais aussi in vitro en utilisant des milieux de 

cultures additionnés d’eau à tester. 

 

D’un point de vue fonctionnel, les hémocytes sont comparables aux neutrophiles des 

vertébrés qui représentent environ 50–70% des cellules immunitaires circulantes. Les 

neutrophiles sont normalement trouvés dans le flux sanguin (où leur durée de vie est de 7h) ou 

infiltrés dans les tissus (pendant 2-3 jours). Ces cellules consacrent leur temps de vie très 

court à la surveillance et constituent la première ligne de défense du système immunitaire inné 

(Quinn & Gauss, 2004). Dans le cas d'un processus inflammatoire, on observe une durée de 

vie allongée, une mobilité accrue, une capacité à infiltrer les tissus augmentée et une capacité 

phagocytaire stimulée (Freitas, Lima et al., 2009).   
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III. MXR et ABC transporteurs (ARTICLE 3) 

A. Activité basale d'efflux 

Comme nous l’avons détaillé dans l’introduction, l’activité de détoxication des 

cellules repose en partie sur  l’activité des pompes à efflux de xénobiotiques. Ces pompes, très 

largement connues chez les vertébrés, le sont moins chez les invertébrés. L'activité MXR, 

supposée reposer initialement sur l'expression de protéines apparentées à la P-glycoprotéine 

par analogie avec le phénotype MDR chez l'Homme, a cependant été étudiée antérieurement 

par plusieurs équipes travaillant sur les hémocytes (Minier & Moore, 1996 ; Svensson, 

Särngren et al., 2003 ; Marin, Legros et al., 2004 ; Zaja, Klobucar et al., 2006).  

Au moins deux gènes orthologues à des ABC transporteurs de vertébrés ont été 

identifiés sur la base d'homologies dans les séquences d'acides aminés obtenues à partir de 

transcriptions complètes ou d’ARNm fragmentaires (Lüdeking & Köhler, 2002; Ludeking, 

Van Noorden et al., 2005; Luckenbach & Epel, 2008 ). L'alignement des séquences en acides 

aminés donne seulement 38 à 50 % d'identité entre la protéine apparentée à la P-gp chez 

Mytilus et les produits des gènes ABCB chez l'Homme. De même, l'identité de la séquence en 

acides aminés de la protéine apparentée aux MRPs (Multiresistance Related Proteins) chez 

Mytilus ne donne que 27 à 44% d'identité avec les produits des gènes ABCC chez l'Homme 

(Luckenbach & Epel, 2008). Les niveaux de transcriptions ont été quantifiés, à partir 

d'animaux d'origines différentes et sous différentes conditions environnementales, dans les 

branchies, la glande digestive, le manteau et le muscle adducteur postérieur (Lüdeking & 

Köhler, 2002; Luedeking & Koehler, 2004; Ludeking, Van Noorden et al., 2005). Dans le 

présent travail, nous avons constaté que les deux ARNm ABCB / P-gp et ABCC / MRP sont 

également transcrits dans les hémocytes de Mytilus edulis, mais à des niveaux plus faibles que 

dans les branchies. Cependant, une petite quantité de protéines ABCB-like a été mise en 

évidence dans des lysats d’hémocytes totaux en utilisant l'anticorps monoclonal anti-P-

glycoprotéine c219, alors qu'une expression massive a été détectée à partir des extraits de 

branchies. La localisation par immunohistochimie indirecte au c219 des protéines de transport 

ABCB / P-gp dans les hémocytes perméabilisés et fixés s’avère infructueuse. En revanche, un 

immuno-marquage apparait dans des hémocytes étalés lors de l’utilisation d’anticorps 

monoclonaux conjugués à la phycoérythrine UIC2 – dirigés spécifiquement contre une boucle 

extracellulaire de P-glycoprotéine humaine - (Zhou, Gottesman et al., 1999; Pasquier, Galas 

et al., 2012 ). Ce marquage à l’UIC2 est clairement limité aux zones de la membrane 
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cellulaire qui font face à des structures vésiculaires périnucléaires tout en subissant les 

mouvements cytoplasmiques autonomes. Cette coloration confinée pourrait être liée à des 

fonctions particulières de certaines familles de transporteurs ABC comme la séquestration 

d’allocrite, l’échange ou l’efflux, dans ou vers des organites intracellulaires tels que les 

granules, les peroxysomes ou les lysosomes. Cette fonction a pu être décrite entre autre dans 

les cellules immunitaires de divers organismes  (Chapuy, Koch et al., 2008 ; Morita & 

