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INTRODUCTION GENERALE

L ostréiculture occupe une place importante damgubculture marine mondiale avec une
production annuelle tuitre sélevant a 4,7 milins de tonnes en 2012 (BA201§. En France,
| élevage de huitre creuse Crassostrea gigasest la principale activité aquacole avemte
production annuelle avoisinant les 10000 tonnes en 2012 (Comité Natal de la
Conchyliculture, 2016

L ostréiculture francaise a conmme succession de @es de développement, de pleine
exploitation alternant avec des périodes de crises, le plus souvent liées a la surexploitation du
milieu naturel et/ou hpparition de maladies. Ainsi, suite @nsuffisance de production des
gisementsnaturelsde |huitre plateOstrea edulis espéce endémique des cbétes francaises,
| espéceCrassostrea angulatau huitre portugaise a été introduite en France a partir des années
1860. Cette espéce a toutefois été décimée, a la fin des années 1970, Ipdowvirns,
responsable de la « maladie des branchig€omps and Duthoit, 1979Pour relancer la
production ostréicole francaise hliitre creuse du Pacifiqu€rassostrea gigasa donc été
introduite au début des années 1970 a partir du Japon. Elle est dujoladcprincipale espece

d huitre élevée dans le monde.

Depuis la derniere décennie, dans les écosystemes marins cbtiers, les éléndges@
gigassubissent des épisodes de ralité estivale affectant les huitres juvéniles. Ces mortalités
touchent de facon significative la production francaisec des pertes variables selon les années.
Ces mortalités récurrentes ont pour conséquencgadrtantes pertes économiques au seirade |
filiere ostréicole. Un programme de recherche national multidisciplinaire dénommé MOREST
(MORTalités ESTivales) a révélé que ces mortalités ont une étiologie multifactorielle impliquant
les conditions environnementales, le statut physiologique et/outiggénéle lhuitre et la
présence de microorganismes pathogdi$esnain and McCombie, 20P8Depuis 2008, les
phénoménes de mortalités estivales se sont intensifiés et apparaissent plus t@hdemsdes le
printemps, lorsque la température dEal atteint 16°C. Un virus de type Herpes nommeé GsHV
1 (Segarra et al., 20)@insi que des souches \dibrio du clade Splendidud.acoste et al., 2001
Gay et al., 2004/Gay et al., 2004&aulnier et al., 20)Gont systématiquement retrouvés chez
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les huitres moribondes depuis 2008. Un nouveau variant du virus-ODgMr), apparu depuis
2008, pourrait contribuex | aggravation des mortalit§Segarra et al.201Q Schikorski et al.,
2011k Segarra et al., 2014

Parallélement & ces phénomenes de surmortalité, les zétegade dchuitres sont soumises
depuisquelguesannées a unexpansion inquiétantées efflorescences de microalguessibles
(HABs: Harmful Algal Bloons) dont les espécgwoductrices de toxineka lagune de Thau en
particulier, moteur économique majeur de la région Languedoc Roussilipnincipal site
ostréiole en méditerrangeestconfrontée régulierement a de fortes mortalités des juvénileEs de
gigas mais également a dedflorescences récurrentes de la microalgue productrice de toxines
paralysantesilexandrium catenell@illy et al., 2002 Laabir et al., 2011l aanaia et al., 2033

Malgré les travaux consacrés aux mortalités des huitres, on ignore enbegré dctuelle le
poids relatif desgents pathogenede la génétique des huitresies forcages environnementaux
dans lexpression de pathogénése. Notamment, les bases cellulaires et moléculaires de ces
maladies multifactorielles restent encore méconn@ss.ignore aussi tres largement les
microalgues produdtres de toxines paralysantes pourraient constituer un facteur aggravant lors
deces phénoménes de mortalités observés.

Cette thése est consacréeé&ude cellulaire deihteraction entre la microalgue productrice
de toxines palgsantesA. catenellaet | huitre C. gigas confrontée a des vibrios pathogenes
L objectif de ma these était (1) de déterminek.statenellgpeut augmentda susceptibilité des
huitres aux vibrioses et (2)identifier les effets apoptotiques des tosimke cette microalgue sur
les cellules immunitaires dé. gigas Les travaux exposés dans cette thése ont été réalisés au
sein de léquipe MIMM « Mécanismes dnteraction et dAdaptation en Milieu Marin» de
'UMR5244 [HPE « Interactions HotesPathogéne&nvironnement » sous la tutelle de
| Université de Montpellier, de Université de Perpignan Via Domitia, du CNRS, et de
| Ifremer; et au sein de UMR9190 MARBEC « Biodiversité Marie, Exploitation et

Conservation sous la tutelle deUniversité de Montpellier, delIRD, du CNRS et de Ifremer.
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Le premier chapitre de ma thése présente une revue bibliographique sur (1) les microalgues
productrices de toxines paralysantes dans le monde et plus particulieresneffibfescences
d A. catenelladans & lagunede Thau, (2) huitre creuse. gigaset plus particulierement son
systeme immunitaireet ses interactions avec les microalgues productrices de toxines

paralysanteset(3) | apoptose comme une forme de mettudaire programmée chéz. gigas

Le deuxieme chapitre concerne les résultats obtenus dans le cadre de cette thése. La section
A décrit limplication de la microalgue productrice de toxines paralysaitestenelladans
| augmentation de lausceptibité des huitres auxilwios pathogenes. La section B présente la
mise en évidence dne cible des toxines paralysantes chieditreC. gigasainsi que leurs effets

apoptotiques sur les cellules immunitaires taitre.
Le troisieme chapitre est une dission générale qui propose des perspectives de recherche

sur le role dA. catenelladans les phénomenes de mortalités des huétrdes mécanismes

apoptotiques induits par les toxines paralysantes chez les huitres.
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CHAPITRE |: RAPPELS BIBLIOKRAPHIQUES

|. LESEFFLORESCENCESADGUEINUISIBLES

1.1 Généralités

a) Expansion globale

Dans les systemesarins la prolifération d'une ou de plusieurs espeemitroalguepeut
entrainer des efflorescenaasisibles apelées « Harmful Algal Blooms » (HABS). Ce sdet
phénoménegassocié soit a une productiome toxines par les cellulesalgues soita une forte
production de biomasse menant a des phénomeénggakie ou danoxie dans le milieu
(Smayda, 1997 Ces HAB peuvent étrela conséquencele phénomenesaturels tels que
| Upwellingmais aussi din changement du statut trophique pouvant étre liédu&rophisation
(Al-Ghelani, 200% Au cours des derniéres décennies, une augmentation globale des HABs, en
fréquence et en répartition géographique, est observée datostéemes marir(§libert et
al., 2005 Anderson et al., 2002

Quatre processus principaux peuvent expliquer cette augmentaoénedments HABs
Tout dabord, lintroduction accidentelle de kystes temporaoesie résistancdesmicroalgues
nuisibles, en particulier les dinoflagellésa les eaux de ballasts ou le transfert de mollusques
d'une région a une autee qui favoriseraita dispersiorde ces microalgug$iallegraeff, 1995
Laabir and Gentien, 1999 eutrophisation des eaux cétiergmpliquantun enrichissement de
| environnement en éléments nutritifprovenant essentiellement ddéchets industriels ou
agricoles est également ur@ause principaleAussi,| impact des changements climatiqaesc
notamment kugmentation de la température favorisant le développement des microalgues
benthiques thermophileainsi que laugmetation @s zones cotiéres exploitéasdes fins
aquacolesont deux facteurs que peuvent pas étre ignorée partie de cette augmentation
serait également dueuie sensibilisation scientifique accruea mise en place de réseaux de
surveillance etl amélioration des techniques de détection des espéces nuisibles et de leurs
toxines ont sans doute contribuéugymentede nonbre dépisodes toxiquegvelé (Hallegraeft,
1993.
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b) Impacts dans les zones cotiéres

Les algues toxiques sont normalement présentes en faliaslancedans lenvironnement
sans impact sues composaets dun écosysteme da santé humaine. Cependant, leur présence
a desdensités élevésse traduit padivers effets néfastes sles mollusques, les poissones
mammiferes marins, les oiseaux dtomme (Flewelling et al., 2006 De ce fait,les algues
toxigues sont maintenantonsidérées comme un des principaux facteurs de risque
environnementaugmergentsL augmentation de la fréquence des blooms, leur amplitude ainsi
que leur distribution géographiq(iigure 1)peut étre néfaste pour le fonetieement du réseau
trophique et ls activités socigconomiquesmais aussi peut présenteles risques non
négligeables sua santé humaine.

13



Figure 1. Augmentationmondiale du nombre deblooms détectés ligaux phycotoxines.
Lessecteurs encerclés indiquent les zones ou les toxines ont été détectées a des niveaux
suffisans induisanun impact sur la sant&umaineou sur lenvironnement. pres(Van Dolah,
2000, adapté dangGueguen, 2009
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En effet, & fonctionnement de dcosystemeale la zone impactée par les HABs peut étre
perturbé par hccumulation dine trés forte quantité de matiére organique produite par les
especes concernéesest le cas dPrymnesiophyté®haeocystis globosgui synthétise de forse
guantités de matiére orgaque sous forme de mousse en Manche et Mer du (Sewtont et al.,
2006.

Les HABs peuvent avoir également des conséquences économiques notamment des pertes
financiéres dans la filiere aquacole, le secteur touristiis que dans la gestion de la crise
(Anderson et al., 2000

Le risque pour la santé humaiaest d0 d accumulation des toxines produites partaines
especes le londu réseadrophigue. Lintoxication chez homme résulte de la consommation de
mollusques bivalves, crustacés ou poissons phytophages etocasnayant accumulé des
toxines dans leur chralLandsberg et al., 2006Les sympténes caractéristiques varient selon les
différents syndromes et taxicité des toxines @bleau 1).

a) Les microalgues toxiques et leurs toxines
Plus dune douzaine de toxines synthétisées par des microalgues marines ont été identifiées
comme responsablese da mort de nombreux vertébrés (poissons, oiseaux ou mammiferes)
(Flewelling et al., 2006 Les différents sysromes associ€s, bien que spécifiques a chaque type
de toxine, partagent certainsymptdmes communs. Le tableau-dessous regroupe les
différentes algues toxiques productrices de &xirt les symptdmes liés ayndrome associé

chez lhomme (Tableau 1)
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Microalgues Risque sur la sagthumaine
toxiques(_Gen_res et| Phycotoxines Svndrome Symptdomes| Symptémes Symptomes
especes impliqués) y digestifs | neurologiques| cardiovasculaires

Alexandrium

Gymnodinium Saxitoxines PSP
Pyrodinium P P P
Karenia
Chattonella Brevetoxines NSP
Heterosigma b b b
Dinophysis Acide okadaique
Prorocentrum ) . .
. Dinophysistoxines DSP
Protoceratium . p p
) o Yessotoxines
Lingulodinium
Gambierdiscus Ciguatoxines CH 0 0
Pseudenitzschia Acide domoique ASP 0 0
Azadinium spinosunp  Azaspiracide AZP 0 0
Karenia selliformis | Gymnodimines
Alexandrium Spirolides FAT ? p ?
ostenfeldii
. Palytoxines
Ostreopsis spp. Ostreocines PLT o o

Tableau 1. Récapitulatif des différentes espéced algues toxiques répertoriées, leurs
toxines associées ainsi que leurs symptomes chéoinme.
Ce tableau est une synthése des données répertoriédsldardling et al., 2005Landsberg et
al., 2005.
PSP: Paalytic Shellfish Poisoning, NSPNeurotoxic Shellfish Posoning, DSP Diarrhetic
Shellfish Poisoning, CFPCiguatera K5h Poisoning, ASP Amnesic Shellfish Poisoning, AZP
Azaspiracid Shellfish Poisoning, FATFast Acting Toxins, PLT Palytoxines
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I.2 Les microalgues productrices de toxines paralysan tes

Les toxines paralysantesausent des symptomes de type digestifs, neurologiques et
cardiovasculaires. Ellggeuvent affecter les humains, les oiseaux aussi bien quealemiféres
marins.La premiere intoxication alimentaire par ces toxines date @8 d@ns le Pacifique
Nord-Ouest du Nord deAmérique(Kao, 1993 Faber, 2012 Des intoxicationgn Amérique du
Nord, en Europeau Japon, emAfrigue du Sud et en Nouveliéélande ont rapidement ensuite
suivi (Faber, 201p Et cen est que dans les années 1980un bioessasur souris a été mis en
place pour éviter toutatoxication due a la consommation de mollusques bivalpescipal
vecteur de la transmission admmé contaminés par des toxines paralysantesrigine des
intoxications a été ensuite découverte en 1957 par une équipe japoriaiseoddcule active
isolée a partir de la prair&axidomus gigantepsjui a donné son nom la saxitoxine (STX)
(Amzil et al., 2001

a) Lesmicroalgues productrices

Les toxines paralysantes sont produites par des microalgues marines appartenant toutes a la
classe des Dinoflagellés. Une vingtainegpéces de Dinoflagellés sont signaléasme étant
les principales amrces de toxines paralysantes. Ellnt réparties dans les trois genres
suivants Alexandrium Gymnodiniunet Pyrodinium

Les toxines paralysantggeuvent également étre produites par des cyanobactédas d
douce appartenant principalement au geémabaena, CylindrospermopssPlanktothrix.A ce
jour, aucue intoxication de lhomme par la STX présentians leau douce @ été mentionge
(van Apeldoorn et al., 200.7Le tableau cdessous détaille les difféerentes especes productrices

de toxines paralysantes ainsiegleur distribution dans le mon(Eableau 2)
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Ordre Genre Espeéec Distribution Référenct

Cotes dAmérique du Nord
Gymnodiniale$ Gymnodinium G. catenatum Afrique duNord (Vale, 2008
Europe du Sud

P.bahamensear.

i 4 ini Landsberg et al., 2006
Dinoflagellés Pyrodinium compressum ( g 0
marins Alexandriurmr ical
AT A. minutum Zones tropicales a (Abouabdellah et al., 2008
Péridiniales L. : '
(refonte des genres A. tamarense temperees (Choi et al., 2006
Gonyaulax,
A. fundyense (Twarog et al., 1972
Protogonyaulaset A. catenellgpacificum) (Laabir et al., 2011
Gessnerium ' P B
A. circinalis
A. perturbata var. tumida Australie
A. spiroides
. Anabaena A. lemmernii Lacs danois (van Apeldoom et al., 2097
Cyanobactéries Nostocales
d eau douce A. flosaquae Amérique du Nord
Portugal
Cylindrospermops C. raciborsk Brésil (Saker et al., 2003
Oscillatoriale Planktothri Planktothrix sp Italie (Pomati et al., 200)

Tableau2. Les différentes algues productrices de toxines paralysantes et leur répartition a travers le monde.
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b) Lespropriétés
Les toxines paralysantes sont une famille composémed vingtaine de molécules
chimiqguement proches dont la toxine de base est la saxitoxine. Ce sont des composés polaires de
faible poids moléculaire, thermostables et stables en milieu acideofRtre, leur sensibilité aux
oxydants les rend instables en milieu alcalin. Leur structure de base est le systeme tricyclique
3,4 propinoperhydropurine (Figure).2La saxitoxine et ses dérivés peuvent étre divisés en
guatre groupef-rémy and Lassus, 20p1

- les carbamates qui incluent la saxitoxine (STkjs gonyautoxines (GTX2, GTX3,
GTX1, etGTX-4) et la néesaxitoxine (NeoSTX)

- les Nsulfocarbamoyles qui incluent les toxines B ou GTX selon goe buit les
terminologies japonaises ou neathéricaines (B1 ou GTX5, B2 ou GTX6) et les toxines
C(C1,C2,C3,C4)

- les décarbamoyles (dcSTX, dcGTXRGTX3, dcGTX1, dcGTX6 et dcNEO)

- les deoxydecarbamoyles (doSTx, doGTX2 et doGTX3) avec un atdmgdrdgéne en
position R4.

Les différentes variantes proviennent essentiellement des biotransformations dues a

| épimérisation, hydrolyse et la réductiof©shima, 1995.

Figure 2. La structure chimique de la saxitoxine et de ses dérives.
D aprégFrémy and Lassus, 200hdapté.
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C) La toxicologie : Effet chez Ihomme et mode d action

Les toxines paralysantes sont les neurotoxines les plusesdant le dérivé le plus toxique
chez Ihommeest la saxitoxineLa dose l|étale par voie oraést comprise entre 1 et 4 mg
équivalent STX, en fonction du sexe et d&dt physiologiquale chacunlne foisingérées,
elles sont rapidement absorbées partrigctus gastrintestinal et excrétées dans l'urine. Les
premiers signes cliniques apparaissent dans les 30 a 60 minutes aprés ingestion ataoint d
de nature gastrimtestinale, puis ardre neurologique. Trois degrésmdoxication ont été établis
en fonction de la gravité des symptomes obse@émy and Lassus, 2001 e niveau bénin
correspnd a une paresthésie buccale, pouvartesdre au visage et au cou, puis aux extrémités
des doigts et aux orteils. Dans certains cas, des nausées et des vomissemelnsersest Le
niveau sévere se caractérise par des paresthisibeas et dgambes une incohérence de la
parole, des sensationsedgourdissement et ataxie ainsi que pardpparition de difficultés
respiratoires et de sensationsétduffement.Le niveau extréme présente une variété de
symptomesneurologiques aboutissant a des seasatide choc, des paralysies motrices et en
particulier respiratoires pouvant conduire a la mort ahsnce dassistance respiratoirBes
chocs cardiovasculaires peuvent également avoiffieakash et al., 1971

La distribution et la fréquence des intoxications par les toxines paralysantes conginuent
augmenter globalement avec 2000 castdxications recensés par anl échelle mondialeet
dont le taux de mortalité ede 15%(Kellmann et al., 2008 Bien que saétection initialedate
de 1957, aucun antidote de la saxitoxinest disponible a ce jour. Seuls des systeneidela la
respiration ainsi que des techniques pour limiggdimilation des toxines sont mis en place, tels
gue la vidange du contenu gé&giie, | inactivation des phycotoxines par du charbon actif ou des
boissons alcalines, edldministration de diurétiques.

Comment alors la saxitoxine agilie ?

La saxitoxine est un inhibiteur neurotoxique qui se fixe sur les canaux sodiques-voltage
dépenlans situés sur les membranes des cellules excitatrices en supprimant activement
l'excitation des impulsions neuronal@sgure 3) Avec une forte affinité (Kd ~ 2 nMour la
liaison sur le site 1 du canaliatis sodium voltagelépendantla STX inhibe b perméabilité
temporaire des ions sodium en se liant étroitement a un site de récepteur de surface cellulaire. La
génération de limpulsion dans les nerfs périphériques et les muscles squelettiques est ainsi

inhibée (Narahashi, 1972Kao, 1973. La saxitoxine peut également affecter directement le
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muscle squelettique en bloquant le potentiel d'action musculairelépakarisation des cellules

ce quiabolit la canduction nerveuse périphérig(Befort et al., 2008

Figure 3. Le canal sodium voltagedépendant
La sousunité +du canal sodium voltaggependant estomposé de quatre domaines
homologues €IV) qui contiennentoussix segmats transmembranaires-@). Les quatre
domaines sont reliés par trois boucles de liaison cytoplasmétaslle differente. Crgue
domaine consisten deux modules, le premier étant le module de détection de tension formé par
les segments 14 le second étangé Imodule de formation de pores forparles segments 5 et 6
et la boucle de connexioba partie du canal responsabkltihactivation rapidepres
l'ouverture du canast hautement conservétrelie les domaines Il et I\M.a saxitoxinese lie
étroitementausite 1 du canal (étoile rouge), bloque le pore et inhibe ainsi la perméabilité
temporaire des ions sodium.apréegYu et al., 2005 adapté.

d) Les efflorescences de microalgues productrices de toxines
paralysantes en Europe

Des efflorescences étendues de naftgoesproductrices de toxines paralyses ont été
mises en évidencen Irlande(Stobo et al., 2008 en NorvegdSayfritz et al., 2008en Espagne
(Blanco et al., 2006 au Portugal(Artigas et al., 200/ en Ecossé€Collins et al., 200pet en
Grece(lgnatiades et al., 2007

En France, la premiére détection des toxines paralysantes date de 1988 dans les Abers
(Bretagne nord), la microalgue identifiée comme responsable Atarandrium minutum
(Masselin et al., 2000En méditerranéeces toxines ont été @&tées pour la pmiéere fois en

1998 dans la lagunge ThauAlexandrium catenell@tantl espece de dinoflagell@sponsable

21



(Lilly et al., 2009. Larade de Toulon en 200& bassin dArcachon (Banc dArguin) en 2002t
la rade de Brest ont connu ensui¢ développement eéspeces dlexandriumproductrices de

toxines paralysantes.

I.3 Les efflorescences toxiques récurrentes d Alexandrium catenella dans la lagune
de Thau

1.3.1 La lagune de Thau

La lagunede Thau est la plus grande et la plus profonde lagune de la région Lanrguedoc
Roussillon avec une superficieedviron 75 km et une profondeur moyenne de 5 m. Ces
caractéristiqueka distinguent detagunedle la régio et sexpliquent par sa formationatigine
tectonique cette laguneest le synclinal d'un plissement dont l'anticlinal est la montagne de la
Gardiole au norgbst.

La lagunede Thau est en communication directe avec la mer par deux graus (le grau de
PissesSaumes au sud et le canal de 2eld&st) etpardeux canaux de navigation (le canal du
Midi au sud et le canal du Rhdéne &dt). Une dizaine de petits courgedualimentent également
cette lagune, dont les deux maje sont la Vene et le PalléSigure 4) Les débits de ce réseau
hydrographique sont régis par le climat méditerranéen littoral caractérisé par des précipitations
irréguliéres et souvent automnales. Les débits moyens mesurés sont donc faibles et des crues
soudaines et fortes peuvent étre générées pendant la saisoma@i@as caractéristiques
hydromorphologiques menent a un faible taux de renouvellement des eaux lagunaires qui sont,
de ce fait, particulierement sensibles aux conditioappbrts en particulier provenant des cours
d eau. Elles permettent égalementrdaintenir une salinité élevée dans la lagune (proche de
celle de la meméditerranée ~ 370) rendant possiblda mise en place dne activité

conchylicole.
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Figure 4. La lagune de Thau avec les tables conchylicoles.
La lagune ddhau esen communication avec la mehliterranée grace a deux canaux (bleu) et
deux graus (vert) et est alimentée par de petits coaaidorange) dont les deux majeurs sont la
Veéne et le Pallas. Les tables conchylicoles sont organisées esetritaars (jaune).

Les conditions environnementales de la lagune se caractérisent par une augmentation globale
des températuresu cours de ces dernieéres décene@Ab°C/an, principalement marquée au
printemps (Collos et al., 200p Ced peut étre attribué auactivités humaines a travers le
réchauffement global. Une diminution marquée des concentrations en phosphate est également
observée depuis le début des années 90 avec des concentrations inférieures a 1 uM en été et
indétectables ehiver (<0,03 puM)(Souchu et al., 1998Cette fortebaisse des concentratiois
phosphatgeut étre expliquée par la mise en place de nombreuses infrastructures de traitements
des eaux uséakepuis une trentaine ahnée Thau est ainsi devenwhe des lagunes les moins

eutrophes de la cote méditerranéenne.
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1.3.2 L Apparition d Alexandrium catenella dans la lagune de Thau dans
les années 90

Chaque espéce phytoplanctonique étant caractérisée par une gamme de tcié napgo
aux facteurs physiquedels que la température et la Ilumiére, les efflorescences
phytoplanctoniques sont des phénomenes saisonniers.|®dagune de Thauilexandrium
catenellaprovoque degfflorescences toxiques automnale et printaniéreldterminisme de ces
efflorescences a été largement étydiélios et al., 2004Collos et al., 200,/Collos et al., 2009
Laabir et al., 2011 aabir et al., 2013 aanaia et al., 201&enovesi et al., 20}5

a) Morphologie d Alexandrium catenella

Alexandrium catenellaest un dinoflagellé planctonique eucaryote unicellulaide forme
arrondie présent dans les écosystémes mdfigure 5A).

La cellule dA. catenellaest divisée en deux parties, I'épithéque et I'hypothéque, séparées par
le sillon équatorial appelé gnlum. Antapex et apex désigrides deux extrémités antérieure et
postérieure de la cellule, respectiveméra.cellule possedaleux flagelles dissemblables.uln
en forme de ruban, situé dans une rainure transversale (cingulum), permet de faire @aourner |
celule sur elleméme et contribué la propulsion versdvant ; lautre plus conventionnel, dirigé
postérieurement et émergeant d'un sillon ventral (sulcus), batrigre de la cellule et exerce
| essetiel de leffort de propulsion(Fensome et al., 1998La cellule dun dinoflagelléest
entourée par une membrane extérieure continue dans laquelle sentrdes vésicules
amphiesmales eist aussi recouverte de plusieurs plagues cellulosiques formant une theque plus
ou moins épaisseSonnoyau, appelé dinocaryon, est tres caractéristique, car les chromosomes
qu il contient sont généralement nombreux et condensés et présentent une mitose particuliére,
sans fuseau ni centromgfggure 5D)

A. catenellase différencie dAlexandrium tamarens@ar sa capacité a former dgswines de
plus de 2 celluleen phase exponentielle de croissaaitesi que par dbsence dpore verral

entre les plaques &t 4 au niveau déépithequg(Figure 5B).
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Figure 5. L algue productrice de toxines paralysantélexandrium catenella
A, B et C: lllustration microscopique des différents stadiesvie d Alexandrium catenella
Cellule végétative d\. catenella(A, d apres «The Phytoplankton Encyclopaedia Project,
University of British Columbia», 2012),chaine de 8 cellules et kyste de résistanfe chtenella
(B et C respectivemerd,aprés dVorld Register of Marine Species2010).
D : La morphologial un dinoflagellé a thequ® apres(Taylor, 1980, adapté.

b) Cycle de vie d Alexandrium catenella

Le cycle de vied Alexandrium catenellarepose surune alternance entre des stades
benthique et pélagiquemais aussi entre des phases sexuées et asexuées

En effet, A. catenellaest une espéce pouvant étre présente dans le milieu au niveau du
sédiment sus forme de cklles immobilesappelées kystes dormants del résistancegn parle
alors dun stade benthigug-igure 5C) Le métabolisme ralenti de ces cellules permet¢gpéce
de survivre a des conditions environnementales défavorables. Ces kystes peuvent remtés dorm
pendant de nombreuses années dans le sédimeAD&t bu'ils contiennent est naturellement

protégé par les structurestérieures qui les entourginderson et al., 2032
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A. catenellapeut également étre présente au niveau de la colomae dous forme de
cellules mobiles flagelléenommées cellules végétatives, parle alors din stade pélagique
(Figure 5A et B)En fait, lorsque les conditions de croissance sont favorables, les pgsivent
germer etinocuker la colonne cau sous forme de cellules végétatives et ainsi former des
efflorescenceg§Anderson et al., 2032

Le cycle de vie de cette algue est illustré dans la figudessougFigure 6).