Imanaka, 2012 ; Shipp & Hamdoun, 2012). Ainsi, la sous famille ABCD efflue  les composés 

liés à un acyl-CoA vers le peroxysome pour subir une β-oxidation (Morita & Imanaka, 2012), 

ou encore la ABCA3 qui confère à lui seul un phénotype MDR en séquestrant les agents 

cytotoxiques dans le lysosome (Chapuy, Koch et al., 2008). La séquestration de composés 

toxiques à l’intérieur des organelles a pour effet de diminuer leurs concentrations 

intracytoplasmiques, mais aussi, d’éliminer ces composés, soit directement par exocytose soit 

grâce à l’environnement physico/chimio/protéique particulier créé dans la lumière de ces 

structures. 

L'absence d'anticorps capables de détecter les sous familles de transporteurs ABC, et 

notamment ABCC, chez la moule limite clairement l’étude approfondie par immunocytologie 

des compartiments sous-cellulaires. 

 La mesure des quantités de transcrits ou la détection des acteurs moléculaires ne 

renseigne cependant pas sur l’activité. L’estimation  de cette activité ne peut pas être mesurée 

ou déduite par des méthodes non fonctionnelles, telles que Northern blot, l’hybridation in situ 

d'ARN,  la RT-PCR ou l’immunohistochimie. En outre, il a été démontré que les transcrits 

sont souvent présents en dessous du seuil de détection alors que relativement peu de 

molécules actives peuvent provoquer des modifications importantes dans le transport des 

allocrites (Lebedeva, Pande et al., 2011). Par ailleurs, l'activité des transporteurs ABC n'est 

pas toujours corrélée avec leurs niveaux d'expression (Beck, Grogan et al., 1996), car le 

transport d'efflux fonctionnel est largement influencé par les microdomaines lipidiques 

membranaires (Urbatsch & Senior, 1995), l'état de phosphorylation des protéines (Stolarczyk, 

Reiling et al., 2011) ou l'adressage intracellulaire des protéines (Fu, Bebawy et al., 2004). 

Pour la première fois chez des mollusques bivalves, nous avons réalisé une analyse 

fonctionnelle du phénotype MXR en cytométrie en flux. L’efflux de la Calcein-AM, un 

allocrite pro-fluorescent des ABCB / P-gp et à la fois des ABCC / MRP transporteurs, est 

révélateur de l’activité MXR (Legrand, Simonin et al., 1998). Les hémocytes de Mytilus 

edulis forment une population de cellules morphologiquement et fonctionnellement 

hétérogènes comme nous avons pu le montrer par ces présents travaux et par d’autres équipes 
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(Garcia-Garcia, Prado-Alvarez et al., 2008 ; Parisi, Li et al., 2008). L’histogramme de 

distribution des fluorescences semble être largement dispersé sur trois décades et affiche deux 

pics, correspondant à une faible et à une forte quantité de calcéine intracellulaire. Ces deux 

concentrations modales révèlent une variation importante de l’accumulation de calcéine dans 

les cellules. L'utilisation du volume Coulter pour compenser les niveaux de fluorescence 

(FL1) en fonction de la taille des cellules et accéder à une concentration de fluorescence 

(FL1-FC) permet des comparaisons objectives des activités d'efflux entre des populations 

cellulaires hétérogènes. Dans ces conditions, le niveau basal de concentration de fluorescence 

FL1-FC, dans l’échantillon total d’hémocytes et en l'absence de bloqueurs ABC, est 

uniformément réparti. Cela signifie que les activités d'efflux basales sont équivalentes dans 

les différents sous-types hémocytes.  

L’utilisation de bloqueurs spécifiques permet de rendre compte de la contribution 

relative de chaque famille de transporteur dans l’efflux des xénobiotiques. Aucun des trois 

bloqueurs spécifiques des transporteurs ABCB testés (vérapamil, zosuquidar et PSC833) n’a 

fait varier le niveau de fluorescence comparativement aux cellules non traitées. Alors que le 

MK571  amène au doublement de l'accumulation de calcéine, démontrant le rôle exclusif des 

ABCC/ MRP transporteurs dans les hémocytes. Ces données sont cohérentes avec les études 

précédentes indiquant que l'activité ABCB / P-gp est absente, et non inductible (Svensson, 

Särngren et al., 2003) ou très faiblement dans la moule bleue (Marin, Legros et al., 2004) et 

comme chez la moule d'eau douce Unio pictorum (Zaja, Klobucar et al., 2006). Svensson et 

al., en 2003,  montre que ni la staurosporine, ni le vérapamil bloque l’efflux chez les 

hémocytes de M. edulis. Leurs résultats indiquent fortement que les hémocytes n’utilisent pas 

une activité P-pg « classique ».  L’immunocytochimie conforte ces résultats, en révélant que 

transporteur ABCB / P-gp ne présente pas une localisation conventionnelle à la membrane 

plasmique, en dépit de l'expression des ARNm. Nos conclusions sont clairement différentes 

des résultats de travaux antérieurs qui montraient un effet des bloqueurs P-gp sur 

l'accumulation de rhodamine B  dans les hémocytes Mytilus edulis et Mytilus 

galloprovincialis (Minier & Moore, 1996; Minier & Moore, 1998). Nos résultats indiquent 

aussi que le profil d'activité des transporteurs ABC dans les hémocytes de la moule bleue 

diffère de celui des branchies de Mytilus californianus (Luckenbach & Epel, 2008) où les 

deux types de transporteurs ABCB et ABCC contribuent au phénotype MXR. 
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B.  Effets de la contamination chimique de l'environnement et 
capacité d'efflux des différents hémocytes 

La comparaison des activités d’efflux des deux sites de prélèvement montrent une 

activité basale plus faible dans les échantillons collectés à Yport comparativement à ceux 

prélevés au Havre où une contamination chimique des animaux aux HAP et aux PCB est 

mesurée (Marin, 2005 ; Aquaculture, 2011). Ce résultat peut s'expliquer par une induction des 

transporteurs d'efflux par les substances toxiques présentes dans les zones contaminées. Une 

telle induction, envisagée au sens large pour le système MXR, a déjà été mise en évidence au 

niveau des transcrits, des protéines ou des activités d'efflux de bivalves marins et 

dulçaquicoles (Minier & Moore, 1996; Minier & Moore, 1998 ; Marin, Legros et al., 2004 ; 

Luckenbach & Epel, 2005 ; Pain & Parant, 2007 ; Navarro, Weißbach et al., 2012). Matthieu 

Marin montre que l'activité MXR, mesurée en lecteur de plaque par l’efflux de calcéine 

rapporté à une DO MTT, augmente avec la température après 72h mais pas à 24h. Bien que la 

vitesse de réaction enzymatique pour les températures non dénaturantes s’accroisse avec la 

température, en respectant là encore la loi d'Arrhénius, l’effet observé ici, tardif, est 

probablement dû à des régulations transcriptionnelles ou post-transcriptionnelles de 

l'expression ou de l'activité des ABC- transporteurs. Comme décrit plus longuement dans 

l’introduction, de nombreux facteurs sont capables d’induire des acteurs moléculaires MXR, 

c’est le cas pour la température, via les HSP 70, ou des composés xénobiotiques, via les 

récepteurs SXR/PXR. Les travaux du même auteur en conditions tidales et intertidales 

montrent qu'à 12°C, les hémocytes issus de moules intertidales (comme Yport) ont une 

fluorescence basale CAM/MTT plus faible que les hémocytes issus des moules subtidales 

(comme Le Havre) après 72h de culture. La méthode utilisée par l’auteur repose sur une 

standardisation des quantités d’hémocytes par un test MTT, ce qui constitue assurément une 

importante source dans le cas des cellules immunitaires. En effet, comme nous l'avons montré 

précédemment (ARTICLE 4)  et comme cela a été publié pour les neutrophiles humains (Oez, 

Platzer et al., 1990; Oez, Welte et al., 1990 ; Kataranovski, Kataranovski et al., 1998), le test 

MTT est sensible à l'activité métabolique des mitochondries, elle-même variable en fonction 

de l'état d’activation des immunocytes. De plus, le milieu de culture à base de L-15 additionné 

d'amphotéricine utilisé par les auteurs ne semble pas adapté à la culture des hémocytes. Nous 

avons pu observer que les hémocytes de Mytilus edulis cultivés dans un milieu à base de L-15 

se détachaient du substrat. (Quinn, Costello et al., 2009) lors de la mise au point des cultures 

cellulaires de diffèrents tissus chez Dreisenna polymorpha conclut que le L-15 doit être utilisé 
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à 15%. De surcroît, l’amphotérécine B se révèle toxique pour les cultures cellulaires 

d’invertébrés (Goldstein, Fisher et al., 1977) dont Mytilus galloprovincialis (Cao, Mercado et 

al., 2003).  

 

Notre méthode basée sur la cytométrie en flux permet de s’affranchir du test MTT et 

de ce fait de l’état d’activation des cellules en analysant chaque cellule individuellement. 