Figure 6. Le cycle de vie dAlexandrium catenella
La germination dun kyste dormant diploide dans le sédiment (1) permet la libération dans la
colonne deau dun planoméiocyte (2) qui, ddsu dune méiose, donraeux cellules végétatives
haploides. La division de ces derniéres par simple fission binaire donne deux cellules filles
identiques da cellule mére menant ainsiuae efflorescence (3), &st la reproduction asexuée.
En cas de stress, les cellules peuvemher des kystes temporaires (Bristarol et al., 2004a
Ces kystes a membrane fine peuvent survivre pendant un temps limité. Lorsque les conditions
environnementales deviennent défavorables a la croissancesgéde, les cellules végétatives
produisent des gameétes (4)idusionnent pour former un planozygote diploide (5est la
reproduction sexuée qui peut avoir lieu soit a partir de la rencontre de types sexués différents
(cycle hétérothallique) soit dn méme type sexué (cycle homothallique). Cette cellule évalue e
se chargeant de réserves et en perdant sa mobilité afin de mener a la formatidgste
dormant immature. Ce kyste benthique subit, dans le sédiment, une période de dormance
obligatoire associée a une phase de maturation avant de pouvoir germenstessl& résistance
restent en état de dormance tant que les conditions environnementales, entre autres de
température et de lumiére, sont défavorables au développenuemt efflorescenceD aprés
(Anderson et al.,@12), adapté.
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c) Alexandrium catenella, des efflorescences récurrent es

Depuis 1987, un suivi régulier de la conmmauté phytoplanctonique dans la lagdeeThau
a été mis en place painstitut francais de recherche pour péoitation de la meflfremer), b
surveillance des phycotoxingsant imposée par la réglementation européenne, prenant en
compte lévolution des connaissances sur ces toxines et leur présence dans les eaux européennes
et dans les produits ichportation Un événement noetoxique dAlexandriuma étéobservé en
1995 mais le premier bloom toxique de cette espece ne fut déteetél@IgLilly et al., 2002.
Depuis,la lagune de Thau est confrontée réguliereragesefflorescences toxiques récurrentes
saisonnieresl Alexandrium catenellg@ui ont lieuau printemps et a Automne(Laanaia et al.,
2013. Et cest en automne 2004 que le bloom le pioportant fut observé avec une
concentration algale de 15 x®llules/Ld eau de mer

L avenementd une efflorescencelans un milieuaquatique est la résultar(ie d une
croissance cellulaire suffisantie | espécepour compenser les pertes de biomasse dues au
broutage, a advection ou a la lyse parasitai®mayda, 1997 (i) d une adaptation de la
populationaux conditions physicochimiques (températuméensité lumineuse, disponibilité en
sels nutritifs) etbiologique (compétion interspécifique) du milieu qui eux régulent les
caractéristiques métaboliques de la celil@ii) d une capacit€ompétitricede cette espeqmar
rapport aux autres espeqas/toplanctoniques dans ces conditions environnementales.

L initiation des lbboms dA. catenellaen particuliemécessié destempératurs stable aux
alentours de 20°C pendant plusieurs joefrsles concentrations en nutriments inorganiques et
organiques suffisant¢Collos et al., 2009Collos et al., 2004Laanaia et al.,, 20)3 Les
efflorescencesle cette alguesont observéesedmaniere récurrente depuis 19%h effet, la
capacité dA. catenellaa rentrer danane phase de dormance sous forme de kistethiquesui
permet de résister a des conditions défavoradtieés ensemencer la colonneeau au moment
d une fenétre environnementafavorable a la germination des kystes et la croissance des
cellules végétatives(Genovesi et al.,, 20)1 L excrétion de molécules toxiques ou
allélopathiqueqArzul et al., 1999 c esta-dire la libérationde métabolites secondairdans
I'environnemenpar un organismeet ayant un effesur un autrgjoue aussi un réle primordial
dans la limitation dubroutageet |inhibition de la croissance deertainesespéces algales
compétitricesDe plus, &s capacités de migrati des cellules végétativpsrmettent aux cellules

d optimiser leurs conditions de lumiere ou de disponibilit¢ en nutrsnemtfonction de leurs
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besoingSullivan et al., 2008 En outre A. catenellast une espece mixotrophelle esttapable
d utiliser de lazote organiquégCollos et al., 2004Collos et al., 200/ et de phagocyter les
cyanobactériefleong et al., 2005

L existence dune zone préférentielleiditiation des blooms adchelle de la lagurge Thau
illustre | importance majeure des stratégiescduisition des nutriments pAr catenelladans la
compétitivité de cette espeddalgré la répartition des zonesaccumulation de kystes au niveau
des sédimentdans plusieurs zonete la laguneles efflorescencesemblent systématiquement
sinitier au niveau de la Crique déAhgle. Stuée a lembouchure de la Véneette dernierest
une zoned apports importants dléments nutritifsa | échelle de Etanggrace au débit de la
Véne,aux rejets associés a une statde lagunage située en bordure de la Criqud attvité
thermale dda ville de Balarudes-Bains. Enfonction des conditions de vents et de courants
associéscette zone peut également favorisamplification dune efflorescence en maintenant
lescellules dans desonditions favorables et stables les disperserers le rste de la lagune et

augmenteainsi le risque deontamination des parcs conchylico{eaanaia et al., 2033

1.3.3 Impact des microalgues toxiques sur | a production conchylicole

Le bassin de Thau constitue la plagportantezone conchylicole de la méditerranée avec
une production eénviron 13000 tonnes lauitres Crassostrea giggset 3000 tonnes de moules
(Mytilus galloprovinciali§ par an, soit 90 % de la production conchykcohéditerranéenne
francaise. Cette activité &end sur une superficie de 1300 ha et est organisée en trois secteurs
(Figure 4) Elle représente 10% de la production nationale et atteint un chéfifaice annuel de
35 millions deuros. Cette activité gére 2000 emplois directs dont 800 sont des producteurs
(D apres le Syndicat Mig du Bassin de Thau, SMBT

La filiere conchylicole représ¢e ainsi un poids économique geemier plan pour le
territoire. Les huitre€. gigas comme d'autres mollusques bivalves, sont des filtreurs qui se
nourrissent de mickphytoplancton, y compris les dinoflagellés toxiques. Les développements
récurrents cefflorescences toxiquasA. catenella observés dansétang de Thau depuis la fin

des années 9(Lilly et al., 2003, peuvent donc fortement perturber la production de ce secteur,
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en plus de provoquer des risques majeurgakication alimentaire et par conséquent un retard
voire parfois unénterdiction de la commercialisation degitres.

En effet, les efflorescences algues toxique sont fortement corrélées a de pertes
économiques danle secteur ostréicoleCependantuin nombre limité dtudes ®st a ce jour
penché sut impact économique et sociétal des interdictions de vehtes aux microalgues
toxiques sur la production des mollusquemagland and Scatasta, 20@Broeneveld et al.,
2016 Sanseverino et al., 20L68Ces études ont principalement répertoli@pgact économique
des HABs aux Etatbnis et seulement dans quelqueays européen A titre dexemple, au
Texas principale région de productiathuitre aux EtatdJnis, divers bloomsl'algues en 2011
ont causé ldermeture de plusieurs zonesnchylicoles. L évaluation dda perte économique
conséquente sur deux sitesCalhoun Country et la baie de Galvestoeoalculée sur une
période de 3 a 4 moiétaient de22 mille et 167 mille dollargespectivementSanseverinet al.,
2016. En Franceget plus particulierement dans la lagune de Thauermeture des fermes
conchylicolesdue a la prolifération de microalgues toxiquaggalemenété signaléeausant
ainsi des pertes dans l'industastréicole Cependantdes estimations fiables de cefets

économiquesestent manquantes
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Il. LHUITRE CREUSERASSOSTREA GIGAS

L huitre creuse japonaisgrassostrea gigasst un mollusque bivalve appartenant a la famille
des Ostreidae (Lophotrochozoa, Mollusca, BivalviaPriginaire du pacifiuenord-ouest,C.
gigas a été introduite le long des cOtes europ@sndans les années 19@0Our restaurer
| ostréiculture a la suite ahe épidémiedue a un Iridovirus qui a déciméhuitre creuse
portugaiseCrassostreaangulataqui étaitcultivée jusque la sur les cotes francaig€smps and
Duthoit, 1979. Aujourd hui, C. gigasse retrouve dans les écosystemes cotiers ouverts, les
rivages rocheux etes marais vaseuavec une distribution mondiale quiétend du Japon a

| Europe et IAmérique.

II.1 La physiologie de | huitre

Les huitres sont composéesun corps mou comprimé latéralement et enfermé dans une
coquille calcaire. La coquille est composée de deux valtiEsilées par un ligament charniére et
reliées par un muscle adducteur. Les valves sont asymétriques et produites par le manteau, un
organe recouvrant le corps interne dauitre (Figure 7) Le manteaposséde également une
fonction sensorielleet peutinduire la fermeture des valves en réponse a des changements
environnementaux. Les bivalves étant acéphales, leur systéme nerveux se limite a deux paires de
cellules nerveuses reliées entre ellese pres de la bouchealitre sous le muscle adducteur
(Kennedy et al., 1996

Les huitres possédent deux paires de branchies localisées de chaque cété de leur corps. Elles
permetent dassurer la capture et le transport de la nourriture, ainsi que la fonction respiratoire
(Le Moullac et al., 2000 Les palpes labiaux sont situés dans la région amétrale du corps,
autour de la bouche afin que la nourriture soit directement ingérée. Le systeme digestif
commence au imeau de la boucheune fente en U inversée ou commerdieectament
| Sophagedorsoventralqui relie la bouche a éstomac. Ce dernier est entouré par la glande
digestive et contient un stylet cristallin assurant le broyage des aliments ingértestih est
relié au rectum gse finit au niveau dednus

A | inverse des autres especes de bivalves, les huitres sont des organismes hermaphrodites

successifs. La gonade est localisée au niveau de la masse viscérale entre la glande digestive et le

30



manteauElle s'étend de Bsophage a la cavité péricardique, formant deux lobesrqaurent la

glande digestivéKennedy et al., 996).

Figure 7. L huitre creuseCrassostrea gigas
A : Photo de intérieur de la valve gauche @egigas
B : Anatomie deC. gigas Schéma de la vue intérieure de la valve gaucheedhuitre adulte
D apregKennedy et al., 1996

I1.2 Le processus digestif de | huitre

Les huitres sont des animaux benthiques suspensivores qui se noupéssgittation a
partir de cellules phytoplanctoniques, de ciliés et de détritus de Jalgeres(Le Gall et al.,

1997 Levinton et al., 2002 Leur processus alimentaire se décompose en différentes étapes
comme linterception des particules, leur transport, leur sélection et leur ingéB8ainger et
al., 1995.

La consommation de patiles est déterminée par la filtration et pafficacité de rétention
(Palmer and Williams, 1980Le taux de filtration correspond au volume traversant les branchies
par unité de temp@Hawkins et al., 1998et dépend du poids sec darlimal et des conditions
environnementales quidntourent, tel que la température, la salinité et la quantité et la qualité

des matieres en spension(Barille et al., 199Y. Dans le cas de présence de phycotoxines, la
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nature et la concentration de la toxine influencent également le taux de filtration des huitres
(Bricelj and Shumway, 1998ala quantité de particules retenues sur les branchies par unité de
temps correspond a la consommatidawkins et al., 1998

L huitre a une capacité améliorer la qualité de la prisge nourriture et de détecter la
présence ou node micrealgues toxiques grace une sélection préhgestive des particules
permettant de rejeter celles indésirables sous forme degfemes. Cette sélectionedfectue
essentiellement en fonction de la taille, de la qualité et de la composition biochimique des
particules alimentaise(Levinton et al., 200R Une premiere sélection basée sur la taille des
paricules seffectue au niveau des branchies. Les particules de petites (ailee0 ¥n en
moyenne)sont acceptées et sont dirigées vers la partie dorsale de la branchie alors que les
particules initialement trop grossés/0 Yn) sont rejetées ventralemefeninger et al., 2005
Les palpes labiauassurent ensuitedchenmenen des particules sélectionnées poirrgestion
vers la bouche et le rejet des particules grosses sous ftenpseuddeces. Une seconde
sélection basée sur la qualité et la quantité des particeléscéue au niveau des palpes labiaux.
Les particules de faible niveau nutritionnel sont ainsi préférentiellement regetéedorme de
pseudefeces et les quamdis ingérées régulées une fois le systeme digestif réDgslousPaoli
et al., 1992 L efficacité de sélection estrélée avec la taille des palpes labi¢Barillé et al.,
2000.

I1.3 Le systéeme immunitaire de | huitre

Chez les huitres, le systéme circulatoire est composé Siu (comportant deux paires
d oreillettes et un ventricule), d'artéres et de veinesstQun systéme seruvert dans lequel
circule un sang incolore dépourvu de pigments, 'hémolymphe, composé d'une partie acellulaire,
appel@ plasma, et de cellules circutas nommées hémocytes.hEmolymphe assure la
distribution de nutriments, I'évacuation des déchets métaboliques, la défense contre les infections
mais aussi le transpod oxygéne sous forme dissoufBachere et al., 2004 Le systeme
circulatoire étant serouvert, I'hémolymphe est non seulement en contact direct avec le milieu
extérieur mais aussi avec les tissus de I'huitre, permettant ainsi aux hémocytes de s'infiltrer dans
les tissugar diapédesgGaltsoff, 1964Cheng, 1996Schmitt et al., 2012b
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11.3.1 Les cellules immunitaires

Les hémocytes sont lesellules immunocompétentes dehditre. Ils jouent un réle
fondamentabans la réparation de Iésigre transport et la digestion de nutrimemtsdans la
réponse immunitair€Sminia and van der Knaap, 19&heng, 1996Schmitt et al., 2012blls
ont également une capacité de reconnaissance dsoneh des capacités de chimiotactisme, de
phagcytose et de sécrétion d'agents microbicides (enzymes hydrolytiques, espéces réactives de
| oxygéne (ROS) et dedzote (RNS), protéines/peptides antimicrobiens). Certaines populations
d hémocytes sont considérées comme dehagocyteprofessionnels>, pouvant migrer par
chimiotactisme vers les tissus en cas de blessure ou d'infection pour phagocyter des agents
microbiens.

La classification des hémocytes dauitre a fait lobjet de nombreuses études basées
essentiellementus des criteres morphologigsieet ultrastructurauxgdes signatures physico
chimiques et defonctions biologiques. Ainsi, les hémocytes ont été classés en deux catégories :
les cellules granuleuses et les agranuleg@Saseng, 1981Bachere et al., 198&shtonAlcox
and Ford, 1998Hine, 1999 Aladaileh et al., 2007 Les cellules granuleuses se divisent en des
granulocytes bagphiles avec des granules ciiet des granulocytes éosinophiles avec des
granules denses aux éimns (Hine, 1999 Bachere et al., 2004Les cellules agranuleuses
comprennent trois groupes : lesbfastlike », les «macrophagdike » et les hyalinocytes,
distingués sr la base de leur rapparticléoplasmiquet de la présence owbsence de quelques
granules cytoplasmiqugsiine, 1999 Bachere et al., 2004En 2004, Bachere et al. ont émis
| hypothése que ces cellules non granuleuses correspondaient a la méme lignée cellulaire
observée a différentes phases de maturation attidté. De méme, les granulocytes
eosinophiles pourraient étre le résultat de la maturation deslapgi®s basophile@Bachere et
al., 2009.

Les sites dhématopoieseestent inconnusToutefois des travaux récents ont montré la
présence d'une population de cellules précurseurs présente a la base des branchies, grace a des
marqueurs cellulaires spécifiques de cellules précurseurs (Sox20). Il a été ugmarés

cellules se différencraient ensuite en hémocytes daas branchieflemaa et al., 2014
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Figure 8. Les hémocytes de lhuitre Crassostrea gigas
Les hémocytes ont été classés en 2 populations : cellules agranuleuseyetBetnulocytes
(D et E). Les celluleagranuleuses ont été divisées en 3 groupes : les cellules-tikalas(A),
les cellulesc macrophagetike » (B) et les hyalinocytes (Cles granulocytes ont été divisés en
2 groupes en fonction du contenu deanules, soit dees aux électrons (it clairs aux
électronqE). Microscopie électronique a transmissxl5000. Daprés Bachere et &004

[1.3.2 Les composants plasma-solubles

A ce jour, aucune protéine respiratoire plasmatiqaetté mise en évidee chez les huitres
l'oxygéneserait dissous et trangp@par | hémolympheLa protéine majoritaire du plasma qui a
été caractérisée ché€z gigas estune superoxide dismuaextracellulaire a cuivre/zingCg-
EcSODQ nommée aussi cavortine) présentant des séquences hoesolngcr I8 superoxyde
dismutase extracellulaires (EcSO§onzalez et al., 2005cotti et al., 2007Green et al.,
2009 Itoh et al., 201} Les superoxydéismutasesont des métallenzymes qui catalysent la
dismutation du superoxyde en oxygene et en peroxyde d'hydrogene. Par conséquent, elles ont un
réle antioxydant important dans les cellules exposées a l'oxygéene et représenprataatien
contre lesROS qui peuvent étre nocifs pour les tissus a des concentrations élevée&. Chez
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gigas Cg-EcSOD peut se lieaux hémocytes via le&intégrines et agir en tant quspsonine
avec lewvibrios pathogénefuperthuy et al., 20)1Une étude récente a permis de montrer que
cette potéine majoritaire du plasma €& gigasprésentaiaussides activités antivirale@reen
etal.,, 2014p

11.3.3 Les réactions immunitaires de | huftre

Les huitres, comme tous les invertébrés, possédent un systerdéfetese basé sur
| immunité innée. La premiére ligne de défense est assurée par la coquille, une barriere physique
gui protege contre la prédation et les blessures et empéche les dommages des tigmensus
Les surfaces épithéliales, telles que le mantealestbranchies, et le mucus, recouvrent
entierement le corps dehlitre et font également partie de la premiere ligne de défense contre
les infections. Ensuite, dvers réactions cellulaires et effecteurs moléculaires produits
essentiellement par les hémgtes et les tissuse mettenten place dés la pénétration d'un
pathogene dans l'organisme. Les défenses immunitairehuierd se résument ainsi a trois
mécanismes principauxa reconnaissance des microorganismes par des composés solubles ou
des récepurs/protéines cellulaires, la signalisation attivation des hémocytes, et les réactions
de défense cellulaire et la productioreffecteurs moléculaires impgliés dans la défense de
| héte(Schmitt et al., 2012b

11.3.3.1 Les mécanismes de la reconnaissance du non-soi

La reconnaissance du nsni est essentielle pour le déclenchement des différentes réponses
immunitaires innées suite a lI'expositiaimxanicroorganismes. Chezhuitre, la reconnaissance
du nonsoi se fait pr une liaison spécifique des protéines solubles liitd (PRPs pattern
recognition proteins)pu des récepteurs associés aux membranes cellulaires (PR&tern
recognition receptors) aux motifs moléculaires associés aux pathogenes appelés PAMPs
(pathogerassociated molecular patterr{s)edzhitov and Janeway, 2002.es PAMPs les plus
connus sont le lipopolysaccharide (LPS) des bactéries a Gram négatif, le peptidoglycane (PG)

desbactéries a Gram positif et négatif, les acides lipotéichoiques (LTAhatd#dries a Gram
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positif, les 21,3-glucanes des champignons et les ARN double brin des virus réplicatifs
(Mogensen, 2009 Cependant ces molécules ne sont pas spécifiques des pathogéopt et
partagées par différents organismes incluant des bactéries symbiotiques ou mughghistes
and Graf, 201p Ainsi, le terme plus général de motifs de reconnaissance présenssidakce
des micreorganismedMAMPs (microbiatassociated molecular patterns) a été introduit en 2004
(Koropatnick et al., 2004

Le systéme immunitairde | huitrerépond également a des signaux intracellulaires qui sont
déclenchés par des molécules endogénes sécrétées par des tissus endommagés, les DAMPs
(damageassociated molecular pattern@®latzinger, 2002 Rubartelli and Ltze, 2007. Les
DAMPs de nature protéigue incluent les protéines de chocs thermiques (HSP), les « High
mobility group box 1 (HMGBL1)> et des protéines qui dérivent de la matrice extracellulad®. L
DAMPs de nature non protéiguecluent |ATP, | acide urique, le sulfate ldéparine et ADN
(Matzinger, 2002

ChezC. gigas,une DAMP, laCg-HMGBL1, a été identifiée et caractérisée en 2Qi2t al.,
2013. De méme, losieurs PRRs et PRRs1t également étielentifiés et caractériséshez C.
gigas comme les protéines de reconnaissance du peptidoglycane (Pi@RRInd Takahashi,
2008 Itoh and Takahashi, 2008hang et al., 20)3des protéines de liaison a@dd,3-glucanes
(°GBP) des champignon@anguy et al., 2004itoh and Takahashi, 20)9et des lectines
(gigdines, ficolines, galectinetectines de type €tCg-Siglecl) (Olafsen et al., 199Z5ueguen
et al.,, 2003Yamaura et al., 20Q0&Roberts et al., 20Q@e Lorgeril et al., 201 1iu et al., 2016a
Gonzalezet al ont identifiés deuXPRRs ayant des propriétés de liaison au LES sont la
protéine antimicrobienn€g-BPI (bactericidal/permeabilitincreasing protein) et la protéine
majoritaire du plasma, I8g-EcSOD qui sont surexprimées suite a une stimulation par le LPS
(Gonzalez et al.,, 2005Gonzalez et al., 2007Li et al., 2063. Un récepteur édhésion
cellulaire, la %intégrine (kccn), a été égalementdentifié dans différentes soymopulations
hémocytaires. Cette protéine reconnait la protéine majoritaire du pl&yiecEOD) via son
motif RGD (Arg-Gly-Asp) (Gonzalez et al., 200Puperthuy et al., 2091 De plus, certaines
études ont proposé que la phagosgtdes hyalinocytes soit dépendante iéélgrine alorgjue
la phagocytose des granulocytes impliqueradtuttes récepteurs fonctionnélBerahara etl.,

2006. Récemment, des PRRs de type toll (TLRs) ont été localisés au niveau de la membrane
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plasmique et des endosomes tar@@sang et al., 2003 Ces TLR, trouvés en grand nombre
chez lhuitre, partageaient la mémerganisation structurale, comprenant un peptide signal, un
domaine transmembranaire, un domaine TIR et un domaine riche en leucingZbBRy et al.,

2011h Zhang et al., 20)3Néanmoins, leurs ligandsant pas été encore caractérisés.

11.3.3.2 Les voies de signalisation

Suite a & reconnaissanaes PAMPs/DAMPs pdes PRRs/PRR4des voies de signalisation
cellulairessont activées. Cette activation induigxpression et la production sleffecteurset
molécules de signalisation par suitel élimination des pathogénes ou des cellules infectées.
Chez les invertébréplusieurssoies de signalisatioactivantles mécanismes de la réponse innée

ont été mises en évidence et présentent de nombreuses similitudes avec cedigglatés

Chez Crassostreagigas différentes voies ont pu étre caractérisées mettant en évidence la
consenation, la compxité et la grande diversité descanismes moléculagénpliquées dans
laréponse antimicrobienne.

Tout dabord, plusieurs éléments de la voie-RB-ont été caractérisés ch€zgigas.En effet,
des récepteurs de la famille TtKe (TLR) jouent un rdle clé dans l'activatiarette voie,
appelée aussi la voiEoll/TLR. La liaison di ligand au récepteur TLR entnai I'activation des
protéines adaptatriceMyD88, Tube) pus l'activation des kinasd®elle, IRAK, TRAF, TAB,
TAK, IKK) et la phosphorylation et la dégradation des protéines inhibitrice¢cRetus,|1kB).
Les inhibiteurgphosphorylé sont dégradés pour libérer les facteurs de transcriptiquiRelont
ensuite translog@evers le noyapour activer & transcription dgénes cibles, notamment ceux
impliqués dans les réponses immunitaifélsezC. gigas un facteur de transcription Rel/NB
structurellement liéa la protéine Dorsal des insecteSg{Rel), une protéine dehuitre kB
kinaselike (0IKK) structurellement liéau IKK - £ des mammiferes, et un inhibiteur N&-kB
(Cg-1kB) ont été caractériségscouba®t al., 1999Montagnani et al., 200Montagnani et al.,
2008. De plus,une vingtaine deomposants deette voieont été mis en évidence grace au
séquencagelu génomeentier de lhuitre en 2012(Zhang et al., 2012 Différents récepteurs

comme dedLRs (Toll-like receptorst deux TNF-Rs (tumor necrsis factor receptors) ont été
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décritscommesusceptiblesl étre impliqués dansdctivation de cette voiée Lorgeril et al.,
2011, Zhang et al., 2011&hang et al., 2013Sun et al., 2014 D un point de vue fonctionnel,
des analyses de plusieurs éléments de cetéeorb montré leur capacité a complémenter des
voies hétérologueg¢Escoubas et al., 199%ueguen et al., 2003Viontagnani et al., 2004
Montagnani et al., 20Q0&Roberts et al., 200%e Lorgeril et al., 2011Zhang et al., 201)d Par
exemple, Cg-Rel, Cg-lB et Cg-MyD88, et les TLRs sont impligués dans la réponse
antimicrobienndTirape et al., 2007Zhang et al., 2011d5reen and Montagnani, 2012hang et
al., 2013.