L'analyse des histogrammes révèle que le MK571 décale le niveau de fluorescence vers des 

valeurs supérieures pour la plupart des cellules issues de moules du port du Havre. Cependant, 

27 % des cellules restent moins sensibles au bloqueur ABCC. Ce constat nous a conduit à 

effectuer une séparation analytique des activités d'efflux en fonction des types d'hémocytes. 

L’étude différentielle de l’activité MXR au sein des différentes populations identifiées 

selon les critères EV/SS indique que les granulocytes éosinophiles des moules collectées dans 

des moulières contaminées aux PCBs et HAPs ont une activité basale d'efflux 

significativement supérieure à celle des autres types cellulaires. La réponse pharmacologique 

au bloqueur a été étudiée en construisant des courbes dose-réponse au MK571. Dans ces 

conditions, l'efficacité du blocage à la plus forte concentration utilisée (MK571 30 µM) ne 

diffère pas entre les trois types cellulaires différentiellement analysés (basophiles, 

hyalinocytes et granulocytes éosinophiles) issus du site le moins contaminé (Yport) et est 

également du même ordre de grandeur pour les basophiles et les hyalinocytes prélevès sur les 

animaux du site le plus contaminé (Le Havre), correspondant à un facteur d'accumulation de 

fluorescence de x2,8 et un MAF (MXR Activity Factor) d'environ 62. En revanche, les 

granolucytes éosinophiles répondent avec une efficacité augmentée au MK571 30 µM avec un 

effet maximal conduisant à une accumulation x5,24 de fluorescence par rapport au niveau 

contrôle et un MAF de 72. Dans ces expériences, la puissance du bloqueur, déterminée par 

concentration demi-efficace, est de l'ordre du µM (de 0,7 à 7 µM) ce qui est cohérent avec une 

action spécifique sur un transporteur ABCC puisque une valeur de 3,5 µM est rapportée pour 

des érythrocytes humains (Lania-Pietrzak, Michalak et al., 2005).  

Il apparaît donc que l'activité d'efflux conférant le phénotype MXR repose sur 

l'activité d'une protéine de type MRP dans les hémocytes et qu'elle est principalement portée 

par les granulocytes éosinophiles. Cette activité ABCC / MRP semble être inductible par des 

xénobiotiques environnementaux. Nos résultats expliquent certainement en grande partie les 

niveaux faibles d'activité MXR hémocytaires précédemment relevés chez la moule (Minier & 

Moore, 1996; Svensson, Särngren et al., 2003; Luedeking & Koehler, 2004; Marin, Legros et 

al., 2004), dans des travaux utilisant des approches sensiblement différentes, à savoir i/ des 
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mesures ponctuelles en microscopie confocale ou, au contraire, globales en lecteur de plaque 

au lieu d'analyses restreintes aux populations d'éosinophiles par cytométrie en flux, ii/ 

l'utlisation de la sonde rhodamine B au lieu de la calcéine-AM, et iii/ la comparaison de 

valeurs contrôle à des niveaux bloqués par des inhbiteurs ABCB (typiquement le vérapamil) 

au lieu d'inhibiteurs ABCC.  

Pour une utilisation comme biomarqueur d'exposition, l'évaluation du phénotype MXR 

à partir de l'activité d'efflux de la calcéine-AM mesurée en cytométrie en flux sur le paramètre 

FL-FC associée au calcul du MAF en présence de 30 µM de MK571 et en restreignant 

l'analyse aux granolucytes éosinophiles constitue certainement une optimisation intéressante. 

Cette approche doit maintenant être validée par une campagne d'évaluation extensive sur le 

terrain.  

 

IV. MXR et motilité (ARTICLE 4) 

Parmi tous les acteurs et régulateurs de la motilité, dont une grande partie est revue par 

(Ridley, 2011) et (Vorotnikov, 2011), certains interviennent dans des voies de signalisation 

faisant l'objet de peu d'études. C’est le cas des protéines d’efflux conférant le phénotype de 

résistance multiple aux médicaments (MDR). Ainsi (Randolph, Beaulieu et al., 1998) montre 

que le blocage de la P-glycoprotéine par un anticorps inhibe aussi la migration des 

lymphocytes T et des cellules dendritiques sur des explants de peau humaine cultivés. De 

même, l’inhibition de MRP1 par l’antagoniste MK571 (Robbiani, Finch et al., 2000) ou de 

MRP4 par le citrate de sildénafil  (Viagra) ou par ARN interférence (van de Ven, Scheffer et 

al., 2008)  inhibe la migration des cellules dendritiques humaines vers les ganglions 

lymphatiques.   

 

Sachant que les hémocytes de Mytilus edulis expriment des proteines ABCB et ABCC, 

que ces cellules migrent et que nous disposons d'un système de mesure de la motilité 

cellulaire, nous avons été conduit à tester les inhibiteurs des transporteurs ABC sur la 

migration des hémocytes (ARTICLE 4). Dans les conditions de tracking habituelles, à 14°C et 

dans du MPSS, l'exposition durant une heure à 30 µM de l'inhibiteur ABCC MK571 provoque 

une chute de la vitesse de migration d'un facteur supérieur à deux, pour les hémocytes 

prélevés sur des moules originaires d'Yport ou du Havre, en vitesse initiale à t=0h et après 48 

heures de culture. Les bloqueurs non compétitifs des protéines ABCB, le PSC833 et pour la 

première fois dans cette thèse le tripeptide reversine 205, sont sans effet sur la motilité 
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hémocytaire. Ainsi, les bloqueurs MRP ont une action chimiokinétique négative sur les 

hémocytes de moule, tout comme sur les cellules dendritiques humaines. Cette fonction 

semble avoir été également retenue dans les systèmes immunitaires innés des deux espèces. 

Des expériences complémentaires doivent cependant être menées pour vérifier que l'effet du 

MK571 n'est pas de nature toxique ou chimiosensibilisante vis-à-vis du Hoechst 33342, lui-

même allocrite MRP interagissant avec l'ADN mais faiblement efflué en condition contrôle 

dans la mesure où cette sonde marque efficacement le noyau.  

Bien que les mécanismes impliquant ces pompes d’efflux dans la migration des 

immunocytes ne soient pas encore bien compris, il est indubitable que les transporteurs ABC  

jouent un rôle dans l'immunité. Au cours des 15 dernières années, il est apparu que plusieurs 

transporteurs ABC sont non seulement impliqués dans le transport d’agents cytotoxiques mais 

aussi dans celui des médiateurs inflammatoires tels que le facteur d’activation plaquettaire, les 

leucotriènes ou les prostaglandines (van de Ven, Scheffer et al., 2008). D’autres liens entre les 

transporteurs de la résistance multiple et la régulation immunitaire des lymphocytes T ont été 

signalés, mais aucun ne révèle un mécanisme clair de leurs activités. Ainsi la protéine MRP1 

est constitutivement exprimée par les lymphocytes T auxiliaires de type 2 et est induite sur les 

cellules de type 1 après stimulation antigénique (Lohoff, Prechtl et al., 1998). Le blocage des 

transporteurs affecte de façon différentielle la sécrétion de cytokines. L'inhibition de la P-

glycoprotéine inhibe, in vitro, la sécrétion de l'IL-2, IL-4 et IFN-γ par les lymphocytes T, 

mais n'affecte pas les niveaux d'IL-6 (Drach, Gsur et al., 1996). D'autre part,  le blocage du 

transport médié par MRP1 améliore la sécrétion d'IL-6 (Vellenga, Tuyt et al., 1999). Ces 

transporteurs ABCC sont responsables du transport des facteurs paracrines génériques, tels 

que les prostaglandines, mais aussi de chimiokines comme les leucotriènes ou plus 

spécifiquement CCL19 et CCL21, toutes deux impliquées dans la migration des cellules 

dendritiques (van de Ven, Scheffer et al., 2008). 

Les transporteurs ABC de type C sont connus pour effluer les composés conjugués 

aux GSH-, aux glucuronates ou aux anions sulfates et, par conséquent, être impliqués dans la 

résistance aux toxiques (Leslie, Deeley et al., 2005; Choudhuri & Klaassen, 2006 ). La 

détoxification de l'organisme par efflux est une fonction biologique fondamentale des 

barrières de perméabilité ou des organes d’excrétions présentant des feuillets cellulaires à 

jonctions étanches. Ces structures, comme la barrière hémato-encéphalique et le foie chez les 

vertébrés (Deeley, Westlake et al., 2006) ou les branchies chez la moule (Luckenbach & Epel, 

2008), expriment plusieurs classes d'ABC transporteurs adressés spécifiquement à la 

membrane baso-latérale ou à la membrane apicale. L'activité d'efflux se fait selon un courant 
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unidirectionnel, drainant les toxiques vers le compartiment excréteur ou une lumière 

débouchant vers l'extérieur. A l’inverse, pour des cellules dispersées dans le sang et les tissus 

comme les immunocytes, les pompes à efflux s'avèrent beaucoup moins efficaces car les 

allocrites baignent les cellules et sont refoulés dans le compartiment extracellulaire selon une 

boucle courte diffusion-pompage-diffusion. L'activité d'efflux doit donc dans ce cas être vue 

comme un mécanisme d'autoprotection cellulaire, abaissant seulement la concentration 

cytosolique en toxiques sans conduire à une réelle détoxification.  