Des éléments de la voiri TGF 2 (Transforming growth factor betapt étéégalementsokés
chezC. gigas On peut citerun récepteur dedctivine/BMP de typel(BMPbonemorphogetic
proteins) un récepteur de dctivine de type I, 3écepteurs de la sofmmille de type | ela
plupart destransductews de signal Smadictivateurs du signal GF 2 (Lelong et al., 2000
Lelong et al., 2001Herpin et al., 2002Herpin et al., 2004Herpin et al., 2005Herpin et al.,
2007, Lelong et al., 200,/Fleury et al., 2008_e Quere et al., 200€orporeau et al., 2011

Récemmentgdes travaux de notieguipeont montrél implication déléments homologues a
la voie JAK/STATdansla réponse antivirale chehlitresuggérant aindiexistencel une voie
Interferon de typd (Green and Montagnani, 2013reen et al., 2013a

L adivation de ces voies de signalisation intracellulaingraine la production de nombreux
effecteurs de la réponse immunitaire, incluant des cytokirndssdicteurs de transcription.

Chez C. dgas on retrouve le facteur de nécrose tumor@igTNF1 ainsi que des
interleukines I:17 régulées en réponse iafectionet a la stimulation par le LRRoberts et al.,
2008 Li et al., 2014 Sun et al., 2014Li et al., 2016a Un facteur de transcriptio@g-LITAF
(Lipopolysaccharidénduced TNFz* factor) a été aussi identifié. 1l est impliqué dans
| expression des cytokines inflammatojmestammenTNF- £ en réponse aux stimulations par le
LPS et estfortement induit dans les hémocytes suite a une infection microb{@amk et al.,
2008.
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Figure 9. Représentation des wiesde signalisation conservées cheahlitre Crassostrea
gigas.
Ce schéma a été construit sur la base identification de séquences conservées au sein du
génome dd huitre. Les domaines caracteéristiques des protéines sont indiqués (TIR, Toll/IL1
receptor; Ig, immunoglobulin; DD, death domain; LRR, leucine rich repeat; TM,
transmembrane; PKc, protein kinase; RHD, rel homology domain; IPT, immunogitikelin
fold, plexins, trascription factors; RING, RIN@Ginger (really interesting new gene) domain; zf
TRAF, TRAF type zinc finger; MAT, meprin and TRAE homology domain; UBITBK1_like,
ubiquitin-like domain of human Tbk1 and similar proteirB)aprés Montagnar€. dangGreen
et al., 2015p

11.3.3.3 Les réactions de défense

Suite a l'activation par la reconnaissades PAMPs, les hémocytes migrent vers les sites
d'infection ou de lessure ou ils transportent des molécules dendéfet sagrégent pour limiter
I'infection oula blessure

a) La phagocytose
La phagocytose est déclenchée par la reconnaisslexcd®AMPsdes microorganismes
pathogénes par les récepteurs présents a la surface des hémGeytpmcessuest un
mécanisme important deirhmunité innée a médiation cellulaire par lequel des particules

pathogénes supérieures a G¢B sont internalisées a partlu milieu extérieur. Dune maniere
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générale, la phagocytose se déroule en trois étapes. Tddrd, la membrane de la cellule
phagocytaire adhére a la particule gu'elle va ingéeegstla reconnaissance des particules
étrangeéresqui peut étre directeia les PRRs, oindirectevia le recrutement dpsonines. On

parle alors respectivement de phagocytoseapmonique ou opsonique. Ensuite, les particules
étrangeres sont entourées par des pseudopodes grace a des remaniements du cytosquelette
d actine asgrant ainsi leurinternalisation. Celleci entraine la formation dne vacuole
intracellulaire, appelée phagosome, par la fusion de la membrane plasmique au sommet de ces
protrusions cellulairesLa maturation du phagosome se fait ensuite par des échanges
séquentiels et fusion avecadtres vésicules cytoplasmiques comme les endosomes (précoces et
tardifs) et les lysosomes aboutissantia formation duphagolysosome. Un environnement
microbicide assure ainsi la dégradation des particules phagocytées graeeagidification
progressive du milieu intréacuolaire, a la production especes réactives dexygene et de

| azote (ROS/RNS), a la libération eddtivation de protéases et de peptides antimicrobiens et a

| accumulation de métauels que le cuivret le zinc(Flannagan et al., 20).2

ChezC. gigas le processus de phagocytose a été initialement mis en évidevit®. En
effet, la phagocytose de particules de zymosan (extrait membranaire de levure) iadmiteun
productionde ROSetd enzymes lysosomiales par les hémocyBachere et al., 199Bachere
et al., 2004 Poirier et al.,, 2014 De plus, lorsque huitre est envahie par de plus gros
organismes comme des nématodes ou des champignons, les hémooyted s agrégats
autour des parasites pour les immobili€gchmitt et al., 2012b Au niveautranscriptomiquge
une étude menée apreés une infection pariieso pathogenes d'huitres a permis de mettre en
évidence la surexpressi de plusieursgenesimpliqués dans le processus de phagocytose,
comme les genexdant lactine A des génes codant des petites GTPases des familles Rho, Rac
et Cdc42 qui sont trés importantes dans la régulation detine et sont impliqes dans la
formation du phagosome chez I'hnumadh ces genes codant des protéipmsine kinases de la
famille Src nécessairela phagocytos@e Lorgeril et al., 2011

Parm les différentes populations im@cytaires décrites chezhuitre les granulocytes et les
hyalinocytes sont considérés comme des « phagocytes professionnels » aeetivitdede
phagocytose plus importante des granulocytes contre les bactéries, les levures mais pas contre les

billes de latex(Takahashi and Mori, 2000Il a été également montré que la phagocytose des
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hyalinocytes chezZ. gigas était dépendante deiritégrine (Terahara et al., 2006t que le
pathogéne de huitre V. tasmaniensi€ GP32 utilisait les=intégrines des hémocytesur les
envahir(Duperthuy et al., 20)1

b) Les protéines et peptides antimicrobiens

Les peptides antimicrobiens (AMPSs) sont des effectewtifonctionnelsde la défensele
| héte trés conservés dans le regne vivahtdont le réle le plus connu est celui de tlesr
pathogénesLes AMPs sontles peptides cationiques amphipatiquesjui interagissent avec les
membranes des bactéries a Gram négatif (via des interactions électrostatiques avec les
lipopolysaccharide chargés négativement) et positif (via les acides teicho{Bué) et al.,
2004). Certains AMPs peuvent former des pores dassmembranes bactériennes emtzat
ainsi la hse de la cellulgBrogden, 200p ou étretransloqués dans le cytoplasmoé ils
interférent avec des processus cellulaires vitaux tels que la synthése des acides nucléiques, de
protéines, cenzymes et de composants de la p@oitz et al., 1998Park et al., 199&ragol et
al., 2001 Patrzykat et al., 20Q05rinivasan et al., 201@Vilmes et al., 2011 Les AMPs peuvent
égalemenagir en synergie en combinant leurs mécanismastidn pour combattre les bactéries
pathogéneqSchmitt et al., 2019aou étre utilisés par les phagocytes pour tuesl| micre

organismes qui ont été phagocytés.

ChezC. gigas, une large gamme AMPs est produite par les hémocytes notamment des
défensines, des bidgfensines, des peptides riche en proli@e-Prp) une Cg-molluscidine
recemment identifiée, ainsi que deux protéines  antimicrobienné3g-BPI
(bacterial/permeabiligncreased protein) et urtgy-Mepgl (macrophage expressed gettigel )
(Gonzalez et al., 200 He et al., 2011Zhang et al., 2011Seo et al., 2013 La Cg-BPI est
stockée dans de larges vacuoles cytoplasmiques mais la localisation des autres pegttiplas n
clairement établie. lexpression deCg-BPI, de Cg-Mepgl et des bigéfensines 1 et 2 est
régulée dans les hémocytes circulants apres une infdadiciérienne mais dxpression des
défensinegle la bigdéfensine 3st quant a elle constituti&onzalez et al., 200 He et al.,

2011, Rosa et al., 20)1 Récemment, des histones présentant des propriétés antimicrobiennes

ont été isolées a partir de branchigsuitres stimulées par des challenges microhiefiessont
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libérées par les hémocytes en réponsea blessure ou a une infectig@chmitt et al., 201,5e0
et al., 2011Poirier et al., 2014

Au dela des AMPgroduits par huitre elleméme,des AMPssontaussiproduits par des
bactéries de la flore commensale driltre, notamment par des souched?deudoalteromonas

présentes danshkmolympheales hitres(Defer et al., 2000

c) Les protéases et les inhibiteurs de protéases

ChezC. gigas des protéases et des inhibiteurs de protéases sont produits par lesgdg&mocy
et participent & de nombreuses réactions immunitaimesegulant les cascades de signalisation
endogénegHibbetts et al., 1999 Les inhbiteurs de protéases peuvent inactiver les protéases
sécrétées par certains agents infectidumstrong, 200 De nombreuses séquences codant des
inhibiteurs de protéases ont été identifiées chezitte,tels que des serpines, des inhibiteurs
tissulaires de métalloprotéases (TIMP) et d8s macroglobulinegMontagnani et al., 2001
Gueguen et al., 200Roberts et al., 2009Cg-Timp est exprimé uniquement dans les hémocytes
et est modulée suite a des dommages faits a la coquille ou suite a une infectoerivect

(Montagnani et al., 200Montagnani et al., 2007

d) Les lysozymes
Les lysozymes sont des enzymes hydrolytiques cationiques contenues dans les lygoisomes
jouent un réle important dans la dégradation des microorganismes grace a leurs propriétés
lytiques du peptidoglycane, composant majeur de la paroi cellulaire bactditauhali et al.,
2002.

ChezC. gigas,quatrelysozymes ont été identifiees par des approches génomiques et sont
exprimés par de nombreux tissus incluant les hémodg@gs-1 ou Cg-lyzol) mais aussi les
épithelia comme la glande digestivegl- 2 ouCg_lysoz?2) et le mantea{L -3 ouCg-lysoz3)
(Matsumoto et al., 20Q@oh and Takahashi, 200[foh et al., 2010Xue et al., 201P En accord
avec leurs roles, les lysozym€glL-1 etCgL-3 sont actifs contre des bactéries a Gpansitif
(Itoh et al., 201p
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Figure 10. Représentation schématique des principales étapes de la réponse immunitaire
innée chedeshuitres.
La premiere étape dans le processus immunitaire inné est la détection précoce des
microorganismes envahisseurs ou des tissus endommagés. La plupart des envahisseurs sont
reconnus pades récepteurs associés aux membranes cellu(®RIs) del hdte qui se lient
spécifiguementiux motifs moléculairesonservés expringa la surface demicroorganismes
(MAMPSs). Une fois qu'ils se lient a leurs ligands, les PRRs déclenchent l'activation des voies de
signalisation intracellulaisequi conduisent la production de molécules de signalisatioms
hémocytesattirés par des produits microbieaspar des molécules de cellules endommagées
migrent ainsi vers le site d'infectionlls se lient aux microorganismes envahisseles
internalisent par plyocytoseet les tient oules neutralisent. Les PRRs déclenchent également la
production d'effecteurs immunitaires (AMP, R&¥$qui contribuent aux mécanismes de défense
de Ihéte. Les cascades protéolytiques activées dans I'hémolymphe sont également des
composants principaux de la réponse immunitaire ligitte. De plus, @rmi les mécanismes
cellulaires identifiés chez les huitres, les pieges extracellulaires BD$) ont recemmet été
mis en évidence pour capturer les bactébéepres Montagnani C. dafBscoubas et al., 201.6

1.4 Les mortalités des huitres

a) Origine multifactorielle
En Francedepuis la derniére décennies huitreguvéniles cultivées dans les lagunes et les
estuairessubissent des épisodes de mortalité estivBles mortalités ont une étiologie
multifactorielle impliquant les conditions environnementales, le statut physiologique et/ou
génétique de huitre et la présence de miaoganismes pathogenéSamain and McCombie,

2008. Depuis 2008ces phénomenes se sont intensifiés et apparaissent plus tdt atarése
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lorsque la température desdu atteint 16°C. Un virus de type Herpes nommé Q&Hdst
systématiqguement retrouvé chez les huitres moribo(®&dnier et al.,, 20Q%aulnier et al.,

2010 et un nouveau varian¥ar, apparu depuis 2008, pourrait contribueragdravation des
mortalités(Segarra et al., 201&chikorski et al., 2011i5chikorski et al., 2011&egarra et al.,
2014). Bien que considérées comme faisant partie de la microflore naturellaudiee, les
bactéries du genr¥ibrio ont été également associées a divers épisodes de mortalités. Les
souches du clad8plendidusont été systématiquement retrouvédansles huitres moribondes

lors cesépisodes denortalités(Lacoste et al., 2001ay et al., 2004d&5ay et al., 2004d_emire

et al., 201% Ce clade présente une diversité génétique importante et de nombreuses souches ont
été isolées et caractérisées lors de mortalités estipalesi lesqueltsV. tasmaniensiEGP32,

isolée lors degpisodes de mortalités de 20Q4coste et al., 200Gay et al., 2004&5ay et al.,
2004h Saulnier et al., 2030

b) Interactions des pathogénes avec le systeme immunitaire

Vibrio tasmaniensid GP32 est un pathogéene intracellulaire facultdés hémocytesle
| huitre Crassostreagigas qui manipule les mécanismes de défense kiétd pour entrer et
survivre a lintérieur des cellules immunitairdDuperthuy et al., 20)1 Une porine OmpU
présente amiveau dela membrane externe de ce pathogesteessentielle pour sa virulence
elle est utilisée pourdhérer et envahir les hémocytaprés opsonisation par la protéine
majoritaire du plasma d'huitre, la superoxyde dismutase extracelllanecSOD.En effet,
OmpU sert dadhésine/invasine nécessaire a la reconnaissance piautégrine hémocytaire et a
| invasion de la cellule hoteet utilise laCg-EcSOD comme une opsonine promouvant la
phagocytose Ompldépendante via sa séquence RGD. Une fois internaksé@smaniensis
LGP32 est capable de survivre en intracellulaire @ltapper aux défenses dedke en résistant
contre les AMPs dehuitre,Cg-Def et Cg-BPI (Duperthuy et al., 200)0en inhibant ldormation
de vacuoles aciden limitant la production d'espéces réactives deybene et de &zote
(ROS/RNS) et en effluant le cuivr@Duperthuy et al., 201¥anhove et al., 209)6Ce pathogene
produit également des produits de sécrétion extracellulaire (ECPs) toxiques pour lesebuitres
dont la métalloprotéase sécrétée Vsm est le facteur principal de taxicitéo (Le Roux et al.,
2007, Binesse et al., 2008Des travaux récents de noéguipe portant sur la ftdon vésiculaire

des ECPs, ont montré qie tasmaniensi€GP32 sécrete des vésicules de membrane externe
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(OMVs) qui le protégent contre les peptides antimicrobiens et délivrent des facteurs de virulence
aux cellules immunitaires denhuitre(Vanhove et al., 2015

La réponse de I'huitr€. gigasa | infection parV. tasmaniensit GP32 a été étudiée pde
Lorgeril et al. en 2011. Etude a permis dlentifier des petites GTPases de la famille Rab {Rab
like protein 3, Rab&, Rab18 et Rab2)et un géne codant une "lysoscamsociated membrane
glycoprotein” 1 (homologue de LAMP chez I'humain) chez les huitres ayant survécu a une
infection parV. tasmaniensitGP32(de Lorgeril et al., 2001 Cependant aucune caractérisation
fonctionnelle n'a été menée sur ces pne® Lhe ATPase vacuolaire impliquée dans
| acidification de la vacuole de phagocytose ATPaseH+ transporting lysosomal protein a
été également identifiee ch€z gigas(Huvet et al., 200et est surexprimée chez les huitres
survivantesa | infection parV. tasmaniensi€ GP32(de Lorgeril et al., 20011l a également été
démontré que lé/sozyme,CglL-1, était surexprimélans les hémocytes des thei§ infectées par
ce pathogénée Lorgeril et al., 2011

Le virusOsHV-1 est un agent pathogene dauiitre associ@ux phénomenes de surmortalités
des juvénilegSegarra et al., 201@egarra et al., 20}4Les études menées sur la localisation
situet la distribution tissulaire de protéines deelpesvirud au sein de l'huitr€rassostrea
gigasinfectée par ce virus, a permis de mettre en évidéesesignaux pdtfs dans le tissu
conjonctif des branchies, du manteau, du muscle adducteulQotude la glande digestive, des
palpes labiaux, et des gonadégpart and Renault, 2002enkins et al., 2013orbeil et al.,
2015 Segarra et al., 20)5Des signaux positifs ont également été dagdans les épithélins
digestifs. Les auteurs sugget ainsi que le tissu conjonctif soit un site privilégié pour la
réplication dOsHV-1 méme si les signaux positifs ont été observés dans les cellules de
I'épithélium des différents organgsi peuventétre interprétés comme un portail hypothétique
d'entrée ou de sortie pour le vir{Martenot et al., 2016

A | exclusion @&s organismes modeles (insectemdénatodes), un nombre limitéédudes
sest a ce jour penché sur la réponse antivirale chez les invertebrésal., 2005Kemp and
Imler, 2009 Escoubas et al., 20L65i la réponse antivirale a été jusgjors moins bien décrite
chez les huitres, les études récenteerploration du génome de& gigasentierement séquencé
depuis 2012 ont révélé mésence din répertoire moléculaire complexe nécessaire a la mise en

place dune réponse antivirale. llagit de laconservation des principales voies de la réponse
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antivirale aussi connues chez les veddbomme lapoptosel autophagiest la voie TLR(He et

al., 2015 Zhang et al., 2015Green et al., 2015&reen et al.,, 2016Zhang et al., 2012

L implication de ces voies dans la réponse antivirald ltliitre reste cependant a démontrer.

L étude de la réponsk | huitreC. gigasa | infection par le virus OsH\L ou le poly I:.C (ARN
double brin synthétique qui mime des motifs moléculaires viraux et simule une infection virale) a
permis de mettre eBvidencedes changements significatifs dans I'expression de génes liés a
I immunité comme la surexpression des géigid88, IRF et PKRainsi quel implication de
réponses spécifiques au virus comme la voie de tylpéekferon» (Green and Montagnani,
2013 Renault et al., 2011Green et al., 2006 Par ailleurs, Injection préalable de poly:IC
permet de diminuer significativement les mortalités et les charges virales au a@imatix
infectés par OsHM. Ces résultats soulignent le réle joué pas voies dans la protection
antivirale et suggerent dxistence de mécanismes de priming immunitaire cheaitte
(Schulenburg et al., 200Green and Montagnani, 20113

IL.5 Interaction des microalgues productrices de toxines paralysantes avec |  huitre

creuse Crassostrea gigas

11.5.1 Comportement alimentaire des huitres face aux microalgues
toxiques

La contamination des huitres plas toxines paralysanteproduites par les microalgues
s effectue par voie trophique. Une fois ingérées, les cellules algales subissent une dégradation
mécarque soud action du stylet cristallimais aussenzymatique dasl estomac des huitres.
Cette dégradation effectue suivant la nature de la théque et non suivant la présence ou absence
de toxines(Laabir and Gentien, 1999 es Dinoflagellés a theque fragile vont rapidement étre
dégradés alors que ceaxtheque épaisse peuvent se protéger des sucs digestifs présents dans
| estomac et traverser le tube digestif sans étre dégradés pour une maotigealix, ou former
instantanément un kyste temporaiie pelliculaire La survie deces kystes dans lailbe digestif
dépend quant a elle de leur morphologie mais également des processus digegiifsand
Gentien, 1999Montresor et al., 2003Les cellules ainsi dégradées darestomac liberent leur
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contenu cellulaire et leurs toxines qui sont dirigés soit vers la glande digestive soit directement
vers lintestin pour étre évacués.

Le temps de passageatjues productrices de PSdans le systemdigestif de lhuitre
Crassostrea gigase semble pas étre influencé ni par la concentration algale (172+92 min et
213+70 min pour des huitres nourries avec 200 et 5000 -cellules/ilexandrium
respectivement, a une température de 16°C), ni par la tetupe(213 + 70 min et 205 + 69 min
pour des huitres nourries avec 5000 cellules/mileandriuma 16°C et 20°C, respectivement)
(Gueguen et al., 2008bCependant, une relation entraugmentation de la température et la
lyse des celluledans le tube digestif semble étre étalifim effet, aprés 6 heures d'alimentation
avec des cellules dlgues toxiques, lematieres fécales déaiitres nourries 20°C présentaient
un plus faible pourcengg de cellules toxiques intactgge celleprovenant des huitres nourries
a 16T (Laabir et al., 200,/Gueguen et al., 2008b

11.5.2 L effet des microalgues productrices de toxines paralysantes sur
| huitre Crassostea gigas

L exposition de huitre Crassostrea gigasaux microalgues productrices de toxines
paralysates peut affecter négativemesats processus physiologiquegsi®Etudes ont montré une
diminution de lactivité valvaire et de la filtratiofLassus et al., 199%assus et al., 2004une
inhibition de l'activité d'alimentatio(Bardouil et al., 1993Lassus et al., 2004un changement
de la composition lipidiquée la glande digestiveotammenune diminutiondans son contenu
en mone et diacylglycérol et erphospholipides(Haberkorn et al., 201(Haberkorn et al.,
2014, une forte réponse inflammatoire dans les différents tissus de la glande digestive
(Haberkorn et al., 203@t une modification dedxpression des génesdant | xamylase et la
TLP (Triacylglecerol Lipase Recursor)jmpliqgués dans les mécanismes de digegiRoiland et
al., 2013.

Des effes néfastes sues celluless immunitaires, leeémocytes, ont également été rapportés,
y compris une baisse de la production de ROS et de leurs capacités de phagbegass et
al., 2011 Mello et al., 2013Haberkorn et al., 2034unediminution de leur adhésion cellulaire

ainsi quune augmentation dieur pourcentage de mort cellulaifgegaret et al., 2031 une
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modification de leur taille et une augmentation de leur norfibegaret et al., 201Haberkorn

et al., 201%, et une augmentation de leur apoptddedhioub et al., 2013

[1.5.3 Le devenir des toxines paralysantes chez | huitre Crassostrea
gigas

L accumulation des toxines paralysantes dans les huitres apparait fréquemment aprés une
phase de latence entre le pic maximal de microalgues toxiques présentes dans la @darete
le contenu toxinique maximal observé daraimal. En effet, la cinétique accumulation et
d élimination des PSTs dans les bivalves mollusques résulteédjuilibre entrée niveau initial
de contamination| ingestion de hlgue toxique, sa destion et son assimilation, et les
biotransformations et le transfert des toxines au sein des organes déteuxificatiors (Silvert
and Cembella, 1995

a) La répartition tissulaire des toxines paralysantes chez
Crassostrea gigas

Plusieurs facteurs influencent le devenir et la distribution des toxines paralysantes dans les
mollusques, notamment la toxicité cellulaire dealdue, les variations individuelles et la
dynamique de la prise alimentaire des huitres, les biotransformagsn®xines ainsi que les
mécanismes de détoxification au niveau des tissusaderlal(Lassus et al., 2000

Chez Ihuitre C. gigascontaminée par des PSTs, on retrouve les toxiaas les différents
tissus avec une localisation majoritaire dans la glande digestive qui représente 65 a 95 % du
conteru toxinique total(Silvert and Cembella, 199Bricelj and Shumway, 1998l6sueguen et
al., 20083 En effet, Gueguen et al(2008b)ont montré que les PSTs se répartissent dans les
différents tissa deC. gigasdes lepremier jour de contamination et quenportance de chaque
tissu dans la contribution a la toxicité globadste la méme tout le long du processus de
contamination. Cegbermetainside déterminer la contribution de chaque tissutte dexicite,
soit: glande digestiv¢64,10 + 9,87 %» manteay11,02 + 4,2 %> gonade(16,00 £ 10.15 %)
> branchieg6,36 + 2,35 %) muscle(2.25 + 0.89 %

48



Cependant, aheure actuelle, les voies de transfert des &xxiparalysantes dans les tissus

des bivalves ne sont pas encore connues.

b) L élimination des toxines paralysantes par détoxification chez
Crassostrea gigas
Chez les mollusques bivalves exposés aux mémes conditions de contaminations algales, la
vitesse de détoxification esspécespécifique Sur la base du taux @imination journalier des
PSTs,une relation exponentielle établie par Bricelj et Shumway en 1998 a partir de données
obtenuesn situ ou par des expérimentatigries bivalves peuvent étre classés soit en espgeces
détoxification rapide (quelques jours a quelques semaines) soit en espéces a détoxification lente

(quelgues mois a quelques annéBsicelj and Shumway, 1998b

Chezl huitre C. gigasexposédn vivo a des microalgues productrices de P3dsfaux de
détoxification se situe entre 0,22 et 0,33(Hassus et al., 200%ueguen et al., 2008as0it un
temps moyen de détoxification de 7 jours. Cependant, laseitde détoxification est tissu
spécifique (Blanco, 2004 En effet, plsieurs études ont montré que diande digestive se
détoxifie plus vite quele reste degissusen raison de la production de féces et aésbsnges
avecles autres tissu@Bricelj et al., 1991Bricelj and Cembellal1995. Ainsi, la détoxification
des mollusques se fait en deux cinétiques. Une premiére rapide consistant en une élimination des
cellules/fragments cellulaires phytoplanctoniques toxiques aunsin une pee fécale des
vieilles cellulessituées autour de la lumiére des tubules de la glande digestigej ont
accumulé une grande quantité de PSTs. Une seconde cinétique plus lente correspond a
| élimination des toxines incorporées dans legdifiits tissus et notamment a la dégradation des
cellules tubulaires de la glande digest{8édvert and Cembella, 199Blanco et al., 199Bricelj
and Shumway1998Hh. Les tauxde détoxification par organeétablissent généralement dans
| ordre suivant: masse viscéralee branchies > manteau > muscle adducttnicelj and
Cembella, 199Bricelj and Shumway, 1998b

Les mécanismes mis en jeu dans le processus de détoxification saunpes. lls peuvent
inclure lexcrétion des particules algales, l&gcthdation et la biotransformation des toxines.
Plusieurs études ont testéffet des variables environnementales sur la vitesse de détoxification

des huitres contaminées par des PSTs, comme la tempéraguqmsition a des stress

49



thermiques et osmotigs ou a des chocs électriqueaphissement du pH esjout de chlore.
Cependant aucun effet clairanété mis en éviden¢Bricelj and Shumway, 1998ernandez et
al., 2003 Lassus et al., 2005Néanmoins, Gueguen et g008b)ont montré que la présence de
la matiére en suspension (matiére organique et inorganique) peaneéldrer la cinétiqgue de
détoxification des huitres contaminées par des PSTs. En effet, la présence de la matiére
organique (algue non toxique) durant laape de détoxification des huitregigmente leur
activité digestive et permet airdaccélérer les taux évacuation, de dégradation eéxicrétion
des toxinegBricelj and Shumway, 1998aL ajout de la matiere inorganique (argile) a celle
organique, quant a elle, augmente la production de pseudoféceguen et al. 2008b
permettant ainsie maintien de la fraction organigeéson absorption maximalsléléder et al.,
2001).