Des fonctions biologiques alternatives des transporteurs ABC dans ces cellules sont 

donc discutées depuis plusieurs années (Johnstone, Ruefli et al., 2000 ; Mizutani, Masuda et 

al., 2008). L'expression constitutive relativement élevée de la P-gp dans les cellules NK et les 

lymphocytes T cytotoxiques est intrigante, et des efforts ont été faits pour établir une 

corrélation entre cette observation avec un rôle dans le fonctionnement des cellules 

effectrices. Ces cellules sont capables d’induire la mort par le système Fas/Fas ligand et la 

libération de granules cytotoxiques comprenant par exemple des perforines et des granzymes 

dans la cellule cible (Smyth & Trapani, 1995). Un certain nombre de chercheurs ont montré 

que l'inhibition de la fonction d’efflux P-gp dépendante aboutissait à une réduction de 

l’activité cytolytique (Gupta, Kim et al., 1992; Chong, Markham et al., 1993 ). Cependant, 

aucune voie n’a pu être mise en évidence jusqu’à ce jour, il est possible que la  P-gp 

fonctionnelle soit nécessaire pour une liaison optimale à la cellule cible ou à l'induction du 

processus cytolytique, ou les deux (Johnstone, Ruefli et al., 2000). Il est également possible 

que la P-gp serve à protéger les cellules immunitaires de la lyse directe ou subie dans 

l'environnement hostile d'une réponse immunitaire. Bien que la P-gp ne protège pas de la lyse 

cellulaire causée par les perforines  Weisburg et al. ont montré que la P-gp peut conférer une 

résistance à la lyse cellulaire induite par le complément activé (Weisburg, Curcio et al., 1996; 

Weisburg, Roepe et al., 1999).  

Pris dans leur ensemble, nos résultats et la littérature actuelle permettent d’envisager la 

fonction centrale des transporteurs ABCC dans la migration cellulaire comme peut le résumer 

la Figure 39. 

 L'activité d'efflux médiée par les transporteurs ABCC/MRP des granulocytes 

éosinophiles chez la moule est induite en condition d'exposition aux contaminants 

environnementaux. D'autre part, cette activité est sensible aux chimiosensibilisants comme le 

MK571, qui bloquent la migration cellulaire et pourraient, en conséquence, exercer un effet 

dépresseur sur l'immunité. Ainsi, certains allocrites MRP présents dans l'environnement 

pourraient par leur action compétitive vis-à-vis de facteurs chimiokinétiques endogènes, avoir 
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une action délétaire sur la défense immunitaire. Parallèlement au rôle qui leur est conféré dans 

le phénotype MXR des tissus barrières, les transporteurs d'efflux pourraient consituer des 

biomarqueurs intéressants pour évaluer les atteintes immunotoxiques dans le cadre de la 

régulation de la motilité hémocytaire. 

Rôle des transporteurs

ABCC /MRP

- Sécrétion de cytokines et de facteurs 

chimiotactiques

- Efflux des composés cytotoxiques dans 

le milieu extracellulaire
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PRR
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Figure 39. Rôle des transporteurs ABC dans les hémocytes de Mytilus edulis. 
Dans cette représentation, seuls les transporteurs ABCC/MRP sont impliqués dans la 
sécrétion de cytokines et, par conséquent, dans la régulation de la migration des hémocytes. 
Les transporteurs ABCB/P-gp séquestrent les composés cytotoxiques dans les vésicules. Noter 
la présence de boucles autocrines et paracrines. 

 

Au-delà de l'intérêt de ces questions sur le plan de la physiologie comparée de 

l'immunité et des éventuelles applications dans le domaine de l'écotoxicologie, le modèle des 

hémocytes de Mytilus edulis et de leur activité migratoire présente un intérêt certain en 

biologie fondamentale, dans le contexte simplifié d'une immunité exclusivement innée.  
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CONCLUSION & PERSPECTIVES 

 

 

Dans l’ensemble, nos résultats proposent une vision dynamique et 

morphofonctionnelle des effecteurs cellulaires de l'immunité exclusivement innée chez 

Mytilus edulis, sur la base types cellulaires identifiés dans la littérature scientifique : les 

granulocytes éosinophiles, les hyalinocytes et les basophiles. Cette classification, encore 

fragile en l'absence de marqueurs moléclaires, d'organe hémopoïétique identifié, de 

connaissances sur le cycle de vie, les étapes de maturation et d'activation des hémocytes doit 

être enrichie par des travaux précisant les rôles physiologiques des différents types cellulaires. 