50



. L APOPTOSEUNE FORME DE LA MORT CELLULAIRE PROGRAMMEE

La mort cellulaire est un processus qui peut survenir soit spontanément soit en présence
d agents cytotoxiques. Différentes études ont permétallir aujourchui | existence dine
variété de types de mort cellulaickassés en fonction deaspect morpHogique (qui peut étre
apoptotique, nécrotique, autophagique ou associés a la mitose), des criteres enzymologiques
(avec ou sans la participation des nucléases ou des classes distinctes de protéases , telles que les
caspases, les calpaines, les cathepsateles transglutaminases), des aspects fonctionnels
(programmée ou accidentelle, physiologique ou pathologique) ou des caractéristiques
immunologiques (immunogéne ou non immunogéne). Ainspmité de la nomenclature sur la
mort cellulaire (NCCD) groposé des crites unifiés pour la définition dne dizaine deypes
de mort cellulairey compris lapoptosela nécrose et autophagie (Figure 11)Kroemer et al.,
2009 Galluzzi et al., 2012Galluzzi et al., 2016 Le tableau cessousegroupe les principaux
types de mort cellulaireainsi que lews caractéristiques morphologiques et biochimiques
principales (Tableau 3).
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Principaux types de
mort cellulaire

Caractéristiquesnorphologiques principales

Caractéristiquediochimiques principales

Arrondissement de la cell.
Condensation cytoplasmique et nucléaire (pyknosis)
Fragmentation nucléaire (karyorrhexis)

Activation des caspaség lapoptose
Activation des protéines prapoptotiques

Apoptose Pas ou peu de changement morphologlque des organites Perméabilisation de la membrane mitochondriale
cytoplasmiques Exposition du phosphatidgkrine
Bourgeonnement membranair®lebbing) P phosp ¥
Internalisation par les phagocytes
Absence de condensaticchromatinienne
. Vacuolisation massive du cytoplasme . . R . |
Autophagie Accumulation des vacuoles autophagiques a double membrane Dépend des produits des génes d'autophagie
Peu ou pas thternalisation par les phagocytes
] Gonflementdu cytoplasme(oncosis et de ses organite Activation des calpaines et des cathepsines
Nécrose Rupture de la membrane plasmique . . :
. - . Baisse des niveaux d'ATP
Condensation chromatinienne modérée
Elimination des organites cytosoliqu
Modifications de la membrane plasmique Expression des transglutaminases et de leurs

Cornification

Accumulation des lipidegans des granules
Desquamatiorpar l'activation des protéases

substras

Catastrophe mitotique

Micronucleation et miltinucleation

Activation des suppresseurs de tumeur TP5!
de lacaspase2

Pyroptose

Fragmentation nucléairet bourgeonnement membranair
Réactions inflammatoires

Activation des caspaséds
Sécrétion des interleukines-1Let-8

Entose

Aspect cellulaire norm
Internalisation par les phagocytes et mort

Activationdes hélices contenants des protéir
kinase 1 (ROCK 1)

Tableau 3. Les principaux types de mort cellulaire avec les caractéristiques morphologiques et biochimiques principales

associées

Ce tableau est urg/nthése des données répertoriées (Kroemer et al., 20Q%alluzzi et al., 201R
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De point de vuemorphologique tandis que l'apoptose se manifeste par une réduction du
volume du noyau et du cytoplasia nécrose, quant a ellse manifeste par un gonflemestt
une augmentation dwolume cytoplasmique,une rupture de la membrane plasmique
gonflemen des organites cytoplasmiques particulier les mitochondriegtune condensation
modérée de la chromatine. Contrairement aapoptose, la nécrospeut étre a brigine
d inflammations et de dommages anveau des tissusL'autophagie se distingue par
'accumulaibn de vacuoles et de membranes (Figure(GhJluzzi et al., 201p Par suite, ilest
clair que les caractéristiques morphologiquesutaties et moléculairesloivent étre prises en

considération lors de la déterminationtgpe de la mort cellulaire

Figure 11. Les changements morphologiques au cours dapoptose, lautophagie et la
nécrose.
Ces types de morts cellulaires peuvent @tduits par divers stimuli, comme par exemple
| irradiation pour lapoptose, le manque de substrats p@utophagie et ilschémiereperfusion
pour la nécrose. lBpoptose est caractérisée parégécissementealla cellule et le maintien de
| intégrité de la membrane plasmique. La néceokmverse fait intervenir une perméabilisation
précoce de la membrane plasmiqueprovoque une lyse de la cellu®.aprégHotchkiss et al.,
2009.
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1.1 L apoptose chez les vertébrés

[11.1.1 Généralités

a) Lescaractéristigues morphologiques de | apoptose

La mort cellulaire apoptotique est un processinservedans ue grande variété de tisses
par lequel de multiples types de cellules sont éliminés au cours du développement embryonnaire
et f Sal mais aussi & 4ge adulte et notamment de cedkidont IADN est endommageé afin de
maintenir lintégrité génongue et lhoméostasie cellulair§Conradt, 200R Ce processus
essentiel a la vie des organism@aricellulairesa été identifié en 1962 par Kelorsquil
observait une mort cellulaire particuliere dans des lobes de foie de rat souisshaniie.
L observation histologique de ce phénomene qui différait de lasecmort cellulaire déja
connue, lui a dabord valu le nom de « shrinkage necrosiKerr, 1965 Kerr, 2003. Ce
mécanismdut nommeé « apptose » par le méme groupe 2 (dérive du nom grec donné a la
chute des feuilles dembres en automneainsi, la tombée lointainges celluleglestissu) (Kerr
et al.,, 1972 Bien qu'ils puissent détectdescellules apptotiques dans de nombreux gz
microscopie optiquese sontleurs observations par microgie €lectronique a transmissigni
ont établi les caractéristiques ultrastructurales consi$éa@jourdhui comme la marque de
l'apoptoseCeschangements morphologiques caractéristiquesprennent (1dnecondensation
cytoplasmique et nucléair@yknoss) ; (2) une fragmentation nucléairekgryorrhexi$; (3) un
aspect morphologique normdés organites cytoplasmiquest (4) une membrane plasmique
intacte avec un « bourgeonnement » membranaire (blebbi(fggure 11)(Kerr et al., 1972
Wyllie et al., 1980 Galluzzi et al., 200 Fréquemment, laoyau pycnotique prend l'apparence
d'une demiune ou formede croissant,la caractéristique la plus indicative d'une cellule
apoptotique La cellule s arrondit égalementavec rétraction des pseudopodes et réduction du
volume cellulaire.Suite ala fragmemation nucléaire, lacellule se désagregen des corps
apoptotiques membranairegiui sont ainsi internaliséspar phagocytose par des cellules
épithélialesvoisinesou des macrophages.

Au cours de ces dernieres années, |'évaluation des cellules et de tissus pour l'apoptose a

évolué vers le marquage en microscopie optique agtalyse en cytométride flux Ces
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techniguepermettent cobserver et de quantifier des phénomenes spécifapiéapoptose tels

gue | intégrité de la membrane plasmiq(évélée par marquage dodure de propidium)

| exposition des phosphadityl sérines sur la face extégrla membrane plasmiqetvélée par
marquage a &nnexine V)et la fragmentation de ADN (révélé par marquage TUNEL)
(Kroemer et al.,, 2009 De méme, comme les événements biochimiques et la signalisation
cellulaire impliquée dans la cascade apoptotique ont été révélés, de nouveaux outils pour
l'analyse de l'apoptose ont émergé. Un grand nombre de ces outils sont sous |laafotioveps

dirigés contre les protéines spécifiquewmpliquées dandes voies apoptotiques, ou conttes
néo-épitopes sur les protéines résultantaetion d'une enzymactivée(Taatjes et al., 2008

b) Les caspases

Une caractéristique importante dexdoptose est implication dune famille denzymes
appelées caspas@Systeine dependent ASPartaleaving proteASES). Chez les mammiféres,
14 caspases (dont 12 cheHdmme) ont été identifiées et classées soit en caspases qui
participent au processus apoptotique, ce sont les caspases initiatrices et les caspases,effectri
soit en caspases inflammatoires activées lors de la réponse immunitaire innée et régulant
| inflammation, comme les caspages4, -5 et-12.

Les caspases sont des protéases strictement cytosoliques possédant un résidu cystéine dans
leur site actif eun résidu aspartate dans leur site de clivetjesont une structure conservée et
sont synthétisées sous forme de précurseurs inactifs ou zymogenes appe&spgses. En
| absence de tout stimulus apoptotique, les caspases initiatrices existentorsnesde
monomeres et les caspases effectrices sous forme de diméerescdspasegTaylor et al.,
2008. D un point de vue structurdes caspases sont constituéegrdis parties principales : un
pro-domaine de taille et de séquence variables localidextrémité aminoterminalede la
protéine, une grande seugité (environ 20 kDa) siée au milieu de la moléculet qui contient
le sitecatalytique de Enzyme etune petite souanité (environ 10 kDa) localiséeatis la partie
carboxyterminale (Figure 12(FuentesPrior and Salvesen, 20P4.e pro-domaineest constitué
des deux motis CARD (CAspase Recrutment Dam) et DED (Death Effector Domaimgui
permettent unénteradion entre les caspasés activation des precaspases nécessite elivage
auniveau des résidus aspartate présents entre Jg@opnaine et la grande seusité etentre les

deux sousaunités(Figure 12) Bien que ¢ site actif se trouve aniveau de la grande scusité,

55



les deux sousnitésdoivent restemssociéepour exercer a foncton catalytique Les caspases
fonctionnent classiquement é@térotétrameres suite a la dimérisation dexdettérodimeres
(Pop and Salvesen, 2009

Figure 12. Structure et mécanisme dactivation des caspases.
A : Structuredes caspaseke prodomaine précéde les desausunités. Les sites de clivage au
niveau du residu Asp sont indigupar des fleches.
B : Le mécanisme dctivation des caspasekes procaspases initiatrices monomériques se
dimérisent avant leur activation par clivage au niveau des résidus asffstaterésents entre
le prodomaine et la grande seusité et entre les deux seusités. Les praaspases effectrices
dimériques sont activées par les mémes clivages que lesgpases initiatrices. Les deux sou
unités restent associées. Apaxtivdion, des événemengsotéolyiques additionnels rendent les
caspases atures en des formes plus stablzapresPop and Salvesen, 2009

Les caspases intiatricésaspaseg -8, -9 et-10) sonten amont dans la cascade apoptotique
et sont capables deautoactiver en réponse aux stimplio-apoptotiques au sein de complexes
multiprotéiques Une foisactivéesellesinduisent le clivage des caspasegdfices(caspases
3, -6 et-7) qui, quanta elles, agissent sur deabstratsintracellulairesqui contribuenta la
destruction de laellule apoptotiquéTaylor et al., 2008 A ce jour, plus de 800 substraist été
identifies et classés en fonction de leur importance dans la physjolegmeaintien et le
métabolisme deal cellule (Fischer et al., 2003 Différents événemerst sont ainsi observés
comme le clivage des lamines qui expligaecondensation nucléairgservée au cours de

| apoptose, etal fragmentation de ADN en oligonuclésomesqui est lune desaractéristiques
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des cellules en fin dpoptose Cette fragmentatioest généralement aséer par la nucléase
DFF40/CADqui coupe IADN génomique entre lasucléosomes pour générer des fragmedats

180 paires de baseSette nucléasexiste dans la cellule sous forme de complexe inactif, liée a
une chaperonne inhibitrice, la DFF45/ICAD (inhibitor of CAD). Ce complexe est dissocié par
| action de la caspaskqui clive DFF45 en trois sites différents et permet & DFF40 de former
des dimeres qui sopgr suite actif§Samejima et al., 2001

[11.1.2 Les voies d induction de | apoptose

D une maniere généraleapoptosese déroule en trois étapel initiation, | exécutim et la
dégradatiorcellulaire. L étaped initiation del apoptose est un phénomeéne réversible au cours
duquel & signal apoptotique (intra axtracellulaire)est transmis aux caspases initiatrices par
des molécules adaptatrices. Ces caspasesviennent dans éxécution de hpoptose et
conduisent a la dégradation de la cell(Heoemer et al., 2007 Ainsi, | apoptose est souvent
considérée comme une mort gasesdépendanteMais si les caspasegitiatrices et effectrices,
impliquées dans le processus apoptotiqdé&rencient clairement dpoptose de la nécrose et
de la pyroptose notammentgiisteaussiune mort aoptotique caspasésdépendente. En effet,
la mort cellulaie par apoptose est cormpour se produire a travers deux voies primaires, une
voie extrinsequeaspasesépendantémpliquant les récepteurs de mat une voie intrinseque
par lintermédiairede membres de la famille B2l (B-cell lymphoma2) et qui peut étre
caspasesépendantes oindépendante@Adams and Cory, 1998

[11.1.2.1 La voie extrinséque de | apoptose

La voie dite extrinsequeest induite par la fixation de ligands spécifiques de type cytokines
sur des récepteurs de surface appelés récepteurs de mort appartenant a la superfamille des
récepteurs du %umor Necrosis Factor (TNFR), incluant des récepteurs TNF (TNER
TNFR-2), le récepteur Fas (CD95/APO1) et des récepteurs TRAIL {fENfed apoptosis
inducing ligand) comme DR et DRS5 (Figure 13)(Ashkenazi, 200 La fixation du ligand sur
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le récepteur induit activation de ce dernier suite a son oligomérisation. Des protéines
adaptatrices de type FADD (Fas Associated Death Donmin)TRADD (TNF Receptor
Associated Death Domain) sont ainsi recrutées par des interactions entre les domaines de mort
(DD- Death Domain) retrouvés a la fois au niveau des récepteurs et des protéines adaptatrices
(Krueger et al., 2003 Un second domaine idteraction protéique des protéines adaptatrices
appelé DED (Death Effector Domain) interagit ensuite avec le domaine DED des caspases
initiatrices, les precaspase8 & -10, formant un complexe appelé DISC (Death Inducing
Signaling Complex)(Boatright and Salvesen, 2003La formation du DISC augmente la
concentration locale des caspases et permet le rapprochement-daspases initiatrices et-
10 qui sactivent ainsi par clivage séquentiel au niveau de leur résidu asg&datesen and
Dixit, 1999). La caspas8 activée déclenche la phaseerécution par hctivation directe des
caspases effectrice8, -6 et -7 (Figure 13)ou via lactivation de la voie intrinséque ou
mitochondriale de &poptose

Dans ce dernier cas, la casp8sactivée clive une petite protéirBid (BH3 interacting
domain death agonist), membre de la famille-Bgour former une forme tronquée de Bid
appelée tBidFigure 13)(Li et al., 1998. tBid est alors rapidement transi@ge du cytosol vers la
membrane mitochondriale ou elle se lie audres protéines prapoptotiques de la famille B&l
comme Bax (BCLzassociated X protein) et induitattivation de la voie intrinseque de
| apoptose qui se traduit par ubreakdown» dela mitochondrigLuo et al.,1998).
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Figure 13. La voie extrinséque de lapoptose.
La fixation du ligand FASL sur le récepteur FAS induiactivation de ce dernier et le
recrutement des protéines adaptatrices de type FADD, qui interagissent avec les caspases
initiatrices, les precaspase8 et -10, formant uncomplexe appelé DISCAu sein de ce
complexe ¢-FLIP et clAPs exercent des fonctions aaybptotiques. Lorsque les signauxpro
apoptotiques prévalent, la casp8seera activée et peut déclencher directement la cascade des
caspases effectrices ou stimular perméabilisation de la membrane mitochondriale externe
(MOMP) en clivant BID.
La voie extrinséque peut également étre induite par les récepteurs DCC ou UNC5B en l'absence
de leur ligand (nétrind). Dans ce cas, les signaux {aoptotiques procedenbis par
l'assemblage d'un DRAL et TUCAN qui activent la casgassoit par DAPK lié a PP2A qui
DAPK1 qui stimule la MOMPD apres(Galluzzi et al., 201

[11.1.2.2 La voie intrinseque de | apoptose
La voie intrinséque, ou mitochondriale peut également étre induite par uneiaté de

facteurs de stress cellulaire incluamxposition a des radiations UV, aux métaux lourdsnet

surproduction des ROEroemer, 2008
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En effet, les ROPeuventaltérer des constituants cellulaires via la génération de produits de
stress oxydatif toxiques tels que le radical superoxyd®, (© peroxyde dydrogene (HO,) et
le radical hydroxyle (-OH).

Les lysosomespeuvent également participer ainfluction de lapoptose suite a la
perméabilisation de leurs membranes. En effet, les lysosomes sont des vésicules qui contiennent
des enzymes nécessaires pour la digestion des macromolécules cellulaires. Plusieurs stimul
induisent la perméabilisation de la membrans$pmiale permettant ainsi la libération des
hydrolases, telles que les cathepsines capabil@sed | apoptose dépendante ou indépendante
de la voie des caspagguicciardi et al., 2004 Cette perméabilisation peut étre @rigine de la
perméailisation mitochondriale mais aussi &ssue de cellei. Le peroxyde diydrogene, issu
de la mitochondrie, peut par exemple réagir avec des molécules de fer présentes dans les
lysosomes et produire ainsi des radicaux hydroxyles qui attaguent aussedierembranes
lysosomiales que les membranes des autres organites cellulaires. Cette réaction est appelée
réaction de FentogZhao et al., 2003

Le réticulum endoplasmiquéRE) peut aussi activer la voie intrinséqlegs d'un stress
rigoureux induit par hccumulation desrptéines de conformation anormale au sein de cet
organite(Schroder, 2006

Ce stress cellulaire egtar suitedétectépar des capteurs incluant des membpes
apoptotiquesle la famille Bcl2 qui vont permettréa libération des protéines papoptotiques
(Cory et al., 2008 Cette libératiors en suit par un déreglement morphologique et fonctionnel de
la mitochondrie provoquant une entrée anormadau et délectrolytes au sein deokganite et
son gonflement. La modification des concentrations ioniques internes entadfémtion de la
membrane externe de la mitochondrie associée a une modification de la perméabilité de la
membrane interne conduisant alors a des variations du potentiel mitochondrial transmembranaire
(Figure 14)Saelens et al., 20D4

a) Lavoie intrinseque caspasesdépendante
Suite aux variations dpotentiel mitochondrial transmembranaides protéines inhibitrices
des IAPs (Inhibitor of Apoptosijomme Srac/Diablo et Omi/HtrA2, ela fraction solubledu
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cytochrome c¢ sontelachées dans le cytos®erhagen et al.,, 200Martins et al., 2002 Le
cytochrome c libéré adenche la formation dn complexe nommé apoptosome (formé de
cytochromec, Apafl, ATP et precaspas®) au sein duquel la caspase initiatrice &Bsve.

L apoptosome actif est atigine du recrutement et dettivation des caspases effectric@sb

et-7 conduisant a la dégradation des composants cellu{Bigege 14)Slee et al., 1999Parmi

ceuxci, le clivage d'un inhibiteur d’ADNase caspase activée (ICAD) qui permet a la DNAse de
dégrader I'ADN. Ce processus est fondamental pour divers essais de ruptures d’ADN comme le
TUNEL ou le TMRNEL (réaction TUNEL couplée au fluorochrome TMR)

b) La voie intrinséque caspasesindépendante
Parmi les facteurs apoptogénes relargués hors de la mitochondrie, on trouve des facteurs
apoptogenes qui ne vont pas activer la cascade dgsases, mais une voie caspases
indépendante. Ce sont les facteurs fBoptosisinducing Factor) et EndoG (Endonucléase G)
(Figure 14)

Le facteur AIF est synthétisé sous forme de précurseur de 67 kDa dans le cytoplasme puis
importé dans la mitochondrie grace a sa séquence de localisation mitochondrial¢ MRS et
al., 1999 Otera et al.2005. Une fois dans la mitochondrie, la séquence MLS est excisée par une
peptidase mitochondriale générant une protéinaimale 62 kDa. AlF est en faincré ala
membrane interne de la mitochondrie via sa régigeriinale ou il exerce une activité NADH
oxydase (Otera et al., 20Q5Miramar et al., 2001 L activation de la voie intrinseque de
| apoptose par un stress cellulaire implique une augmentation du calcium intracellulaire de la
mitochondrie. Cette augmentation permet a la calpainee protéase calciumégendante, de
cliver le facteur AIF qui peut ainsiexporter vers le cytosdNorberg et al., 2008 Une fois
dans le cytosol, AIF amplifierait sa propre litéoa (Susin et al., 1999 Le transport vers le
noyau se fait ensuite grace a une séquence de localisation nuaijeahedi et al., 2006
Dans le noyau, il a été suggéré que le facteur AlF interagit directementADécdt induit une
condensation périphérique de la chromatine ainsurgwlivage de ADN en fragments
d environ 50 kb par le recrutement oadtivation des endonucléag@’® et al., 2002
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Le facteur EndoG est une nucléase mitochondriale rspécifigue de 30 kDa localisée
également dansdspace intermembranaire mitochondialet al., 200). L activation de la voie
intrinseque de apoptose conduit & sa libération dans le cytosol psi anslocation dans le
noyau. EndoG digere ADN en labsence dctivité caspase et enabsence de la nucléase
caspase&lépendantdvan Loo et al., 2001 Elle pourrait agir avec éxonucléase et la DNase |
dans le noyau pour générer les fragmenfDdN de haut poids moléculaire ou des fragments

oligonucléosomiquetSamejima et al., 2001

Figure 14. La voie intrinséque de lapoptose.
Une variété de facteurs de stress cellul@is¢ générée et converge vers macanisme de
contrdle mitochondrial. Lorsque les signaux-ppmptotiques prévalent, la perméabilisation de la
membrane mitochondrial externe (MOMP) conduit a la dissipation du potentiel mitochondrial
transmembranaire”(Em) et a la libération dans le cytdsle protéines normalement confinées
dans l'espace intenembranaire mitochondrial (IMS). Parmi cecixle cytochrome ¢ (CYTC)
qui avec APAF1, IATP et la precaspas® forme lapoptosome qui déclenchadtivation de la
cascade protéolytique casp&iecaspase8. DIABLO / SMAC et HTRA2 facilitent l'activation
des caspases en séquestrant et/ou dégradant plusieurs membres de la famille des protéines
inhibitrices de I'apoptose (IAP).
Au contraire, AIF et ENDOG induisentapoptose d'une maniére caspdaadgpendante en se
déplacant vers le noyau et en induisant la fragmentation de I'ADN. HTRA2 contribue également
a la voie caspasesdépendante par le clivage d'une vaste gamme de substrats cellulaires y
compris des protéines du cytosquelditapresGalluzzi et al., 201
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[11.1.3 Les protéines régulatr ices de | apoptose

La famille Bcl-2 regroupe des protéines possédant une activit@moptotique mais aussi
des protéines possédant une activité-apdiptotiqueCes régulateurs deapoptose participent a
la décision dentrée en apoptose ou de survie au coursad¢iViation de la voie mitochondriale
de | apoptoseD un point de vue structurdh famille Bcl2 se caractérise par la présencend
ou plusieurs domaes homologues, appelés BH (BH1 a BH#jgure 15) Ces régions
permettent aux macromolécules de se lietree elles par dimérisation. Les prot&nproe
apoptotiquesegroupent des moléculegii ne possédent qun seul domaine BH, comme les
protéinesBH3-only (Bim, Bik ou Bad), ou plusieurs domaines BH, comme Bax et Bak. Toutes
les protéines anipoptotiques, comme B&l Bckx. ou Bclw, possédent les quatre domaines
(Figure 15) En effet, il a été montré que les protéines-aptiptotique BeR et Bol-xL inhibent
la perméabilisation des membranes mitochondriales dans des protéoliposomes, des
mitochondries isolées et des cellules. De méme2Behforce la résistance des cellules au stress
oxydatif en maintenant la fermeture des pores mitochond(idaxzo et al., 198, Armstrong,
2006. Concemant leurs actions, les BidBly agissent comme des sentinellegst a dire que
lors dun signal de stress, elles vont inhiber les-aptitotiques en se fixant par des liaisons
hydrophobes et permettre la libération des protéinesapoptotiquesa multrdomaines BH
(Rautureau et al., 2010
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Figure 15. Représentation schématique dedifférents types de protéines de la famille
Bcl-2.
La famille Bck2 regroupe des protéines aapioptotiques, comme B&l Bclw et Bckx,, qui
possédent les quatre domaines BH (BH Xt des protéines papoptotiques qui ne possedent
qu un seul domaine B, comme les protéines BHhly (BID, BIM, BAD &), ou plusieurs
domaines BH, comme BAK et BAX'apres(Anvekar et al., 2011

Les inhibiteurs de lapoptose (IAPs)sont des protéines qui empéchent le clivage des
caspases nécessaire a leur activation. Les membres de cette famille sont : XhARdXAP),
ClAP1 et 2 (cellular IAP), Survivin, Livin ou MIAP (Melanoma IAP), TSAP (Testisspecific
IAP), NAIP (Neuroml Apoptosis Inhibitory Protein) et BRUCE/Apollon. Cette famille se
caractérise par la présenceurd motif peptidique conservé appelé BIR (Baculovirus IAP
Repeats) qui peut étre répété plusieurs fois et qui est nécessaire a la liaisarhétittoh des
caspaseqFesik and Shi, 2001 Les mécanismes action des protéines IAP ne sont pas
totalement élucidés mais leur activité dépend du domaine B#tilité de la survivine ne se
limite pas aux caspases, mais elle est étroitetid@nau cycle cellulaire et elle bloque également
d autres facteurs qui interviennent notamment dans la fragmentatiohDie¢ (WrzesienKus et
al., 2004. Certaines études suggerent que seul XIAP serait en réalité capablded
directement les caspases grace a la présence exclusive de deux séquences au sein du son BIR
nécessaires pour inhiber les caspasesagitsd une séquence idteraction IBM (IAP binding
motif) et dune séquence inhibitrice. Les autres IAPs interagiraient avec les caspases sans les
inhiber directemen(Eckelman et al., 2006 Par exemple, lesI&\Ps inactivent les caspases en

induisant des dégradations protéiques witjuitination de protéines des complexes en aval du
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TNFR qui participat a lactivation de la caspase(Bckelman et al., 20085yrdHansen and
Meier, 2010.