L'étude des mouvements hémocytaires au niveau de la cellule unique permet de proposer de 

nouveaux critères aidant à discerner les différentes sous-populations. La capacité de ces 

cellules à modifier rapidement leur morphologie, même à 12°C, impose d’exclure toute 

identification cytologique fondée simplement sur la morphologie dans des préparations de 

cellules vivantes ou fixées. Comme l'ont indiqué GarciaGarcia et al. en 2008, un effort urgent 

doit être fait pour proposer des critères consensuels de classification des hémocytes de moule. 

Les mouvements cellulaires révélés par nos travaux montrent des interactions qui restent à 

élucider entre les hémocytes de sous-populations différentes. Ainsi, les agrégats, avec leurs 

cœurs de basophiles, ainsi que la présence quasi systématique des basophiles sur les autres 

cellules montrent le possible rôle prévalent de ce type cellulaire dans la réponse immunitaire. 

 

Notre analyse de la migration des hémocytes suggère fortement que la motilité est très 

sensible aux microenvironnements cellulaires. Nous avons pu montrer l’effet de la 

température et du milieu de culture et observer des divergences selon les sites de prélèvement. 

A l'instar de la phagocytose, la motilité cellulaire constitue un indicateur intégré pour 

l'évaluation de l'immunotoxicité dans le cadre d'expositions in vitro ou in vivo d'hémocytes ou 

d'organismes entiers. Un certain nombre de validations doivent encore être réalisées avant de 

pouvoir prétendre à la proposer comme éventuel biomarqueur fiable. La méthode de tracking 

cellulaire mise au point dans ce travail pourra être utilisée pour caractériser la motilité des 

hémocytes en réponse aux variations saisonnières, aux changements climatiques, ainsi qu’aux 

challenges bactériens et aussi aux contaminants aquatiques. L’altération de la vitesse de 

migration d'une lignée cellulaire de macrophages humains mobiles a  déjà été utilisée pour 
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évaluer la toxicité des polluants atmosphériques (Laval-Gilly, Falla et al., 2000). De la même 

façon, les modifications potentielles de la motilité des hémocytes de moules pourraient 

constituer un outil précieux pour l'écotoxicologie marine. 

 

L’utilisation, pour la première fois, de la cytométrie en flux pour caractériser le 

phénotype MXR a révélé deux points majeurs: l’activité d’efflux est uniquement médiée par 

les transporteurs ABCC/MRP et elle est principalement portée par les granulocytes 

éosinophiles.  Cette activité semble inductible dans cette sous-population tandis qu’elle 

présente un niveau basal dans les hyalinocytes et les basophiles. La P-gp, quant à elle, s’avère 

être localisée dans des vésicules, sans qu'une activité mesurable permette d'affirmer qu'elle 

contribue à un efflux de détoxification. Dans ce travail, les transporteurs ABC apparaissent 

aussi comme des protéines multifacettes impliquées à la fois dans le drainage des 

cytotoxiques du cytosol et dans des processus physiologiques fondamentaux distincts de leur 

activité d’efflux. Les transporteurs ABCC/MRP hémocytaires semblent plus liés au contrôle 

chimiokinétique de la migration cellulaire, qu'à une réelle "résistance" contre les 

xénotoxiques, qui n'a jamais été directement démontrée sur des modèles cellulaires de 

bivalves. Il est finalement assez probable que la détoxification ne soit pas le rôle principal des 

transporteurs ABC dans les immunocytes.  

 

Une meilleure compréhension de la motilité hémocytaire pourrait fournir de précieuses 

informations concernant le rôle des ABC transporteurs dans cette fonction. L’étude de la 

motilé in vivo apporterait également des éléments physiologiques fondamentaux sur certaines 

fonctions des  hémocytes comme la réparation tissulaire ou l’infiltration des tissus. 

L’isolement de l’organe hématopïetique permettrait d’établir une classification plus précise 

des hémocytes avec compréhension de l’hématopïese. L’activation des cellules au 

prélèvement n’est pas bien comprise. L’existence de répresseurs de l’inflammation solubles 

dans l’hémolymphe et/ou de récepteurs (comme des mécanorécepteurs par exemple) à la 

surface des hémocytes induisant une activation restent à démontrer. Ces travaux pourraient 

constituer une base de travail pour le développement d’un biotest permettant d’évaluer la 

qualité de l’eau marine en se fondant sur la motilité des hémocytes de moule. 
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ARTICLE 5  
 

 

 

Different modalities of intercellular membrane 
exchanges mediate cell-to-cell p-glycoprotein 

transfers in mcf-7 breast cancer cells. 
 

Pasquier, J., Galas, L., Boulange-Lecomte, C., Rioult, D., Bultelle, F., Magal, P., 
Webb G. & Le Foll, F. 

 
(2012) 

 
 
 

La résistance multiple aux médicaments (MDR) est un phénomène par lequel les 
cellules tumorales présentent une résistance à une variété de médicaments de chimiothérapie 
sans parenté chimique. La forme classique de multirésistance aux médicaments est liée à la 
surexpression, à la membrane, de la glycoprotéine P (P-gp), qui agit comme une pompe 
d'efflux énergie dépendante des drogues. L’expression de la P-glycoprotéine est connue pour 
être contrôlée par des mécanismes génétiques et épi-génétiques. Jusqu’à présent, les processus 
de régulation du gène P-gp et la sélection des cellules résistantes ont été jugées suffisantes 
pour expliquer l'émergence de phénotype MDR au sein d'une population de cellules. 
Cependant, récemment, des acquisitions «non génétiques» de MDR par transferts de P-gp de 
cellule à cellule ont été signalées. Dans la présente étude, nous montrons que les transferts 
intercellulaires de P-gp fonctionnels surviennent par deux modalités différentes mais 
complémentaires à travers des interactions de cellule donneuse-receveuse en l'absence de 
pression de sélection par les drogues. Le transfert de la P-glycoprotéine et de l'activité d'efflux 
ont été suivies pendant 7 jours par microscopie confocale et la cytométrie de flux dans des co-
cultures de cellules parentales de MCF-7 du cancer du sein sensibles aux médicaments avec 
des variants résistants surexprimant la P-gp. Un processus rapide de transfert à distance a été 
établi sur la base de la sécrétion et l’attachement de microparticules contenant de la P-gp. Le 
transfert médié par les microparticules a été détecté après seulement 4 heures d'incubation. 
Nous identifions également un autre mode de transfert par contact, constitué d’un trafic de P-
gp de cellule à cellule par des tunnels de nanotubes formant des ponts entre cellules voisines. 
Nos résultats fournissent de nouvelles preuves mécanistiques de l'émergence extra-génétique 
du phénotype MDR dans les cellules cancéreuses et indiquent que de nouvelles stratégies 
thérapeutiques visant à surmonter le phénotype MDR peuvent inclure l'inhibition des 
microparticules et de tunnels de nanotubes permettant le transfert intercellulaire de P-gp. 
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ARTICLE 6  
 
 
 

P-glycoprotein-activity measurements in 
multidrug resistant cell lines: single-cell versus 
single-well populational fluorescence methods 

 
Pasquier, J., Rioult, D., Abu-Kaoud, N., Marie, S., Rafii, A., Guerrouahen, B. & 

Le Foll, F. 
 

(2013) 
 
 
 

Introduction. L’expression de la P-gp est responsable de l'efflux des médicaments 
chimiothérapeutiques contre les cancers humains aboutissant à la multirésistance (MDR). 
Différentes techniques basées sur la fluorescence ont été utilisées pour mesurer l'activité de la 
P-gp. Dans cet article, nous comparons deux approches couramment utilisées et abordables 
par les laboratoires: le lecteur de microplaques (MPR) et la cytométrie en flux pour détecter 
l'activité d'efflux de la calcéine-AM par la P-gp. 
 
Résultat. La sélectivité, la sensibilité et la reproductibilité des deux méthodes ont été définies. 
Nos résultats ont montré que le MPR est plus puissant pour la détection de petite inhibition, 
mais la méthode de cytométrie en flux est plus fiable à des concentrations d'inhibiteurs plus 
élevées. Nous avons montré que, pour déterminer précisément l'efficacité de l’inhibition, le 

cytomètre en flux est de meilleure qualité et donne des valeurs correctes pour l’Emax et 

l’EC50, ce qui n’est pas le cas avec le MPR. 
 
Conclusion. Les deux techniques peuvent potentiellement être largement utilisées dans 
l'industrie pharmaceutique pour le criblage de médicaments à haut débit et dans les 
laboratoires de recherche universitaire pour le suivi de l'efflux dans des tests spécifiques. 
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