Les protéines inhibitrices a domaine CARD ou DEDBsont des molécules catalytiquement
inactives qui miment les caspases par leur domaine CARD ou DED. Elles empéchent ainsi le
recrutement et dligomérisation des caspases et par suite inhibapbptose. La protéine
cellulaire eFLIP (cellular FLice Inhiitory Protein) posséde un domaine DED qui se fixe aux
pro-domaines des proaspase8 empéchant leur recrutement et bloguant aimsduction de
| apoptose par voie extrinseqiiéataoka, 200p

lll. 2 L apoptose chez Crassostrea gigas

Chez lhuitre Crassostrea gigasla voie de lapoptose est conservéghang et al., 2012
Comme chez les vertébrés, le processus apoptotique bl@zel est impliqué dans le maintien
de I'hnoméostasie tissulaire mais aussi dans la réponse immunitaire qui peut étre déclenchée par
une variété de stimuli, y compris des cytokines, des hormonssagtessions toxiques, des
virus, des bactéries et des parasites protozogBekolova, 2009 Des étudegsécentesde
génomique et transcriptomique cheauitre ont révélé plusieurs genespedtéines impliquées
dans lapoptose ainsi que dans sa régulation. Ainsipdptose cheZ. gigas semble étre
similaire en complexité a l'apoptose chez les vertéloméss aveales caractéristiques uniques
liées a I'exposition récurrente des animaux changementenvironnementaux, aux polluants et
aux agents pathogéné€zghang et al., 2011kZhang et al., 2092 Cegendant, les mécanismes
sousjacents a Induction ou a la régulation deapoptose par un agent pathogéne restent peu
élucidégRomero et al., 2095

a) Les caspases
Chezl huitre Crassostreayigas plusieurs caspases ont été identifiées et caractérisées comme
les Cg-caspaseg et-8 identifiées comme caspases initiatrices, etdgsaspased, -3 et-7

identifiees comme caspases effectrices capahieduire la mort cellulair§Zhang et al., 2011b
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Qu et al., 2014 A titre d exemple, le gene codant@arcaspased est un gne caspasg-like qui
code pour une protéine contenant les domaines p20 et pl@netifinonservé du site actif

Au niveau transcriptomique, une étude menée agresdllation des larves dehlitre sur le
substrat, a montré que I€grcaspased et-3 étaient surexprimées dans plusieurs tissus, surtout
dans les branchiegQu et al., 201} Une étude plus récente a montré ensuite que |
surexpression de l@g-caspase induit I'exposition des phosphatidyl sérines sur la face externe
de la membrane plasmique des hémocytes et le clivage de la polyri@i3E) polymérase
induisant ainsi l'apoptose. De plusdg-caspase sert de récepteur immunitaire intracellulaire
spédfique pour le LPS et cette interaction inhibe spécifiqguement I'apoptose cellulaire induite par
cette caspaséXu et al.,, 201% Certaines caspases sont surexprimées suite a une infection
bactérienne comme leSg-caspased et -2 surexprimées suite a une infection pébrio
anguillarum (Zhang et al., 201)h d autres sont surexprimées suite a un challenge par le poly
IC, comme laCg-caspase, suggérant son implication dans la réponse-\arsie (Li et al.,
2015.

b) L induction des voies apoptotiques
Chezl huitre Crassostrea gigade séquencage du génome a révélé I'existence de plusieurs
génes clés impliquésads la voie intrinséque comme les genes codgax, Cg-Bak, Cg-Bag,
Cg-Bcl2, BI1 et des pr@aspases, mais aussi dans la voie extrinseque comme les genes codant
des TNFR et l&g-caspase (Zhang et al., 2012

L activation de la voie caspas@gspendant& été mise en évidence suite eéxposition des
huitres ala noradrenaline qui est capable d'induire I'apoptose des hémocytes via une voie de
signalisation bétadrénergique et a travers la voie dépendante des caghaseste et al.,

2002. De méme,Teraha et al ont montré que des peptides a domaine RGD, connus pour
fonctionner comme un ligand d'intégrine, induisent également I'apapto#eo des hémocytes

de C. gigas(Terahara et al., 2003Le méme groupe ansuite démontré queathésion des
hémocytes médiée par une molécule integikes déclenche &poptose suggérant que
l'activation des intégrines contribue a l'induction de la mort cellu(@iegahara et al., 2005
Récemment, des analyses bioinformatique et transcriptomique ont montré Cm& N&E peut

activer les facteurs de transcriptibif- B et HSF (heat shock transcription factor) via la voie de
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signalisation MAPK et réguler ensuit@poptose des hémocytes. En effet, les hémocytes actives
libérent des neurotransmetteurs commacetylcholine et le norepinephrine qui inhibent leur
apoptose, et le [Met(58nkephalin qui induit (Liu et al., 2016h

L apoptose chezC. gigas peut étre également déclenchée en réponse a des stress
environnementaux. En effet,ekposition deC. gigasa la micrealgue toxige Alexandrium
catenella induit | apoptose des hémocytes circulants et la surexpression des genes pro
apoptotiqueCg-Bax etCg-Bax-like ainsi que les génes codant les caspases effeciBoets7
(Medhioub et al., 200)3En 2014, Rolland et al suggéerent que ce mécanisme de défense, induit
dans les hémocytes, serait contr6lé dans la glande digestivérels exposées A. catenella
(Rolland et al., 2014 Une autre étude suggere quexposition deC. gigasaux eaux usées
pourrait induire I'apoptose des hémocytes ainsi que des dommages de I'ADN suite aux
changements danskpression des protéinéées aucytosquelette, a la voie d'ubiquitination et
au cycle cellulairéFloresNunes et al., 20)5Plus récemment, il a été montré dfaeidification
de l'océan ainsi queelxposition des huitres a des pourcentages élevés gerémquent une
augmentationde la production des espéces réactives d'oxygéene (ROS) dans les hémocytes
accompagnée dne augmentation du taux de l'apoptose détecté dans ces d@llaleg et al.,
2016

c) Les protéines anti -apoptotiques
Chezl huitre Crassostrea giggsun systeme antipoptotique puissant existe. En effet, le
génome de I'huitre possede 48 génes codant des protéines inhibitrices de I'apoptose (IAPs) contre
8 chez I'hnomme et 7 chez les ourqidsang et al., 2012

Des études transcriptomiques ont montré gexpbsition au stress, notammemixposition a
| air, a la chaleur et & deilfées salinit&, induit la surexpression de cimQg-IAPs et des
inhibiteurs de l'apoptos€g-Bcl-2 et Cg-Bag (Zhang et al., 2012 Cg-IAP1 est également
surexprimé suite a une infection pébrio anguillarum(Zhang et al., 201)bPlus récemment,
un nouveawene XIARIike spécifique de huitre,Cg-IAP2, a été caractérisé etgroupé dans la
branche des invertébrés. Il posséde une protéine déduite contenant un domaine RING et deux
domaines BIR et dont le BIR2 était nécessaire et suffisant poteraction avec la caspase

initiatrice Cg-caspase. Au niveau transcriptomique, le gene codai@dd AP2 était surexprimé

67



dans les branchies et les palpes labiales ainsipggs un chalenge bactérien suggérant son
implication dans l'inhibition de l'apoptof@u et al., 201p

Une nouvelle lectineCg-Siglecl, localisée dans différents tissus notamment dans la
membrane cytoplasmique des hémocytes, a été identifiée pour sa cajacibeal apoptose
induite par le LP&t le relargage deytokine comme [&Cg-TNF-1 (Liu et al., 20165 D une
fagon similaire I'addition de lacide *aminobutyrique GABA, un neurotransmetteur inhibiteur
supprimant les réactions a médiation immunitaire-ipflammatoire, réprime | apoptose des
hémocytes induite par le LRSI et al., 20163 Un nouveau gen&g-VDAC?2, codant le canal
voltage dépendarlWtDAC qui joue un rdle essentiel dans la perméabilité mitochondriale et le
relargage du cytochrome @ été également identifié et caractérisé pour ses effets anti
apoptotiquesL étude a montré qu€Eg-VDAC?2 est fortement induit dans differents tissus et
stage de développement dbuitre ainsi que suite arfection par lherpés virus OsH\.. De
plus, & surexpression supprime l'apoptose des hémocytes induite par une irradiation UV en
inhibant le gene prapoptotiqueCg-Bak. Cg-VDAC2 a été également docalisé avec les
mitochondries dans les cellules HelLaet al., 2016.

d) Linduction de | apoptose par les pathogenes de | huitre

Chez Ihuitre Crassostrea gigasune étude menée apres une infection par \dbso
pathogenes d'huitres a permis de mettre en évidence la surexpression de plusieurs génes
impligués dans les voies dapoptose comme les génes-ppmptotiques codant deaspases et
le cytochrome c etab génes antipoptotiques codant des IAPs a mdtimaine BIR(de
Lorgeril et al.,2011). Une autre étude a montré que trois genesapuaptotiqgues (leg-
caspased et-2, et FADD) et un géne arapoptotique €g-IAP1) sont surexprimés suite a une
infection pawibrio anguillarum(Zhang et al., 2013b

Le virus herpés OsH\L, pathogéne de huitre, st également associé a des phénomenes
apoptotiques. En 2000, Renault et al ont suggéré feepks virus pourrait induire I'apoptose
des hémocytes d'huitres suite aux observations simultanées en microscopie électronique de
particules virales herpétiques @ne chromatine condensée accompagnéeedfragmentation
périnucléaire(Renault et al., 2000 Plusieurs études ont ensuite montré la surexpression de
génes antapoptotiques impliqués dans la voie intrinséque @@optose suite a une infection par

ce virus, commda surexpression de gene codanC@®Bcl2 (Renault et al., 2091 Des études
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plus récentes ont montré que les composants de la voie extrinseque de l'apoptose ont été induits
en réponse aihfection parOsHV-1. De méme, des IAPs calpar GHV-1 ont étdortement
exprimés lors de la phase aigue de l'infection suggérantivation de lapoptose che€. gigas
(Green et al., 2015b
Enfin, lesphénomenes ansipoptotiques semblent étre importacitezles huitres infectées
par les pathogenes. Un équilibre entre les facteursepemtiapoptotiques pourragxister.Dans
les cellules cdhuitres infectées par les pathogénes ou exposées aux differents stress
environnementaux, dpoptose pourrait ainsi soit étre activée soit étre inhibée selon la nature et

| évolution de l'infection ou dedxposition, mais ausselon le statut physiologique des huitres.
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CHAPITRE 1I: RESULTATS

SECTION A

L exposition a la microalgue productrice de toxines paralysantes
Alexandrium catenella augmente la susceptibilité de | huitre Crassostrea gigas

aux vibrios pathogenes.

Afin d étudier limplication potentiellede la microalgue productrice de toxines paralysantes
(PSTs)Alexandriuncatenellg dans les phénoménes de mortalités llgifre Crassostrea gigas,
nous avonsuivi sa dynamique dansllagunede Thauau niveaud une ferme conchylicola
| aide dune approche moléculaire couplée a une approche cellulaappwyant sur un
échantillonnage mensuel de la colonne d'eau de novembB8ejifu‘a juin 2014. Nous avons
également suivi la contamination des animauxlesrPSTsen incubantdes huitres juvéniles
dans & lagune au niveade la méme ferme en novembre 2013 et en échantillonnant cinq huitres
chaque mois pourdnalyse chimique ddexinesdans leurs tissu&n parallele la mortalité des
huitres juvéniles a ét&uivie dans la lagune de Thau par RESau dObservations
Conchylicoles de Ifremer (RESCO).

Les résultats obtenus ont montré ayju moment des mortalités des huittes,cellules dA.
catenellaétaert présents dansla colonne deauet que les huitres étaient contaminées par les
PSTs.

Dans un deuxiéme temps, ces données nous ont ameneés a tester en conditions expérimentales
contrblées kffetde cette microalgue toxiqueair lesmortalités dhuitresjuvéniles induitepar le
pathogeneVibrio tasmaniensid GP32 qui estassocié aux mortalités d'huitrd®our cela, des
huitres ont été exposésait au dinoflagellé toxiquA. catenellasoit au dinoflagellé non toxique
Alexandriumtamarensesoita | algue fourragér@ysochrisidutea

Les résultats obtenus ont montré que l'exposition des huitres juvéniles au dinoflagellé toxique
A. catenellaaugmente significativemem¢ur sensibilité &/. tasmaniend$ GP32. Au contraire,
l'exposition au dinoflagellé non toxique tamarenseou a lalguefourragéreT. lutean'a pas

d effet sura sensibilité des htres aux vibrios pathogénes.
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En conclusion, cette étude montre pour la premiére fois gA. catenellg productrice de
toxines paralysantes (PSTs)yaugmente la sensibilité deC. gigasa V. tasmaniensis.GP32,
un vibrio associé aux surmortalités dhuitres. Nous montrons également la présence de
toxines algales dans la chair dhuitres au moment des mortalités dans la lagune de Thau.
L ensemble de nos résultats suggére queexposition aux algues toxiques pourrait
représenter un facteur aggravant dans la maladie des huitres juvéniles en zone

d efflorescences algales toxiques.
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Abstract: The multifactorial etiology of massive Crassostrea gigasummer mortalities results
from complex interactions between oysters, opportunistic pathogens and environmental factors.
In a eld survey conducted in 2014 in the Mediterranean Thau Lagoon (France), we evidenced
that the development of the toxic dino agellate Alexandrium catenellawhich produces paralytic
shell sh toxins (PSTs), was concomitant with the accumulation of PSTs in oyster esh and the
occurrence of C. gigasmortalities. In order to investigate the possible role of toxic algae in this
complex disease, we experimentally infected C. gigasoyster juveniles with Vibrio tasmaniensis
strain LGP32, a strain associated with oyster summer mortalities, after oysters were exposed to
Alexandrium catenellaExposure of oysters to A. catenellasigni cantly increased the susceptibility
of oysters to V. tasmaniensid. GP32. On the contrary, exposure to the non-toxic dino agellate
Alexandrium tamarenser to the haptophyte Tisochrysis luteaised as a foraging alga did not increase
susceptibility to V. tasmaniensid GP32. This study shows for the rsttime that A. catenellancreases
the susceptibility of Crassostrea giga® pathogenic vibrios. Therefore, in addition to complex
environmental factors explaining the mass mortalities of bivalve mollusks, feeding on neurotoxic
dino agellates should now be considered as an environmental factor that potentially increases the
severity of oyster mortality events.

Keywords: harmful algae; environment; interaction; pathogens; defense; paralytic shell sh toxin

1. Introduction

The mortality of the juvenile paci c oyster Crassostrea gigds the result of complex interactions
between oysters, their environment and opportunistic pathogens. It is a global phenomenon that has
been observed several times in marine systems of different countries, including Brazil, the USA[ 1,2]
and recently reported in New Zealand, Australia and Europe [ 3-6]. In France, high C. gigasmortality
rates (60%—100%) have been reported since 1991. They are of major concern to oyster farmerg 8]

[]
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due to the important economic losses. Pathogenic populations of Vibrio from the Splendidus clade
have been associated with the recurrent “summer mortality” outbreaks in  C. gigasjuveniles [9-13].
Among them is Vibrio tasmaniensid GP32 [10], whose pathogenic processes have been characterized in
detail [ 14-16]. The ostreid herpes virus OsHV-1 Var was also associated with abnormal mortalities
of C. gigasin France [17,18]. It is believed that abiotic factors enhance the susceptibility of oysters
to infections by various pathogens, such as bacteria and viruses [9,10,19]. Temperature was actually
found to be one major driving environmental factor in uencing oyster mortality [  20]. However, when
considered individually, pathogens, temperature, reproductive effort, diet and farming practices donot
account for the global increase in oyster mortalities in recent years [20-23].

C. gigasoysters, like other bivalve mollusks, are lter feeders that feed on micro-phytoplankton,
including toxic dino agellates. Among these dino agellates, Alexandrium catenellaa paralytic shell sh
toxin (PST) producer, is observed worldwide [ 24]. Extensive blooms of this species have been
reported in various marine environments, such as the Paci ¢ Ocean of North America[ 25], Chile [26],
New Zealand [ 27], Japan, China, South Korea P829 and the western Mediterranean Sea [30,31].
In the Mediterranean Sea, blooms of A. catenellavere observed in con ned areas, such as lagoons and
harbors [32,33]. Since 1998, severalA. catenellablooms were observed in spring and/or autumn in
the Mediterranean ThauLagoon (France, N 43 25 E 03 39%, a shallow lagoon open to the sea and
holding an important oyster ( C. giga3 production (10,000 tones year 1) [34-38]. In Thau Lagoon,
A. catenellacould reach high densities during bloom periods (3 ~ 10°-14 10° cells L 1) with toxin
contamination in bivalves frequently exceeding the sanitary threshold over which the bivalves are
considered dangerous for consumption [39].

It is now established that exposure of mollusks to high concentrations of PST-producing
dino agellates could negatively affect the feeding, burrowing and survival of these bivalves[ 40-43].
Paralytic shell sh toxin (PST) producers are known to negatively affect the physiological and
cellular processes of oysters, such as ltration and digestion [ 44-47]. Feeding on these neurotoxic
dino agellates leads to an accumulation and biotransformation of PSTs mainly in the digestive
gland [4849]. Interestingly, these potent toxic algae impact the oyster immune system and
induce an increase of reactive oxygen species (ROS) production and an inhibition of hemocyte
phagocytosis [50-52]. Importantly, Medhioub et al. (2013) showed that the PST-producing A. catenella
induces apoptosis in C. gigashemocytes [53]. More recently, it has been shown that exposure to a toxic
strain of A. catenellamodi es the host-pathogen interaction by reducing the prevalence of OsHV-1

var infection [ 54]. However, the effects of A. catenelleon the susceptibility of juvenile oysters to the
bacterial pathogens involved in the summer mortality disease have not been investigated to date.

Here, we conducted a eld study to investigate the relationship between the dynamics of
A. catenellain the water column, the bioaccumulation of PSTs in oyster esh and their mortality
in the Thau Lagoon. The detection of PSTs in the esh of oysters during a mortality event prompted
us to investigate the negative effects of toxic algae on oyster susceptibility to pathogenic vibrios.
In agreement with our eld observations, controlled experiments showed that an exposure of C. gigas
to A. catenellasigni cantly impacts the survival of these mollusks when further infected with the
pathogenic V. tasmaniensistrain LGP32.

2. Results

2.1. Occurrence of an Oyster Mortality Event during a Toxic Alexandrium catenella in the Thau Lagoon

We monitored the dynamics of toxic algae in the Thau in 2014, when a massive mortality of
oyster juveniles occurred in April and May, as recorded in the French Shell sh Observatory Network
database (RESCO for Réseau @bservations conchylicoles) (Figure 1A). The mortality event occurred
when the seawater temperature was between 13 C and 17 C (Figure 1B). Interestingly, A. catenella
cells were observed in the water column from the Thau Lagoon in April, May and June 2014 at
concentrations of 18, 105 and 358 cellsL 1, respectively, when the mortality event occurred (Figure 1C).

[
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The identi cation of A. catenellaDNA in April and May 2014 at concentrations corresponding to
256 and 230 cellsL 1, respectively, was con rmed by gPCR ampli cation (Figure 1C).

In addition to the presence of A. catenellan the water column, PSP toxins were detected in the
esh of juvenile oyster cultured in the Thau Lagoon. Importantly, neosaxitoxin (Neo-STX) was detected
at high rates (up to 460 g/kg of oyster esh) in March, April and May 2014 concomitantly with
the detection of A. catenellan the environment (Figure 1D). Interestingly, when mortality occurred
(April-May 2014), the PSP rates tended to decrease in surviving oysters with no more Neo-STX being
detected in June 2014, at the end of the mortality event. After the mortality event, in June 2014, neo-STX
was no longer detected in surviving oysters; only low rates of gonyautoxin 2 (GTX2) and decarbamoyl
gonyautoxin (dc-GTX2) were detected.

Figure 1. Field survey inside an oyster farm in Thau Lagoon in 2014. Oyster mortality ( A); water
temperature and salinity ( B); abundance of A. catenelldn water ( C); accumulation of paralytic shell sh
toxins in surviving oysters ( D). The bar charts represent (in %) the temporal toxin in oysters. (Neo-STX
for neosaxitoxin, GTX2 for gonyautoxin 2 and dc-GTX2 for decarbamoyl gonyautoxin 2).

2.2. Exposure to Alexandrium catenella Increases Oyster Mortality

To determine whether the presence of Alexandrium catenellacould increase oyster mortality,
juvenile oysters were exposed for 48 h either to the toxic strain of A. catenella(ACTO03) or to
A. tamarensg(ATTO7) or T. luteaused as foraging algae. Algal density was monitored in tanks
all over the experiments showing similar concentrations in tanks during the time of experiment
exposure (Figure S1). After a 24 h exposure to algae, oysters were injected with a lethal dose of
Vibrio tasmaniensid GP32 or sterile seawater (SSW), and oyster mortality was monitored for 10 days
after their infection. We observed a signi cant increase in the mortality of oysters previously exposed
to the toxic dino agellate A. catenellan comparison to individuals that were starved or exposed to
A. tamarenser T. (p=10.033, 0.044 and 0.006, Wilcoxon test, respectively) (Figure 2). The L
(lethal dose 30%) was reached at Day 3 for animals previously fed with A. catenellawhile it occurred at |:|

g
.
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Days 7, 6 and 9 for oysters starved, fed with A. tamarenser fed with T. luteg respectively. In other
words, at Day 10, the mortality of oysters that were previously exposed to A. catenellavas 35%, 27%
and 53% higher than that of oysters unfed or fed with A. tamarenseor T. lutea respectively. In the
absence of infectious challenge, no mortalities were recorded over 10 days for control animals injected
with sterile sea water (SSW), for starved oysters and for oysters fed with A. catenellaA. tamarense
or T. lutea

Figure 2. Comparison of Kaplan-Meier survival curves generated for oysters exposed to different algae
and for starved mollusks. ( A) Oysters fed Alexandrium catenella versustarved animals; (B) oysters
fed A. catenella versughose fed Alexandrium tamarense(C) oysters fed A. catenella versughose fed
Tisochrysis luteaA. catenellgblack); A. tamarensdgreen); T. lutea(blue). Control oysters that were not
infected by Vibrio tasmaniensid GP32 or were injected with sterile seawater (SSW) are represented in
black dashed triangles. * p < 0.05, *p < 0.01.

2.3. PSTs Accumulate in Infected Oysters

The Alexandriumsp. used in our experiment were controlled for their PST content. The ACT03
strain showed a toxin amount of 5.3 0.4 pg toxins cell 1. The specic toxicity of this strain
was 1 0.1 pg STX equivalent cell 1. The ACT03 PST pro le was characterized by the presence
of carbamate, decarbamoyl and N-sulfocarbamoyltoxins. The following toxins were detected in
decreasing concentrations: N-sulfocarbamoyltoxin 2 C2 (50%), GTX5 (35%), GTX4 (12%), GTX1 (1%)
and Neo-STX (1%), with STX and dc-STX, GTX2, GTX3 and C4 present as trace amounts (Figure 3).
No toxins were found in the Alexandrium tamarensstrain (ATTO7). In order to monitor the PST pro le in
oysters in our controlled experiment, dead oysters fed with A. catenellaand infected with V. tasmaniensis
were collected every day. PSTs were not detected in the most sensitive oysters, which died after one and
two days of incubation. PSTs were detected in dead oysters after three days of incubation (Figure 3).
Then, the toxicity level increased to reach 29 7 g kg 1! tissue wet weight at Day 10. Moreover,
the toxin pro le displayed a substantial change in comparison to that of A. catenellacells (Figure 3).
Among the toxins produced by A. catenellaonly C2 was detected in oysters 10 days after the beginning
of the experiment. GTX2, which was present as a trace in A. catenellecells, represented 100% of the
total toxins measured in oysters that died at Days 3, 4, 5, 6 and 9 and was the major toxin compound
(57%) at the end of the experiment (Day 10). Interestingly, the toxicity level reached 17 5 g kg !

tissue wet weight in oysters considered as survivors 12 days after the infection (Figure 3).
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Figure 3. Evolution of the paralytic shell sh toxin content (g kg ! wet weight of mollusk) in dead

oysters during the Vibrio tasmaniensid GP32 infection experiment. The bar charts represent (in %) the
temporal toxin in oysters. The pie charts represent (in %) the toxin composition of Alexandrium catenella
(C2 for N-sulfocarbamoyltoxin 2, GTX2 for gonyautoxin 2 and GTX5 for gonyautoxin 5).

3. Discussion

Results from our laboratory experiments demonstrated that exposure to the neurotoxic
Alexandrium catenellancreases the susceptibility of Crassostrea gigasysters to the pathogenic
V. tasmaniensid GP32. Indeed, a signi cant increase in oyster mortality induced by Vibrio infection was
observed after exposure to A. catenellalnterestingly, we earlier showed that this toxic dino agellate
induces the apoptosis of C. gigashemocytes (immune cells) at PST concentrations similar to those
generally observed in situ during a bloom of toxic algae [ 53]. Apoptosis was observed 24 h after
exposure to A. catenellawhich corresponds to the time we used for oyster infection in our experiment.
Such destruction of the hemocytes, which play a key role in the defense mechanism of invertebrates [ 55),
could strongly affect the capacity of C. gigasto resist bacterial infection and be responsible for the
increased susceptibility of oysters observed here. Contrary to our results, exposure to A. catenellavas
shown to reduce the infection of oysters by the OsHV-1 herpesvirus [ 54]. The different susceptibility of
oysters to those different pathogens is probably due to different immune reactions required to control
bacterial and viral pathogens [ 56]. It can indeed be hypothesized that PSTs polarize the oyster immune
response by triggering immune mechanisms that predispose to bacterial infections, but protect from
viral infections. However, the potential lytic activity of the ACTO03 strain towards hemocytes due to
allelochemical compounds could not be ruled out and must be considered as an additional factor
increasing the sensitivity of oysters to pathogens [57].

Supporting our hypothesis of a negative effect of toxic algae on oyster immunity, we observed
an accumulation of toxins in the esh of oyster batches showing higher mortality rates. Interestingly,
no PSTs were found during the rst and the second day of the incubation in the tissues of dead oysters
that were fed with A. catenellaand infected with V. tasmaniensisGTX2, which was absent in the ACT03
cells, appeared in dead oysters three days after infection, and its concentration increased continuously
until the 10th day of experimental exposure and during the in situ exposure. Data showed differences
between toxins in the ingested A. catenellacells and those found in fed oysters. This could be attributed
to a selective uptake of the toxins in oyster tissues, metabolic interconversion and elimination of the
toxins [47,58-60]. Several studies suggested that an active biotransformation/interconversion of PSTs
occurred [58,61]. The toxins that were accumulated in oysters in the experimental infection or in oyster
individuals exposed in situ to natural A. catenelleblooms can result from the transformation of some
toxins (GTX3, C2 and others) produced by this dino agellate. This suggests that an important
biotransformation process occurred in the C. gigastissues. In our experiments, C2 and GTX2
accumulated in surviving oysters (Figure 3). We can speculate that these toxins, resulting from
biotransformation, may have low toxicity and presumably did not affect the capacity of oysters to
resist vibrio infection.
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One important nding from this study is that C. gigasmortality observed in 2014 occurred
while oyster esh was contaminated by PSTs. These results correspond to previous works showing
that PSTs were present at concentrations as high as 920 g kg ! of digestive gland wet weight in
oysters exposed to toxic algae in Thau Lagoon in May 2011 [62] when oyster mortality also occurred
(April-May 2011 according to the French Shell sh Observatory Network). In the present study, toxins
had been detected in oyster tissues since January 2014, while mortalities occurred only in April and
May 2014. In agreement with our experimental data, this indicates that oyster intoxication by PSTs
alone is not suf cient to induce mortalities, but could rather participate in the induction of oyster
mortality in a multifactorial way that involves vibrios and likely other pathogens [13,63].

This study showed that A. catenellancreases the susceptibility of C. gigasoysters to pathogenic
V. tasmaniensisTo our knowledge, this is the rst time that a direct link between a previous exposure
of marine invertebrates to a paralytic shell sh toxin (PST) producer and the mortality induced by
a pathogenic microorganism has been established. The interaction A. catenella/C. gigas/Vibrisvas
supported by the co-occurrence of oyster mortality and PST presence in oyster organs. The eld
observation suggested that A. catenelladevelopment in situ could trigger C. gigasmortality. Among
the dino agellates producing PSTs, the genus Alexandriumis one of the major genera with respect to
its diversity, magnitude and consequences on the ecosystem components [24]. Studies will provide
further insight into the relationships between the established and emerging toxic dino agellates and
mass mortalities of marine invertebrates. In particular the role of these algae in predisposing marine
animals to microbes (bacteria and/or virus) occurring frequently in the environment should be the
subject of further study. Other research focusing on direct interactions between toxins and bacteria
would be required to better understand the mechanisms involved in these interactions. To conclude,
in addition to complex environmental factors explaining mass mortalities of bivalve mollusks, feeding
on toxic algae should now be considered a contributing factor.

4. Experimental Section
4.1. Field Survey in Thau Lagoon

4.1.1. Collection of Environmental Samples and Processing

Phytoplankton samples from Thau Lagoon (Languedoc-Roussillon, France) were collected each
month from November 2013-June 2014 inside the oyster farm named Bouzigues (N 43 26.058 and
E 003 39.878) (Figure 4). Sea water (duplicate) was collected from the sub-surface ( 50 cm) using
a pump. On the boat, 20-30 liters of water were concentrated through 20- m pore Iters to a nal
volume of 50 mL (fraction >20 m). Total DNA from 1 mL of this fraction was extracted and puri ed
according to the standard procedure of the current protocols in molecular biology, Unit 2.2.1 [ 64]. After
puri cation, DNA was conserved in 100 L of waterat 20 C until PCR was performed.

Figure 4. Map showing locations of the sampling stations in Thau Lagoon.

i m


cmontagn
Texte tapé à la machine

cmontagn
Texte tapé à la machine

cmontagn
Texte tapé à la machine

cmontagn
Texte tapé à la machine

cmontagn
Texte tapé à la machine

cmontagn
Texte tapé à la machine

cmontagn
Texte tapé à la machine

cmontagn
Texte tapé à la machine

cmontagn
Texte tapé à la machine

cmontagn
Texte tapé à la machine

cmontagn
Texte tapé à la machine

cmontagn
Texte tapé à la machine

cmontagn
Texte tapé à la machine

cmontagn
Texte tapé à la machine

cmontagn
Texte tapé à la machine
77


Toxins2016 8, 24 7 of 14

4.1.2. Dynamics of Alexandrium catenella

Species belonging to the Alexandrium tamarenseomplex are often dif cult to separate. This
complex is composed of three morphospecies, namely A. fundyensegBalech), Alexandrium catenella
(Whedon & Kofoid) Balech and A. tamarens€Lebour) Balech. Taxa, such asA. catenellaand A. tamarensge
are considered as cryptic species p5. Recently, John et al.[66] proposed to rename A. catenella
(Whedon & Kofoid) Balech Alexandrium paci cum(Litaker). However, this proposition is still under
debate [67]. In Thau Lagoon, Genovesi et al.[36] showed the simultaneous presence of the toxic
A. catenellaand the non-toxic A. tamarensg68] that belong to Group IV and Group lll, respectively.
By microscopic observation, A. catenellacannot be formally identi ed; molecular identi cation is
therefore the most accurate method to identify this species accurately in a preserved natural samples.

From eld-preserved Thau water samples, Alexandrium catenella/tamarensdundance (cells L 1)
was determined using photonic microscopy counting. As speci ed above, based on the morphological
characteristics, it was dif cult to discriminate A. catenellafrom A. tamarensdn the eld samples.
To speci cally identify and quantify the presence of A. catenelldan water, we performed a quantitative
method using the primers FACAT28 and RACATAM269 from Genovesi et al.[36] that target speci cally
the 185-28S rRNA ITS region ofA. catenellaBrie y, PCR ampli cations were performed in the Light
Cycler 480 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). In short, the following components
were mixed: 1 M of each primer (3.33 M) and 3 L of reaction mix (Light Cycler ® 480 SYBR
Green | Master mix, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) in a nal volume of 5 L.
DNA (1 L) was added as the PCR template to the mix, and the following run protocol was used:
initial denaturation at 95 C for 5 min; 95 Cfor 10s; 58 C for 10 s; 72 C for 10 s. A subsequent
melting temperature curve was performed between 65 C and 97 C with a heating rate of 0.11 C/s,
a continuous uorescence measurement and a cooling step to 40 C. Each PCR was performed in
duplicate. To determine the gPCR ef ciency, the standard curve was generated using ve serial
dilutions (1:1, 1:3, 1:7, 1:15, 1:31) of a DNA sample of theA. catenellaACTO03 strain. Before quantitative
PCR analysis, a signi cant linear relationship ( R? = 0.99) was demonstrated between the cycle threshold
(Ct) and the logarithm of the initial concentration of ~A. catenellaACTO3 from 4 to 4000 cells L !
(the detection limit). Moreover, the PCR product analysis on agarose gel and by melting curve revealed
a unique lane (240 bp) and a unique peak (80 C), respectively, indicating the formation of a single
PCR product with no artifacts (data not shown).

4.1.3. Oyster Mortality

Oyster mortality was monitored in Thau Lagoon from November 2013—June 2014 by the French
Shell sh Observatory Network [ 69]. Oysters were natural diploid Crassostrea giggaveniles collected
in 2012 and 2013 in the basin of Arcachon, France (initial average shell length @ 30 mm,). Oysters
were placed inside an oyster farm, called Marseillan East (N 43 36.461and E 003 55.394, Marseillan,
Languedoc-Roussillon, France), that corresponds to a representative site of oyster mortalities that
occur throughout the lagoon (Figure 4). In fact, mortalities were shown to affect different oyster farms
within Thau Lagoon (in Marseillan and Bouzigues) identically in terms of kinetics and magnitude [ 23].

4.1.4. Oyster Biotoxin Contamination

To monitor contamination by PSTSs, juvenile oysters (Batch 2013.2) produced at the Institut Francais
de Recherche pour |Exploitation de la Mer (IFREMER) Hatchery in Bouin, France (initial average
shell length 30 0.4 mm), were immersed in ThauLagoon at the oyster farm named Bouzygues
(N 43 26.058 and E 003 39.878) in November 2013 (Figure 4). Five juvenile oysters were randomly
collected each month from November 2013—-June 2014. Pooled tissues of oysters were frozen at 20 C
until toxin extraction and subsequent analyzes were performed.
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4.2. Experimental Infections

4.2.1. Oysters

Oysters used for experimental infections (Batches 2013.2 and 2014.2) were diploidCrassostrea gigas
juveniles produced at the IFREMER Hatchery in Bouin, France (initial average shell length
30 0.4 mm).

4.2.2. Algae Production

The experiments were carried out with a toxic strain of Alexandrium catenell§ACT03), a non-PST
producing strain, Alexandrium tamarens€ATTO07), and the haptophyte, Tisochrysis luteawhich is
considered a foraging alga. ACT03 and ATTO7 were isolated from Thau Lagoon in 2003 and 2007,
respectively. Examination of the morphology of the studied strain ACTO03 clearly showed the absence
of the ventral pore between the plates 1' and 4' and the ability to form chains of up to eight cells
during the exponential growth phase. This corresponds to the description of Alexandrium catenella
(Whedon & Kof) Balech. In contrast, cells from the ATTO7 culture showed clearly the presence of this
previously-described ventral pore, and these are always observed in single or paired cells. Analysis of
the nuclear rRNA fragment, including ITS1, the 5.8S rRNA gene, ITS2, and the D1/D2 28S rRNA genes
revealed that the strain ACTO03 belonged to the A. catenellaspecies from Group IV (temperate Asian
clade) and that the strain ATTO7 belongs to A. tamarensgGroup Ill) [ 36]. Dino agellates were grown at
20 C under cool-white uorescent illumination (100  moles photons/m 2/s) in batch cultures, using a
12 h:12 h light:dark cycle. The enriched natural sea water (ENSW) culture medium was carried out
following Harrison et al.[70] and was characterized by a salinity of 35. For the experiments, algae
populations were in their exponential growth phase.

4.2.3. Pathogenic Bacterial Strain

Bacteria for infection were prepared as follows. A colony of Vibrio tasmaniensid GP32 wild-type
previously isolated on a Zobell media Petri dish was grown overnightat 20  C in liquid medium under
agitation (150 rpm). Cells were then washed three times with sterile seawater (SSW) by centrifugation
(20 min, 1000 g, 20 C).

4.2.4. Experimental Design

Two independent experimental exposures to Alexandrium catenellavere carried out according to
the protocol described by Rolland et al.[47]. Brie y, after 10 days of acclimatization without feeding,
Crassostrea giggsiveniles were randomly placed into tanks (50 individuals per tank, 3 tanks per
condition) containing 6 liters of Itered (0.2  m) seawater thermo-regulated at 22 C. Then, oysters
were subjected to different treatments, including exposure for 24 h to the toxic A. catenellaand the
non-toxic Alexandrium tamarenser Tisochrysis luteat an initial concentration of 2 10° cells L 1,
similar to the conditions observed during a natural bloom in Thau Lagoon [ 38]. Over the experiment,
the algae concentration was maintained between 1  10°and 3 1P cells L ! by adding algae to
the sea water tanks. In control tanks, no algae were added. After a 24 h exposure, each batch of
oysters received a 30% lethal dose (LDyg) of bacteria determined at Day 7. For that, each juvenile
was injected with one dose of V. tasmaniensi$ GP32 (50 L/animal;2 10and1 10°for Batches
2013.2 and 2014.2, respectively) into its adductor muscle. Control oysters were injected with 50 L of
sterile seawater (SSW). The mortality of juvenile oysters was monitored daily over 10 days (Figure 5).
To determine the level of PST contamination of oysters, dead animals were collected each day for the
duration of the experiment. Pooled tissues were frozenat 20 C until the extraction of the toxin was
carried out.
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Figure 5. Laboratory experimental design.

4.3. Neurotoxins Analysis

To extract the PSTs, 5 mL of 0.1 N hydrochloric acid were added, and the samples were mixed
with a high-speed homogenizer (15,000 rpm) for 2 min. The pH was adjusted between 2.0 and 4.0, then
the samples were centrifuged at 4200 g for 10 min at4 C. The supernatants were Itered on 10-kDa
polyethersulfone (PES) Iters, and the toxin content was analyzed using the liquid chromatography
with uorescence detection (LC/FD) PSP toxin analyses method of Van De Riet[ 71]. The toxins GTXs,
dc-GTXs, dc-STXs and STXs were separated using a reverse chromatography column (Zorbax Bonus RP,
3.5 M, 4.6 150 mm, Agilent Technologies, Massy, France) with a ow rate of 0.8 mL min 1. The
eluent pH and/or column temperature were optimized to separate dc-GTX3/GTX5/dc-GTX-2 and
C1/C2. The toxin concentrations were determined using certi ed standards provided by CNRC
(Halifax, NS, Canada).

4.4. Statistical Analysis

The non-parametric Kaplan-Meier test was used to estimate Wilcoxon and Tarone-Ware values
for comparing the experimental survival curves [ 72]. A con dence limit of 95% was used to test the
signi cance of differences between groups. Data for the same experiment groups were pooled since
there were no signi cant differences ( p > 0.05). Values are the mean SD from two independent
experiments * p < 0.05, **p < 0.01, **p < 0.001.

Supplementary Materials: The following gure is available online at www.mdpi.com/2072-6651/8/1/24/s1.
Figure S1. Variation of cell concentration in tanks during the experiments. Alexandrium catenellgblue);
Alexandrium tamarenséed); Tisochrysis luteggreen).
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SECTION B

La toxine paralysante, la saxitoxine, entre dans le cytoplasme des cellules
immunitaires de | huitre et induit leur mort  selon une voie caspases-

dépendante .

Dans de précédents travade | équipe il avait été montré que le dinoflagelfexandrium
catenella producteur des toxines paralysantes (PSTluisait l'apoptose des cellules
immunitaires de I'huitr€rassostrea gigades hémocytes (Figure 1@n revanche, éxposition
des huitres a dlgue non toxiqueA. tamarensene modifiait pas le nombre des hémocytes en
apoptoséMedhioub et al., 2013

Figure 16. Evaluation du nombre des hémocytes en apoptose chez des huitres exposées
pendant 48h aAlexandrium catenella
(A) Pourcentage des cellules en apoptose. Huitres non exposées (blanc), expleséesigum
tamarensdgris) ou dAlexandriumcatenella(grisfoncé), * (ANOVA, p< 0.01).
(B) Observations microscopiques des hémayteiitres non exposées (a), exposéasdant
2%h aA. tamarenséb) ou aA. catenellgc) apres marquage TMRNEI ¢rminal
deoxynucleotidytransferasd etraMethylRhodamine Nick End Labelling). Les noyaux sont
marqués en bleu et les cellules apoptotiques en reugpreMedhioub et al., 2013
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Afin de voir si les PSTgroduites paA. catenellasont responsables de I'apoptose observée
lors de lexposition deC. gigasa cettemémemicrodgue nous avons entrepris plusieurs études
in vitro d'exposition des hémocytes de 'huitre aux principaux PSTs produis patenella la
saxitoxine(STX), la gonyautoxine5 (GTX5) et lesN-sulfocarbamoyltoxine &t 2 (C1C2). En
nous appuyant sur des observations microscopiques, nous avons aimeorgar que les
hémocytes constituenine des ciblesellulairesde la STX cheZL. gigas Nous avons également

comparél'effet des différergs PSTs sur les cellules immunitaires des huitres.

Par une approche cellulairegus avons é&bord démontré que la STX se lie a des structures
granulaires présentes dans le cytoplasme des hémocyt€s deas et induit une mort
hémocytairequi estdépendantales caspases et caractérisée par une fragmentatioAe. |
Cette mort a été observée en microscopie a épifluorescence aprés 3h30 et 24h de mis en contact
des hémocyted huitre avec la STX. Nous avons a&gment démontré, grace a un test
d'oxydation du luminol, que cette molnEmocytaire était indépendante de la production

d espéces réactivesakygéne (ROS).

Enfin, nous avons démontré que le dérivé toxinique GTX5 était plus toxique sur les
hémocytes del'huitre que STX et C1G2respectivementa la fois en microscopie a
épifluorescence et en cytométrie de flagres marquage de I'ADN fragmenté. La cytométrie en
flux nous a également permis de mettre en évidence que parmi les populations hémocytaires

touchées, les hyalinocytes étaiéed plussensibles au stress toxique induit par les PSTs.

En conclusion, cette étude a permis de démomwr pour la premiére foisque les toxines
STX, GTX5 et C1C2 produites majoritairement par le dinoflagelléAlexandrium catenella,
ciblent directement les hémocytes d€. gigasdont elles induisent une mort caspases
dépendante Nous avons également montré que dans ce phénomene, le détwénique

GTX5 était le plus toxique parmi les PSE majoritaires d A. catenella
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Publication 2 :

Les résultats de ces travaux sont présentés dans la publication 2

Celina AbiKhalil, Darren Finkelstein, Genevieve Conejero, Justin Du Bois, Delphine
DestoumieuxGarzon, Jeahuc Rolland. The Paralytic Shellfish Toxin, Saxitoxin,
enters the cytoplasm and induces caspase -dependent death of oyster immune

cells. (En préparation)


cmontagn
Texte tapé à la machine


The Paralytic Skellfish Toxin, Saxitoxin, enters the cytoplasm and induces
caspasedependentdeath of oysterimmune cells.

Celina AbiKhalil', Darren Finkelste; GenevieveConejerd, Justin Du Bois?, Delphine
DestoumieuxGarzort and JeasLuc Rolland*

1L IFREMER, CNRS, Université de Montpellier, Université de Perpignan Via Domitia, IHPE, UMR 5244 F-
34095 Montpellier, France. E-Mails: celina.abi-khalil@umontpellier.fr (C.A.K.); ddestoum@ifremer.fr
(D.D.G); jean.luc.rolland@ifremer.fr (J.L.R.)

2. Department of Chemistry, Stanford University, Stanford, California 94305, United States. E-Malils:
darren.finkelstein@stanford.edu (D.F.) justin.dubois@stanford.edu (J.D.)

3. Laboratoire d'Ecophysiologie des Plantes sous Stress Environnementaux, INRASupAgro, 2 Place Viala,
34060 Montpellier, France.granier@supagro.inra.fr. E-Mail : genevieve conejero@supagro.inra.fr((G.C.)

*

Author to whom correspomty should be addressed:Mail: jean.luc.rolland@ifremer.fr; Tel.:
+33467-144709.



cmontagn
Texte tapé à la machine
89


Abstract:

Paalytic Shellfish Toxins (PSTsare neurotoxirs synthesized by dinoflagellates of the genus
Alexandrium including A. catenella,and are responsible of thé’aralytic Shellfish Poisoning
disease in humaredter the ingestion of contaminated shellfish bivalves,PST-producerscan
negatively affect the physiologicahd immunological parameteds. this study, weevaluated

the effect othe majorPSTsproduced byA. catenellasaxitoxin (STX), gonyautoxin 5 (GTX5)

and the N-sulfocarbamoyltoxin land 2 (C1C2),on Crassostrea gigasmmune cells,the
hemocytes DNA breaks were measured afterTerminal deoxynucleotidyl transferase
TetraMethylRhodamine Nick End LabellingNIRNEL) staining using both flow cytometry and
fluorescence microscopy assays.vitro exposure toPSTs showed theBTX targets granular
structures present in the cytoplasmfgigashemocytes and inducéiseir caspasalependent
deathwhile no Reactive Oxygen Species (ROS) production was stimulBeside Exposure to
different concentration of PSTs showed that GTX5 was more toxic than STX and C1C2 to oyster
hemocytes. Moreover, flow cytometry analysis showed that hyalinocyte cells were the most
susceptible tahis toxic stress.These resultslemonstrate #it PSTsare sufficient to iduce
hemocyte cell death and ctrereforenegatively affect the defense lmtalve mollusksbecause

of the central role of hemocwen oyster defense

Keywords: Immune cells; Paralytic Shellfish Toxinsaxitoxin cell death; caspas#ependent
pathway.
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1. Introduction

Saxitoxin (STX) and itsstructurally relatedanalogsreferred to as Paralytic Shellfish Toxins
(PSTs) are potent neurotoxinsthat are naturallyproducedin both freshwater and marine
environmentsby cyanobacteria andinoflagellatesof the genusAlexandrium Gymnodinium
andPyrodinium (Oshima 1995 Landsberg et al. 2006These toxins are composed of more
than 57 tetrahydropurines acdn be divided into four categories: tb@&bamate toxins, which
include Saxitoxin STX); theN-sulfocarbamoyl toxins; the decarbamoyl toxins and the
deoxydecarbamoyl toxin€Cembella 1998 STX and its analogs ar@atersoluble, acid stable
and thermostablg(Wiese et al. 2010 They are produced in large quantities during massive
episodic dinoflagellate proliferation known as Harmful Algal Blooms (HAE3ainey et al.
1988).

In vertebratesSTX was show to block neuronal transmission by binditmthe voltagegated
Na+ channebf nerveand musclecells (Kao 1972 Narahashi 1972Cestele and Catterall 2000
STX alsobinds to potassium and calcium chann@lgang et al. 200Band several othgroteins,
such aopper transportei€usick et al. 201por Saxiphilin, aniron-binding protein(Morabito

et al. 1995 Llewellyn and Moczydlowski 1994 Thus, consumption of seafood contaminated by
algal toxins results in a vatieof gastreintestinal and neurologic symptoms known as Pacaly
Shellfish Poisoning syndromeghich can lead, in extreme cases, to human d@athdsberg et

al. 2008.

In oysters feeding on neurotoxic dinoflagellates leads to an accumulation and biotransformation
of PSTsmainly in the digestive glanGueguen et al. 2008Toxic algaecan negatively affect

the physiological process of oysters, such as filtrationdigestion and feeding capacity
(Shumway 1990Lassus et al. 200&Rolland et al. 2012 Negative #ects of toxic algaehave

also been reporteon oysterimmunecell parametersThese includenhibition of cell adhesion
andphagocytosigHegaret et al. 20)1More recently neurotoxicAlexandriumcatenellabut not

the nontoxic Alexandriumtamarensewas shown tanduce apoptosisof the immune cells of
Crassostreagigas the hemocytes(Medhioub et al. 201)3andto increase thesusceptibilityof

the oysteto pathogenic vibriogAbi-Khalil et al. 2016.
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Hemocyteswhich include three populations of bld&ie cells, hyalinocytesand granulocytes,
are oyster circulating blood cel({Bachere et al. 20)5Playing a key role in the maintenance of
homeostasistheyare the cellular mediators of immune respondesolved in all steps of the
immune response, from microbe recognition to pathogen elimination mambugh
phagocytosi©r encapsulatiofEscoubas et al.046). Still, a series of bacteria and protozoans
pathogenic foloystersresist hemocyte killing andave adopted intracellular stag&uperthuy

et al. 2011 Alavi et al. 2009. Hemocytes can thecontrol infections by inducing cell death
programs. Thusgpoptosis plag an important role in mollusk immuniokolova 2009 More
generally, itis an important mechanism directed to respond to microbial infection in
invertebrate{Sokolova 2009Terahara and Takahashi 2Q0@8ughes et al. 201&hang et al.
2017). Hemocytedrom bivalve mollusksalso respond to infection and dam&geadditionalcell
death processsuch as the recently describg@osis, whichHeads to theextracellular redase of
antimicrobial DNA trapgPoirier et al. 2014Robb et al. 201¢

Whereadiltration of toxic algaeby oysterswas shown talter hemocyte functions anidhpair
oyster defense againftcultativeintracellularvibrios (Medhioub et al. 201;3Abi-Khalil et al.
2019, it is still unknown if tlose negative effectesultdirectly from the PSTsthemselves.
Surpriingly, while cellular and moleculanteractions ofSTX andanalogswith vertebratecells
have beerthe subject of numerous studiéttle attention has been paid RS Tcellular targets in

marineinvertebrates, in particular in bivalves.

Here we asked wheth&STs produced byAlexandriumcatenella can be responsible fdhe
apoptosis ofCrassostreagigas hemocytesexposed to toxic algaeTo determine whether
hemocytes were eellulartarget for PSTswe conductedin vitro experiments in whicloyster
hemocytesvere exposedo coumarircoupledto STX and monitored ST Xcellular localization

by multiphoton microscopy We also measurethe PST-induced ROS productionand DNA
fragmentatiorof hemocyte population&inally, we characterized SFixXduced cell damages by
electron microscopyOur results show theBTX accumulates in oyster hemocytes and induces
cell deaththrough thecaspaselepenént pathway Unlike in vertebrateggonyautoxins (GTX5)

was found to be more toxio oyster hemocytes than STX ahsulfocarbamoyll-2 (C1C2.

Ll
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Among hemocyte populationByalinocyteswvere shown to benore susceptible t8T X-induced

cell deaththan blasiike cells.

2. Materials and Methods

2.1. STX and analogs

Saxitoxin couped to coumarin dye (STXCou) andGuanine coupled to coumarin dye (GGua)

were synthesized, HPLgurified, and stored in the dark as a lyophilized powde2@fC.Couw

Gua is a coumarin dye containing a short alkyl linker with water solubilizing guanidine moiety
on the other end. The coumarin dye in @wa is exactly the same as in ST¥u The
absabance and fluorescence emission spectraott coupleecoumarin dyes are 406 nm and
471 nm, respectively.

The axitoxin (STX), gonyautoxin 5 (GTX5) and thie-sulfocarbamoyltoxin 1 and 2 (C1C2)

were purchased from the CNRC, Canada.

2.2. STX detection by MultiphotonMicroscopy

Hemocyteswere freshly withdrawn fromadult diploid oystes and were kept on ice before
plating on 13mm glass slides in-#ell culture plates a cell density 06 x 10 cells/well. After

one hour ofincubation at 28C, cells attached to glass slides were incubated stéhle sea
water SSW control) or SSW containing 1uM of eith&TX coupled to coumarin dye (STX
Cou) or Guanine coupled to coumarin dye (€awm). After 3h30 of incubation at 20°C,
mitochondria were stained with 300 nM of Mitotracker Red (Molecular probes) for 30 min in a
dark room. After three washes with PBS buffer, cells were fixed with 4% paraformaldehyde and
then permeabilized for 10 min with 0.01% Tritor1RO. After three waslisewith PBS buffer,

cells were staied for 10 minwith 1.25 g/ml 4 B @liamidinc-2-phénylindole (DAPI) and fixed

with fluorescentmounting medium (DAKO). Cells were observaad images capturadsing a
ZeissLSM 780 NLO Multi-photon ConfocaMicroscope (inverseReference spectra emissions

of DAPI, STX-Cou, and Mitotracker Red were also recorded (800 nm excitation, emission from
365 to 700 nm, lambda mode on spectral channel) and sagpdctra database (ZEN software,
Zeiss). Linear unmixvith the 3 references spectra was then applied orerpased hemocytes

or on hemocyteexposed to ST>Cou or to CotGua.
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2.3. Transmissionelectron microscopy

Hemolymph withdrawn from the oyster adductor museks kept on ice before incubating
hemocytes in 1.5 ml tube amicubatedthemfor 3h30 in SSW containing 0.8 uM ST$SSW
(negativecontrol) or SSW containing50 uM Etoposideused as an inducer op@gposis After
centrifugation (5 min, 600 g, 20 °C), the cells were fif@dl hour in SSW containing 2.5%
glutaraldehyde and 4% paraformaldehyde. Fixation was achieved in 1% osmium tetroxide for 1
hour at room temperature in the dark. Excess fixing agents were eliminated during dehydration
of samples in a graded series of aguesaisition containing increasing amounts of ethanol
finishing by absolute acetone. Finally, dehydrated samples were embedded in epoxy resin
(EmBed 812). Sections (70 nm thick) were stained with uranyl acetate. All preparations were

examined under a Hitachi®@0 transmission electron microscope.

24. Monitoring of PST-induced DNA breakson hemocytes

2.4.1. By fuorescence microscopy

Hemocytes previously attached to glass slides were inculdtadSSW (control) or SSW
containing0.008 uM, 0.08 pMor 0.8 UM STX (CNRC, Canada) +/100 pM of ZVAD -FMK
(Promega) Additional assays were performed wi@008 uM, 0.08 puM or 0.8 uM C1C2 or

GTX5 (CNRC, Canada) or 50 uM of Etoposide. Afté38 and 24h of incubation at ZD, cells

were fixed with 4% paraformaldehydadathen permeabilized with 0.01% TritorI00 for 10

min. After three washes with PB®gtearly stages of apoptosis was detected by the TetraMethyl
Rhodaminenick end labelindTMRNEL) assay using thia SituCell Death Detection Kit (TMR

red, Roch&). Briefly, incubation with TMRred was performedor 60 min at 37 °Gn the dark
according to the manufacturerecommendations. After three washes with PBSnceld were
stained for 10 min with 1.25'¢/ml DAPI (Sigma) thenmounted influorescent mounting
medium (DAKO). For every condition, 30 images were taken randomly over the entire surface of
the glass slide (covering a thousand hemocytes) using a 40 x objective on a Zeiss Axio Imager
upright fluorescence microscope equipped withAzsioCamMRm 2 digital microscope camera.

To get higher imaging resolution of the cells, microscopy was performed using a Leica TCS SPE
confocal scanning laser microscope (with 40x or 63x objectives). The image files were then
analyzed using FIJI softwar®n each pictureghe numbes of DAPI- and TMRNEL-labeled cell

nuclei were determinedlhe percentage of cellshowing DNA breks was determinedby
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dividing the number offMRNEL-labeledcells (red nuclear) by the number DAPI-labeled

cells (blue nuclear)

24.2. By flow cytometry

Hemocytes previously attached to glass slides were incubated for 3h30 in SSW (control) or SSW
containing50 pM of Etoposide or 0.08 uM of STX, C1C2 or GTX5. Hemocytes were treated
with trypsin0.2%EDTA 0.4% for 30 min. Detached cells were fixed with 4% paraftiteteyde

for 1 hour in Eppendorfubes and centrifuged fol01min at D00g (20°C). Hemocyteellets
wereresuspended in PBS, centrifuged for 5 min at 600 g and permeabilized with Oridd8o T
X-100 for 10 min. After PBS washing and cengition (5min, 600g, 20°Chemocytes were
labeled with TMRNEL and DAPI as before. Hemocytes @00 per sample) were ¢gd by size

and granularityblue) (Bachere et al. 20)@ndthe percentage of TMRNElabeled cellqred)

per populatiorwasdetermined using a BD LSR ForteSsdlow cytometer analyzer.

2.5. Luminescentmonitoring of Reactive Oxygen Species production

Hemocytes freshly withdrawn from oyster adductor muscle were plated on a blaekl @ate

with transparent flat bottom at510° cells/well. After 1 h of incubation at 20 °C, the hemocytes
were washed with SSW and incubated for 1 h with 1 lonidinol sodium salt (Sigma) diluted in
sterile seawater (SSW). Then, zymosan particles (at a multiplicity of infection of 50:1) ot STX a
a concentration of 0.8 pM were quickly added and the plate was immediately placed into a
microplate reader infinite M200 (Tecan) to quantify the luminescence emission every 2 min for 2
h (integration time 1500 msResults are expressed in Relatiueninescence Units (RLUS)

indicative of luminal oxidation.

2.6. Statistical Analyses

All statistical analyses were performed using GrapRRath software.Data were analyzed
usinga twoway analysis of variance (ANOVA) followed bypast hocTukey HSD.Values are

the median + SD from duplicate per condition and from three independent experiments.
Differences were considered significant wipexn 0.001, represented with a, b, c, d, e

superscripts.
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3. Results

3.1. Saxitoxin(STX) targets the cytoplasm of oyster hemocytes but not the mitochondria

The cellular interactionof STX with hemocytes was investigatbg multiphotonmicroscopy
using STX coupled to coumarin (STQou). A fluorescentlabelling matching with the
fluorescence sgrtra of coumarin (Figure 1A) was observed in the cytoplasmic spanestef
hemocytegFigure IC). STX-Cou appeared to be localized in small cytoplasmic granules of the
hemocytesNo fluorescence was observed on hemocytes incubated with the ammuroarin
Cou-Gug indicating the STXspecific interaction with hemocytéEigure S1). In addition, no
subcellular cdocalization was observed between STKu and the Mitotrakedye used to
reveal mitochondria (Figure 1J.aken together, these results showed that the STX targets the

cytoplasm ofC. gigashemocytes but not their mitochondria.

3.2.STX inducesa caspasalependent cell deatrof oyster hemocytes

To determine whethe8TX can induce apoptosis, hemocyte€ofigaswere exposed to 0.8 uM
of STX for 3h30 and 24h.In three independent experimen®®VIRNEL labeling revealeda
significant increase in theumber of hemocytes witlhagmenéd nuclear DNAas indicated by
high numbepf red fluorescent nuclei in SF&xposed hemocytes gn(Figure 2A). Indeed, after
3h30 of exposurgo STX we observe®4.8:2.7% TMRNEL-postivehemocytes, as counted by
fluorescence microscopy rangééigure B, p < 0.001) In contrast only 15.5:3% hemocytes
were TMRNEL-positive in nortreated control&ept for 5130 in identical culture condition$No
significant variationwas observetietween B30and 24hof exposurgFigure B, p < 0.001)

To determine whether the observed DNA fragmentation was dependent on caspases, we repeated
the experiment by adding 100pEAVAD -FMK, acell-permeablgancaspasénhibitor, to STX
exposed hemocytedVe also used Etoposide, an inducer of apoptosis as av@aosontrol.
TMRNEL-positive cells were counted after B3® exposure.

In three independent experimen&VAD-FMK significantly inhibited the fragmentationof
nuclear DNA induced by STX Indeed, a dramatic drop in TMRNHElositive cellswas
observedfrom 51.1+1.6%to 3.6 £0.5%in the presence &-VAD-FMK (p < 0.001)Figure 3).

In nontreatedhemocytegcontrols) the percentage GIMRNEL-positivecellsstayedat 8.1+1.3
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% (Figure 3). In hemocytegxposed tdetoposide, the percentageTiIRNEL positivecells was
up to 76.8+1.% (Figure 3).

3.3 Hemocytes exposed to STX show higher levels of chromatin condensation

To characterize the ultrastructural features considered as the hallmark of apiaiesisission
electron microscopy was performed twemocytes exposetbr 3h30 to 0.8 uM of STX.
Surprisingly, results showed nauclear condensation, normal morphological appearance of
cytoplasmic organelles, and intact plasma membranes in cells treatedwothn8T X (datanot
shown). Nethertheless,hemaytes treated with STX and Etoposide showed a similar
phenomenon of chromatin condensation at the nuclear periphery, which was only rarely

observed in noftreated controls (Figure $3

34. Saxitoxin does not induce Reactive Oxygen Spec{@0S) production

Since ROS are known to initiate a&eriesof cell death process characterizedn mollusks,
including apoptosis and ETosiwe measured theroductionof ROSin STX-treated hemocytes
over 2 hours and compared it to ROS productiomemocytesexposedto zymosan which
induces astrong oxidative burst inyster hemocyte@oirier et al. 2014 In contrast to zymosan,
which induced ROS production in the first minutes of expos8ifeX did not induceany
detectableROS production in hemocytewer the time course, suggestihgtthe STXinduced
deathof C. gigashemocytesloesnot depend on RO&oduction Figure 4).

3.5. GTX5 is more toxic thanSTX and C1C2to oyster hemocytes

To comparethe toxicity level of the SaxitoxifSTX) and its major analogs produced by
Alexandriumcatenellaon oyster hemocytesiemocyteswere exposed foBh30 to increasing
concentrations oB5TX, GTX5 and C1C2.In three independent experimenteg thumber of
TMRNEL-positive cells increased in a dedependent manner for every PST tested (Figure 5).
At 0.008 ¥4, PSTs did not inducany detectable cell death. On the contrary).8t%, all of
them induced 48.8+1.3%- 51.4+1.7% hemocytedeathswithout any significant difference
between PST¢Figure 5) Interestingly at 0.08 ¥ level, we observedignificant differences
betweenPSTs(Figure 5,p < 0.001).The higherlevel of TMRNEL-positive cellswas detected
for hemaytes exposed to GTX5 (4&0.6%). STX andC1C2weretheless toxic inducing only
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32.8t0.2 and 13.6£0.6%cell deathrespectively [figure 5). Altogether, these data showed that
the three testeBSTsinduce a doseéependent apoptosis of oyster hemocytestaatt GTX5 is
more toxic than STX and C1C2 @h gigashemocytes.

3.6. Hyalinocytes are more susceptible t8STsthan blast-like cells

To investigatethe effects of PST®n the differenthemocytepopulatiors, flow cytometry
analysis was performed ¢remocyteexposed t®.08 ¥ PSTs, as this concentration proved to
discriminate the toxicity of PSTs. Again, controls includeshtreatedand Etoposidetreated
hemocytes. After I30, all cellswere stained with TMRNEL and DAPIOnly blastcells and
hyalinocytes could be analyzed by flow cytometry as in our experimental setup, which includes a
step of cell adhesion, neadherent gramocytes were lostn accordance with outuorescece
microscopyobservations, a significant increasedieadcells was measured iAST-challenged
hemocytes compared mmntreatedcontrok. Hyalinocytes were moresusceptibléhan blasiike
cellsto both PSTs andtoposideas indicated by themmeasurement of different cell characteristics
combined such as fluorescence, size, and granul@igyre 6). For instance, STX induced
73.6% TMRNEL-positive cells in hyalinocyteas opposed to 34.4 % lIvlastlike cells. We
confirmedGTX5 was overall more toxic than STtKan C1Q@ (Figure 6).Interestingly, whereas
we observed little difference betwe&&Tson hyalinocytes (66-56.5% TMRNELpositive
cells), an important contrast was obvasl on blastike cells, flom 259% to 47.9%TMRNEL-
positive cells for C1C2 and GTX5, respectivelltogether, these data showdg that
hyalinocyte cells are more susceptibleR8Tsthan blasiike cells and (ii) that thecontrast

observed in the toxicity of PSTslargely due to their activity on blakste cells.
4. Discussion

Results showedhat Saxitoxin (STX) and itsGTX5 and C1C2 analogs producéy the
dinoflagellateAlexandriumcatenellainducea significant and doséependentaspase&lependent
cell deathof oyster hemocytem vitro. This is to our knowledge the first evidence of a direct
effect of paralytic shellfish toxins (PSTs) on bivalve immune cells. Indeed, a numbevitb
andin vivo studies have showthat exposure t&ST-producersincreass hemocytemortality

(Hegaret et al. 2011.assudrie et al. 20}6In particular, we and others have recently shown the

B
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apoptotic effect®n hemocyte®f the PSTproducersA. catenella(Medhioub et al. 201)3and
Gymnodiniuncatenatum(Estrada et al. 20)4which also produces GTX5, C1 and @ major

toxins. For the first time in the present paper, we show that isolated PSTs are sufficient to induce
hemocyte cell deathLike PSTs, a serie®f physical or chemical stress candirectly induce

cell deathn mollusk hemocytesAmong others,cadmium inducesn vitro apoptosis of
hemocytesin Crassostreavirginica through a mitochondria/caspaselependent pathway
(Sokolova et al. 2004 Similarly, UVs induceapoptsisin hemocyteof Ostreaedulis (Gervais

et al. 2015.

The caspas@lependent cell death inducédy STX and analogs is reminiscent of apoptosis
although it does not exhibit all typical features of this phenomamanndeedfound that PSTs
inducea massive caspaskependent fragmentation nticlear DNA at concentrations as low as
0.08uM (Figures 3 &5 To distinguish apoptosis from pyroptogiGoemer et al. 2009Galluzzi

et al. 2012, which is also caspastependentwe used a series of molecular aoellular
characterizationWe first observed the ultrastucture of hemogyter 3n30 exposure to 0.8k
STX, a concentration at which ~%b of the cells are positive to DNA nicked end labeling.
Morphological observation of PSffeated hemocyteby TEM showed numerous events of
chromatin condensatiogsimilar to those observed withtdposide, a welknown inducer of
apqtosis Figure S3. However, typical features of apoptotic cells were not observed. We
neitherobserve any sign of cell wall disruption, preventing us frahistinguishingapoptosis
from pyroptosis on that basift. has to bementionedthat up to now, the ultrastructure of
apoptosis and pyroptosis has been poorly explored in molluSkerefore, the PSihduced
caspas&lependent cell death is likely related to apoptosis. This is consistent with our pravious
vivo results in whichthe executocaspases 3 and Were both shown to be upregulateghen
apoptosis ofthe hemocyte of Crassostreagigasexposedto Alexandriumcatenellaoccurred
(Medhioub et al. 2013 On the contrary, caspade which is involved in pyroptosis, was not
induced(Medhioub et al. 2013 Altogether, this strongly suggegtsthat STX induces apoptosis

in C. gigashemocytes through a caspatpendent pathwagnd (ii) that the apoptotic effects of
PST-producers are triggered by the toxins themselves
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One important finding from this study that STX directly binds to hemocytes shown herby
multiphoton microscopy(Figure 1)We alsofound that triggering of cell death waslependent

of ROS productionindeed, in conditions inducings3% cell deathhemocytes exposed to STX
did not show anyincreasd luminol oxidation(Figure 4). This observation is consistent with
previous studies showing thekposure to théST-producerA. minutumand its purified STX
induces a decrease in ROS productiol€irgigashemocyteqHegaret etal. 2011 Mello et al.
2013. Altogether, this suggests thtte ST X-induced death of hemocytes may result from a
direct interaction with a hemocyle@andteceptor rather than a response to oxidative stress.
From ourmultiphotonmicroscopyexperiments, STXargetsgranular structures in theytoplasm

of oyster hemocyte@~igure 1) The mitochondria orthe nucleus membranwere negative to
STX staining(Figure 1).Up to now, nolecular targets of STX have only been described in
vertebratesAlthough STX was mainly dexibed to bind voltagegate sodium channel present in
the membranef vertebrate nerve and muscle c€kso 1972 Narahashi 1972 STX was also
been Bown to bind to sodium channels located in cytoplasonganellesof Schwanncells
(Ritchie et al. 199D Similaty, from our study,STX appears to bind to uncharacterized

molecular targetpresentm the cytoplasic organelle®f oyster hemocytes.

Both hyalinocytes and blakke cells exposed to PSTs showed significant DNA fragmentation
(Figure 6) However, as culture conditionsely on ahemocyteadhesion step, we could not
investigate the potential effects of PSTs on granulocyiesPST-induced cell deatimay have
important consequences on oyster defense and explain the detrimental effects of toxic algae on
resistance to vibriosigAbi-Khalil et al. 2016§. Indeed,hemocytes play a key role oyster

immune response. They are involved an series ofcellular immune reactions, such as
phagocytosis of invading microorganisms, formation of nodules and leapsurrounding
pathogens and their subsequent degradation through the release of host defense molecules
(Bachere et al. 20)5Moreover, circulating hemocytes are able to migrate from the hemolymph

to conrective tissues and promote localized responses following injurynioroorganism
invasion. Thus, enhanced apoptosis in hemocytes, induced by STX, has the potential to generate
an immunosuppressed organism with reduced capacity to resist pathologicad imusdlt

opportunistic infectionsFrom our present studyve can hypothesize that a reduction of the
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capacity of oysters exposed £0 catenellato resist vibrio infection(Abi-Khalil et al. 2019,

couldresult from thePST-inducedcell deathof hemocytes.

One interesting finding was that hyalinocytes, whaeh key cellular effectors of the integrin
dependent phagocytosi§erahara et al. 2006were more susceptible tbe PSTinduced cell
deaththan blasiike cells independently of th€ST usedFigure 6). Indeed, at only 0.08uM
PSTs, the percentage of hyalinocytes with fragmented nuclear DNA reached 66.6 to 76.5%
depending on PSTas shown bjlow cytometry(Figure 6). In contrast, percentages of blekst
cells with fragmented nuclear DNA varied from 2%0 47.5%. Interestingly, the same major
effect onhyalinocytes was observed withoposide, which affected 88.7% of the population.
Thus, oyster hyalinocytes appear to be highly responsive to cadgyaeedent cell death
programsBacheére et al. hypothiged that these negranular cells corresponded to the same cell
line observed at different stages of maturation and activity, in which-likastells were the
smallest and the younge@®achere et al. 20040ne hypothesis thatould explain thdower
susceptibilityof blastlike cells to PSTFinduced celldeathis that PST ligands may be less

expressed in young blast cells than in matuaitycytes.

Surprisingly, among the major PSTs producedbygatenellaGTX5 induced the strongest toxic
effect on oyster hemocytéBigure 5) This is in contrast with the known PST toxicdy human

cells where STXs describedhe most toxic compounfCembella 1998 Our flow cytometry
assay showed that the higher toxicity of GTX5 over STX and C1Gitgsly due to & higher
toxicity on blastlike cells (Figure 6). Indeed, at the same low concentration (0.08uM), GTX5
has the potential to induce major lethal damages in at least two populations of hemocytes (47.5%
of blastlike cells and 76.5% of hyalimytes), whereas C1C2 was much less active against blast
like cells (25.9%)The high toxicity of GTX5 against oyster hemocytes is an important result as
we earlier showed that this toxin, which is dominantAincatenella is almost absent from
oysters fed on this algae. Instead, the oysters present a PST pattern@ick2irand C2(Abi-

Khalil et al. 2016. This strongly suggests that a bioconversion of GTX5 odourgster tissues

in a detoxification process that contributes to oyster protection against-mdRf€d hemocyte

death and subsequantmune suppression related.
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In conclusionwe showed in the present paper that PSTs are sufficient to induce hemocyte cell
death and are therefore likely responsible for the induction of hemapgptos earlier
observed for oystersemocytes exposed ®ST-producing algaeWe indeedshowedthat STX

binds granular structures presenttlire cytoplasm o€rassostreagyigashemocyts and inducea
caspasalependent death dfemocyts that doesot depend on ROS production. Hyalinocytes
were found to be Bemocyte populatiohighly responsive to this toxic stredgdoreover,GTX5,

which is present in large amounts A catenellawas the mosttoxic PSTs against oyster
hemocytesBecause of the central role of hemocyteoyster defense, their PSiiduced death

could negatively affect thelefenseof bivalve mollusksand explainthe decrease resistance to

vibrio infection of oysters exposed to GTx%oducingA. catenella
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Figure legends

Figure 1. Saxitoxin targets the cytoplasm ofC. gigas hemocytes but not the mitochondria.

(A) Reference spectra emissions of DAPI (blue), Mitotracker Red (red)Gamdnarin(green)

were recorded using a multiphotamcroscope (800 nm excitation, emission from 365 to 700
nm, 63x objective, lambda mode on spectral channel) and saved in spectra database (ZEN
software, Zeiss)(B) Spectrum of nomexposed hemocyte€C) spectrum of hemocytesxposed

3h30 to STXCou (Nuclei are stained in blue, mitochondria in red and 3$TXreen)Scale bar:

10 pm.

Figure 2. Saxitoxin induces DNA Breakage iI€. gigashemocytes.

(A) Representative images of SdidXduced DNA break in hemocytes after 3h30irmfvitro
exposure. The images were acquired on a confocal microscope (x63) after Terminal
deoxynucleotidyl transferase TetraMethylRhodamine Nick End Labelling (TMRNEL) and DAPI
staining (total nuclei are stained in blue and nuclei with DNA breaks in red). ScalEOhan

(B) Percentage of DAPTMRNEL-positive cells innonexposed hemocytes (whitelumn or

in hemocytes exposed to 0.8 uM of STX for 3h30 anld @ark greycolumn). Bars represent

the mean + standard errors from three independent experiments. iffeperscripts (a and b)
indicate statisticalbsignificant differenceg)(< 0.001; two way anova/ Tukey HSD).

Figure 3. Saxitoxin induces the caspasgependent cell death o€. gigashemocytes.
Percentage of DAPTMRNEL-positive cells innonexposed hmocytes (whitecolumn) or in
hemocyteexposed for 3h3 to 50 uM of Etoposide (black column) ¢@ 0.8 puM of either STX
alone (grey column) or STX supplemented with 100 uM -MAD -FMK (dashed grey column).
Bars represent the mean * standard errors frome tindependent experiments. Different
superscripts (a, b and c) indicate statistiealgnificant differencesp(< 0.001; two way anova/
Tukey HSD).
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Figure 4. Exposure ofC. gigashemocytes to Saxitoxin doeshinduce ROS production.

ROS production wa monitoredin vitro for 2h in norexposed control hemocytes (dashed grey
line), after stimulation with 0.8 uM of saxitoxin (grey line) and after stimulation with zymosan at
a multiplicity of infection of 50: 1 (black line). RLUs: Relative Luminescence Units of luminol

oxidation.

Figure 5. GTX5 is more toxic than STX and C1C2 to oyster hemocytes

Percentage of DAPTMRNEL-positive cells innonexposed hemocytes (whitolumn)or in
hemocytes exposed for 3h30A®08 pM, 0.08 puM, or 0.8 uM of C1C2 (light gregolumn),
STX (grey column), or GTX5 (dark greycolumn). Bars represent the mean + standard errors
from three independent experiments. Different superscripts (a, land, €) indicate statisticatly
significant differencegp(< 0.001; two way anova/ Tukey HSD).

Figure 6.Hyalinocytes are more susceptible to PSTs than blake cells.

Percentage of DAPTMRNEL-positive cells of untreated hemocytes(blue histogram or
hemocytes treated for 3h38ith 50 pM of Etoposide as a positive control (red line) or with 0.08
MM of either GTX5(orange line), STX (green line) or C1C2 (blue Jinafter fow cytometry
analysis 10 000 cells of each condition were sorted BAdPI-TMRNEL-positive cellhemocyte
populations identified by flow cytometry using BD LSRFort&ssaell analyzer. MRNEL

staining was analyzed on DAPBbsitive hemocytes only.

Supplementaryfigures

Figure S1. Coumarin does not bind taC. gigashemocytes.

Localization of Coumarincoupled toGuanine (CotGug or Coumarincoupled toSaxitoxin
(STX-Cou) in hemocytes by spectral analysis. Linear unmix with the 2 reference spectra of
Mitotracker Red (red) an@oumarin(green) was applied on hemocy&egosedn vitro for 3h30

to CouGua (A, B and C) or to STXCou (D, E and F)lmages were acquired using a
multiphoton microscope (800 nm excitation, emission from 365 to 700 nm, 63x objective,

lambda mode on spectral channel). C and F are the merge of the twelsh8nale bar: 10 pm.
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Figure S2. Representative images of hemocytes exposeditro for 3h30 to different PSTs.
Pictures were obtainezh non-exposechemocyte®r hemocytegxposedn vitro for 3h30to 0.8

MM of STX, GTX5 or C1C2The imagesvere acquired on a confocal microscope (A: x40 and
B: x63) after DAPI (blue) andNMIRNEL (red) stainingScale bar: 20pm (A) anti0 um (B).

Figure S3.Representative images ofransmission electron microscopy of STXinduced cell
damages.

Pictures were obtainazh nonexposedemocytegA) or hemocytegxposedn vitro for 3n30to

50 uM of Etoposide (B) 00.8 puM of STX(C). Similar cell condensation patterns are observed

in Etoposide and ST-Xeated cells (white arrows). Scale bar: 1 pum.
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Figure 1. Saxitoxin targets the cytoplasm ofC. gigas hemocytes but not the mitochondria.
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Figure 2. Saxitoxin induces DNA Breakage ii€. gigashemocytes.
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BEaBC

Figure 3. Saxitoxininduces the caspasdependent cell death o€C. gigashemocytes.

Figure 4. Exposure ofC. gigashemocytes to Saxitoxin doeshinduce ROS production.
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Figure 5.GTX5 is more toxic than STX and C1C2 to oyster hemocytes

Figure 6.Hyalinocytesare more susceptible to PSTs than bladike cells.
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Supplementaryfigures

Figure S1. Coumarin does not bind taC. gigashemocytes.
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Figure S2. Representative images of hemocytes expogeditro for 3h30 to different PSTs.

Figure S3.Representative images ofransmission electron microscopy of STXinduced cell

damages.
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DISCUSSION GENERALE ET
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CHAPITRE 1ll: DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Dans cette these, nous nous sommes attacliBsédudier le role possible du dinoflagellé
Alexandriumcatenella producteur de toxines paralysantes (BSdans les phénoménesassifs
et récurrentdde mortalitésde |huitre creuseCrassostrea giga®bservés le long des cotes
francaises,et (2) a caractériseplus particulierement éffet de ces toxines sur les cellules
immunitaires de huitre Cette discussion met nos résultats en perspective de ceux trouvés dans

la littératurepourd autres modeéles thvertébrés marins

(1)Implication possible d Alexandrium catenelladans les phénoménes de

mortalités d huitres

Cette these a permisélablir pour la premiére fois un lien direct entre pn&exposition
d un invertébré marin a un producteur de toxines paralysantes (PSTs) s¢ngilgilité aux
mortalités induites par un microorganisme pathogede | huitre En effet, nous avons montré
que le dinoflagellé toxiquA. catenellaaugmentait la sensibilité dehlitreCrassostrea gigaau
pathogeneVibrio tasmaniensid GP32.La présence de toxines PSd@ans les huitres lors des
mortalitésin situ (lagune de Thau, 2014) également étéise évidenceCes résultatsuggerent
gue le développementAl catenelladans la lagune de Thau pourr@ite un facteur aggravant

lors desmortalités d huitresjuvéniles

A. catenellaest présente dans la lagune de Thau et ses PSTacsumulent dans les tissus de

| huitre pendant les périodes denortalités.

In situ, nous avons mis en évidence que la mortalité des huitres juvénil€s gigas
observée en 2014 dans la lagune de Thau est survenue aldagpe toxiqueA. catenellaétait
présente dans la colonnesdu efguela chair des huitres était contaminée par les P3is telle
contamination dehbuitrespar les PSTslans la lagune déhau au moment des mortalités a été

déja observée en 2011 et publpir la premiere fois en 2014 par Rolland et ses collaborateurs
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(annexd. Les PSTs étaient présents a des concentratiemisinantles 920 pg.kg* de poids de

glande digestival huitre en mai 2011 lorsque la mortaldés huitres a eu lieu (annexBe

maniére remarquableads la présente étude, les toxines ont été détectées dans les tissus d'huitres
depuis janvier 2014 des concentratiorsvoisinantles 350 g.kg'de poids @ tissusd huitre,

tandis que les mortalités se sont produites seulement en Avril et mai @éd4esultats
indiquent bienque b contaminatiore | huitre par les PSTs @st pas suffisante pour induire des
mortalités, mais pourraitcontribuer a aggraveda mortalité des huitres de maniere
multifactorielle impliquant les vibrios et/ou autres agents pathodéeesre et al., 2013etton

etal., 2015

La présenced A. catenelladans & colonne deau augmente la susceptibilité des huitres a

V. tasmaniensid. GP32, pathogene de huitre.

En conditions expérimentalesntrbléesnous avonsiémontré que I'exposition/ catenella
augmentait la sensibilité des huitres juvénile€dgigasa un de lewwpathogens, la souchd/.
tasmaniensid GP32. En effet une augmentation significative de la mortalité des huitres induite
par cette souche deibrio a été observéaprés exposition a la microlague toxiciiecatenella
alors que des algues non toxiqueom pas eu cet effetlélétére. Notre éqiipe avait
préecédemment montré quiexposition ace dinoflagellé toxique a des concentratiahgales
dans l'eawsimilaires a celleobservéesn situ lors d'une efflorescence d'algues toxiquetsit
capable dnduire in vivo l'apoptosedes hémocytes d€. gigas (Medhioub et al., 2013
L'apoptose a été observéenZdpres l'exposition A. catenellace qui correspond au temps que
nous avons utilisé pour l'infection des huitres dans notre expérigneetelle destruction des
hémocytes, qui jouent un réle clé dans le mécanisme de défense des invéBedirése et al.,
2015, pourrait fortement affecter les capacités de résistance des huitres face a une infection
bactérienne et étre responsable de la sensibilité accegigasobservédci (Abi-Khalil et al.,
2016

De maniere intéressante, Ladse et ses collaborateurs ont monté | inverse que
I'expositiondes huitresa cette méme alguél. catenella réduisait l'infection des huitres par
I'herpéesvirus OsHMW (Lassudrie et al., 20)5qui est un pathogéne viral systématiquement

associé aux surmortalitéshaiitres juvénilesLa sensibilité des huitres a cd#férents agents
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pathogenesst déterminée pdifférentes réactions immunitaires nécessamgdiquées dans la
réponse antivirale ou antibactérienne et récemment étudice&Zipamg et al., 2015 Le
rapprochement des résultats de notre éqgifipéeKhalil et al., 2016 et ceux de Lassudrie et al.
suggerent queek PSTpourmientpolariser la réponse immunitaire de I'huitre en déclenchant des
mécanismes immunitaires qui prédisposent aux infections bactériennes, mais protegent contre les
infections viralesOn peut également envisager que ceci résulteahctivité lytiqudtoxiquede
la souche dA. catenellautilisée (ACT03) envergles populations démocytesmpliqguées dans
la réponse antibactériennegn raison de composés allélochimiquesoit un facteur
supplémentaire augmentant la sensibilité des huitres aux Vjbigtarol et al., 2004b

Pour valider ou infirmer ces hypotheses, il serait maintenant néces§iaire
d identifier/caractériser les modifications des populations hémocytaires, et (ii) de caractériser par
RNAseq la réponse transcriptionnelle des hémocytes chez des huitres jlexpuEesoita A.
catenellaproductrice de toxines PSTsoit & des souches phylogénétiguement proches non

productrices de PSTs, cometamarense.

L accumulation et la biotransformation des PSTs dans les tissushditres exposées a

A. catenella.

L accumulation des PSTs dans les tissus d'huitres expo&éeatanellgprésendrt des taux
de mortalité plus élevésie ceux des huitres exposéas microlaguesiontoxiques, suggereun
effet négatif des algues toxiques summunité des huitreDe plus, le profil toxinique des
cellules dA. catenellaavant ingestion par les huitres est tres différerdediéi retrouvé dans les
huitres nourrieavec cette méme alguen effet, ledérivé toxinique GTX2, qui était sous forme
de traces dans les cellule\dcatenellaest détecté dne maniére significativéans les huitres
mortes trois jours apres linfection, et sa concentration a augmenté de facon continue jusqu'au
dernier jour dd'exposition expérimentaldl est trés probable qued toxines accumulées dans
les huitressubissent une bioconversion ou interconversion métabolique conduisant a la
disparition de certaines toxines (GBX C2 et autrespt a lapparition de nouveaux deds
(GTX2). Unetelle interconversion métabolique et une élimination des toxanddsja été discutée
dans la littératurdCembella et al., 19940shima, 1995 Suzuki et al., 2003Bougrier et al.,

2003 Rolland et al., 2012 De plus, comme les PSTs sont des dérivés dnéme squelette
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moléculaire (voir rappels bibliographiques), ces observatguggéent qu'un processus de
biotransformation important a eu lieu dans les tissu€.dgigas sans doutelue a laction des
enzymes de huitre Toutefois, on ne peut pas élimingmyjpothese que ce changement de profil
toxinigue au sein des tissus dhauitre soit dda une dsorption sélective des toxines dans les
tissus d'huitresles divers dérivés toxigiies pouvant avoir des propriétésydirophobie et de
charge qui modifient leur capacitéadsorption tissulaire ou de liaison &dentuels récepteurs.

Nous avons observé guesldérivés toxiniques C2 et GTX2 se sont également accumulés dans
les huitressurvivantes ad fin de lexpérience.GTX2 est aussi retrouvé chez les huitres
survivantes exposeéef situ aux efflorescences naturelles Ad catenella D'une fagon
intéressante, C2 est le dérivé toxinique le moins toxique sur les cellules immunitaires de I'huitre
in vitro (Abi-khalil et al., en préparatignCela suggéréortementque ces toxines, résultant de la
biotransformation(car absentes du profibxinique des algues avant ingestiooit une faible
toxicité etn'affectent paou tres peda capacité des huitres a résister contre linfection par
Vibrio. Dans ce cas, la bioconversion observée serait le résulta détoxification active. Le
niveaude toxicité de GTX2 sur les cellules immunitaires teitre reste a tester dans de futurs

travaux.

L élimination des toxias ou la détoxification est classequentdécrite comme une suite de
deux cinétiques : une premiére rapide qui corresponélienination des toxines libres dans le
tractus digestif, suivie dne seconde beaucoup plus lente qui résultedtimination des toxines
des différents tissugSilvert and Cembella, 1995De plus, méme sidtat physiologique des
mollusques bivalves ainsi que leur métabolisme semblent influencer de fagcon importante la
détoxificaton, |huitre C. gigas est considéré&omme une espece a détoxification rapide
(quelques jours a quelques semainésssus et al.,, 200%5ueguen et al.,, 2008aQuant aux
biotransformations dans les mollusques, ceatlesont liées aux conditions physicochimiques,
aux enzymes digestives ainsi gux bactéries naturellement présentes dans le moll(Sate et
al., 2000 Smith et al., 200Let ont comme siege privilégiéestomac et la glande digestive.
Cependant, il existe de grandes différences dans les capacités de biotransformation entre les
mollusqueqLin et al., 2004. En effet, dors que les ormeaualiotis midaeont un fort pouvoir

de biotransformatioriPitcher et al., 2001 les moulesMytilus eduliset les huitrerassostrea
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gigas sont décrites a présent comme des espéces ayant peu de capacités de biotransformation
(Jaime et al., 20Q7Ceci semble assez contredit par nos observations theiré (AbiKhalil et

al., 2016). Enreffet, cansnotre étude, la biotransformation des PSias les tissus de. gigas
infectées pa¥ibrio état importante. Ceci peut étre di aux conditions physicochimiques utilisées
(huitres balnées dans deedu de mer a 20°C) qui opti optimiser | activité des enzymes
digestives dans le mollusque, et/ouactivité enzymatiquele certaines bactéries dansuiitre,

en particulier les vibrios.

L ingestion des algues productrices de PSTs pourrait aggraver les épisodes de mortalités

des huitres pvéniles.

En conclusionnous avons montré queatcumulation accrue des PSTs dans les huiebs
gu observée dans nos travaux, les rend plus susceptibles dds vibrios pathogénes associés
aux mortalités duitres juvéniles. Cette accumulationupai donc fortement fragiliser les
huitreset les rendredavantagesusceptiblesaux infections opportunistesiggrawant ainsi les
épisodes de mortalités observEsaugmentation de la susceptibilité des huitres athopganes
induite par lesalgues toxigesest un mécanisme gpourrait doncs ajouter aujourchui aux
facteursbiotiques et abiotiquesontribuant auxépisodes de mortalités massives tieftres

juvéniles

La mise en évidence wuhe part de hction délétere des microalgues toxiques sur la
susceptibilité des huitres aux vibrios pathogénes, atitce part de la présence des toxines
algales dans les huitres au cours de deux évenements de mortalité successifs, nous aménent a
reconsidérer le réle des microalgues toxiques dans la santé desglegagicoles. En effet,
jusquici, | absence de corrélation temporelle entre les blooalguks toxiques et les mortalités
d huitres na pas amené la communauté a les considérer comme un facteur pouvant contribuer a
des événements de mortalités. Noyat ont montré qune lente accumulation des toxines
s opere dans les tissus dhditre au cours dednnée et que celg s approche parfois tres prés
des seuils sanitaires alors que les bloorakydes toxiques ne sont pas détectés dans la lagune de
Thau. Ceci nous améne aujourdi a proposer de suivre la dynamique annuelle des toxines

algales dans la chair des huitres et a considérer cette contamination comme un parametre a
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prendre en compte pour caractérisemténsité des pertes associées aux aligrs
multifactorielles des huitres donbfigine infectieuse est aujoutdii bien démontrée.

Par ailleurs au-dela des effets déléteresAd catenellasur les cellules immunitaires de
| huitre,d'autres recherches se concentrant sur les interacli@tdes entre les toxines et les
bactériesseront également a développeglles pourraient elles aussi étimpliquées dans
| aggravation de la susceptibilité des huitres aux vibri@gesrs projets de recherche portés par
notre équipe de recherche awmmencé a explorer ces hypothéses. Dans le cadre du projet
Ec2Co InterVibrio, la question est posée de savok. siatenellafacilite la transmissiome la
soucheV. tasmaniensi€ GP32 aux huitres En paralléle, dans le cadre du projet AlgoVir (CS
Ifremer), la question est de savoir sinteraction de la souche LGP32 avec cette méme
microalgue toxique induit une surexpression de facteurs toxiques amhésines pouvant
conférer unevirulenceaccrue a ce pathogene

Au-dela de ces hypotheses, les inteoastVibrio/algues toxiques sont également explorées
dans léquipe a lechelle de Ecosysteme (projet Roseobacter). Il est en effet vraisemblable que
des interactions étroites existantsitu entre ces deux partenaires eteaji@s contribuent a la
dynamgue des blooms dlgues toxiques ainsi caula persistance du pathogene dans le milieu.
En effet, au cours de ma thésesdaésultats préliminaires obtenus au laboratoire ont montré que
(i) la culture dupathogéne dehuitreV. tasmaniensitGP32 en présenceAl catenelladans de
| eau de mer induisait une lyse de cette alguiwie dune stimulatio de la croissance du
pathogengStage de Trisin Milhau, IUT, 2013). Ensuite, (inous avons mis en évidence que
les extraits cellulairede @tte méme algustimulaient la croissance dé tasmaniensitGP32
en eau de mer (StageAdnaury Rayelleville, Masterl, UM, 2014), et (iii) augmentaiemt S
virulence suite a une infection des huitres juvérfiidage de Leny Calvez, M2, UM, 2015)
Cesrésultats suggerent que dans le milieu rehtda micralgue toxiqueA. catenellapourrait
étreune source de nourritupmur les vibrios pathogeneshdiitre. Il faudra déterminer si alela,
ces interactions peuvent stimuler pagoduction de facteurs derulence. Cette question est

actuellement a €tude dans le projet AlgoVir.
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(2)Effets des toxines paralysanteproduites par Alexandrium catenellasur

les cellules immunitaires de huitre Crassostrea gigas

L étude des mécanismesnderactiondesPSTsavec le systeme immunitaire des huitieas
est apparueruciale pour comprendre commeiéxandriumcatenella(i) affecte les capacités de
résistance des huitres face a une infection bactérienne, (ii) et est responsable de la sensibilité
accrue deCrassostreagigas observée dans cette étudeette question a été abordée dans la

seconde partie de ma these.

Cette thése a permis de démontrer pour la premiére fois que les toxines paralysantes (PSTs)

produites parA. catenella,sont suffisantes pour inde la mort des cellules immunitaires de

| huitreC. gigas les hémocytes. En effaty vitro, nous avons montré que la saxitoxine se lie &
des structures granulaires présentes dans le cytoplasme des hémoGytggmedset induit une
mort hémocytaire capasesdépendante sanstirauler la production despéeces réactives

d oxygene (ROS). Nous avons également démdijtgue parmi les populations hémocytaires
touchées, les hyalinocytes étaient trés sensibles a ce stress,texijiguele dérivé toxinique
GTX5, qui est présent en grandes quantités dans les cellllesadenella était le PST le plus
toxique sur les hémocytes @e gigas Les hémocytegpuent un role central dans la défense de
I'huitre (Bachee et al, 2015) Il est tes probable quieur mortcellulaire induite par les PSTs
affecte négativement la défense des mollusques bivalwegant ainsexpliquer la diminution

de la résistance des huiteesinfection paVibrio quand elles soréxposées A. catenella

Les PSTs induisent une mort cellulaire caspaseipendante des hémocytes dehlitre

C.gigas

Des étudesprécédentes, a la fois vitro et in vivo, avaientmontré que l'exposition aux
algues productrices de PSTs augragna mortalité des hémocytes déditre (Hegaret et al.,
2011 Lassudrie et al.2016. Ainsi notre équipe a récemment montré des effets apoptotiques
d Alexandriumcatenellasur les hémocytes d& gigas(Medhioub et al., 20)3Estrada et al. ont
ensuite observé des effets similaires chez des huitres exposggsiridiniumcatenatum

(Estrada et al., 20)4un dinoflagelléqui produit également GTX5, C1 et C2 comme toxines
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majeuresne question encore non résolue était de savoir si ces dommages étaient induits par les
toxines ellesmémes. Par une approcdimevitro, associant des PSTs de synthese et des hémocytes

d huitres isoléshous avons montréans larticle Il de cette thése PhKhalil et al., en
préparation) que la saxitoxine (STX) et ses analogues GTX5 et C1C2, produits par le
dinoflagelléA. catenella,induisaient une mort cellulaire caspagépendante des hémocytes de

| huitre C. gigas Nous avons observé queette mort cHulaire était également dose
dépendanteEn effet,suite a un marquage TMRNEL, nous avons pu obsenvefragmentation
massive de I'ADN nucléairdes hémocytes dehuitre induite pates PSTs a des concentrations
aussi faibles que 0,08%4. L utilisation du bloqueur des caspases, &/&ZD-FMK, a ensuite

permis de montrer que cette mort étadtspasesépendanteDans cette étude, nous avons
montré pour la premiere fois que des PSTs isolées sont suffisantes a elle gsalué® da mort
cellulaire hémoctaire (Abi-Khalil et al., en préparatignCes toxinesont donc probablement
responsables de l'induction de l'apoptose hémocytaire précédemment observée chez les huitres

exposées aux algues productrices de PSTs.

Divers facteurs de streghysiques ou chimiques, peuvent induire la mort cellutdiezles
hémocytes des mollusqueseét le cas du cadmium qui induit I'apoptoseitro des hémocytes
de lhuitre creuseCrassostreavirginica a travers une voie de mitochondries/caspases
indépendante(Sokolova et al., 2004 Chez l'huitre plat®©streaedulis les effets apoptotiques
des UVs sur les hémocytes d'huitres ont également été obfermais et al., 20)5Notre

étude montre que les PSTs ont également cette propriété.

La mort hémocytaireinduite par les PSTs rappeliurtout I'apoptose Néanmoins, qur
distinguerclairementl'apoptosede lapyroptose(égalementépendaret descaspass), et de la
nécrosenous avons utilisé une série de caractérisations moléculaires et cellilaired abord,
nous avons montré gl s agissait dun phénoméne de cassure dADN dépendant des
caspases, ce qui éliminénypothése de la nécrosensuite,| observation morphologique des
caractéristiques ultrastructurales des hémocytes exposés a la STX par microscopie éleatronique
transmission(MET) a montré de nombreux événements de condensation chromatinienne
similaires a ceux observés aveddfside, un inducteur bien connu de I'apoptose. Cependant,

toutes les caractéristiques typiques des cellules apoptotiquesst pas été observées. En
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particulier, nous n'‘avons observé aucun signe de la perturbation de la paroi celluldiee
condensatio nucléaire Il est important de relever que ces phénoménest pas non plus été
observés sur des hémocytes exposé£taposide.Une explication possible deabsence des
caractéristiques typigues deapoptose serait la phagocytose des corps apoptotiques par les
hémocytes au temps de notre observation (3h30 aprés exposition aux toxines), Hasdfetps
phagocytésontobservéset a ceempsd observation, il est tres probable daecondensation
nucléaire a déja eu liel. observation de temps plus courts en microscopie électronique pourrait
nous permettre de répondre atte hypothéseEn effet, & cinétique de &poptose che les
mollusques bivalves ainsi que sEgactéristiques ultrastructurales sont pabien décrites ce

jour. Il serait intéressant explorer les différents changements morphologiques au cours de
| induction du phénoméne apoptotique chez les huitrasdadiablir les traits ultrastructuraux
clés laccompagnant ainsi que sa cinétigele utilisant comme contrdle un inducteur connu de

| apoptose (Etoposide).

Nous formulons hypothese qu& mort cellulaire caspasel€pendante induite par les PSTs
est probablement liée a l'apoptoska pyroptose (dépendante de la casfgsearait peu
probable. En effesuite a une étude vivod exposition des huitrgs. gigasa A. catenellanotre
équipe a montré que les caspases effectr8est -7 impliquées dans dpoptose ont été
surexprimées lorsque l'apoptose des hémocytes a e(Mearhioub et al., 2003 Au contraire,
la caspasd, n'a pas été induittMedhioub et al., 2013 Cela suggere fortement que la STX
induit une apoptose dans les hémocyte€ dgigaspar une voie caspasdépendante et que les
effets apoptotiques A. catenellaproductrice de PSTs, sont déclenchés par les toxines elles
mémes.Les mémes analyses transcriptomiques pourraient étre effectuées sur des hémocytes
exposeés aux PSTs dans les conditiongitro de notre article pour démontrer cela directement.
Un marquagedes hémocytes exposés aux P&Tisaannexine Vserait aussi indigmsablepour
mettre en évidenckexposition des phosphadityl sérines sur la face exten&a membrane

plasmique une caractéristique essentielle @pbptose.
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La mort cellulaire des hémocytes induite par STX est indépendante de la production de
ROS chezC. gigas.

Nous avons montré dans cette thése que le déclenchement de la mort cellulaire des
hémocytes de luitre était indépendant de la productiorespeces éactives de bxygene
(ROS). En effet, il est connu que les RP&uvent faciliter la perturbation de la membrane
mitochondriale et favoriser ainsiouverture des canauXim et al., 2008. Les constituants
cellulaires sont altérés via la génération de produits de stress oxydatif toxiques tels que le radical
superoxyde (@), le peroxyde dchydrogene (HO,) et le radical hydroxyle (-OH). Néanmoins,
dans cette étudet dans des conditions inductrices de ~ 55% de mort cellulaire, les hémocytes
exposeés a la STX ne présentaient aucune augmentation de la production de ROS. Ces résultats
sont en accord avec des études antérieures montrant que I'exposdiaofiagelléproducteur
de PSTsAlexandrium minutugnet sa STX purifiée induit une diminution de la production de
ROS dans les hémocytes @egigas(Hegaret et al., 201Mello et al., 2013 Le burst oxydaf
a été tres largement décrit pour son réle majeur dans la phagocytoséatiez(Bachere et al.,
1991, Bachere et al., 2004 oirier et al., 201¥ Cependantil ne semble ps impliqué danses
phénoménes de mort cellulaires induits par les phycotaxfDespeut plutbt imaginer que le
phénomene est induit par une interaction cellulaire directe, comme mise en évidence dans

| article Il (Abi-Khalil et al., en préparation).

La saxitoxine cible des structures cytoplasmiques des hémocytes dwiitre C. gigas

In vitro, cette these a égalemamrécisé lesibles cellulairesde la saxitoxine (STX) chez
| huitre Crassostrea gigastEn effet, nous avons montré que la STX, produiteApexandrium
catenellg cible lescellules immunitaires d€. gigas les hémocytes, ese fixanta des organites
cytoplasmiquesautres que les mitochondrieCes structures restent non caractériskes le
cadre de mes travauRarmiles cibles moléculaires de la STX déja décrites chez les vertébrés,
on peut citer lezanaux sodiques situésla membrane des cellules nerveuses et musculaires
(Kao, 1972 Narahashi, 1972 mais aussdestransporteurs de cuivréCusick et al., 2012 Le
marquage intracytosoliqgue que nousras/observéappelle leobservationsle Ritchieet al qui
ont montré que la STX se liait aux canaux sodiques situés dans des organites cytoplasmiques des
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cellules de Schwandes vertébrééRitchie et al., 1990 Mais on peut également suspecter une
liaison a Ctrl, le transporteur du cuivre décrit pour lier la saxitgqxinsick et al., 201Ret dont

le géne est présent chehditre. Cette derniére hypothese est particulierement séduisante a
tester. En effet, les travaux récents deglipe ont montré que le pathogévietasmaniensis
LGP32 utilisait lefflux de cuivre pour résister a la dédmtion par les hémocytes (Vanhove et

al., 2016). Or nous avons montré daasticle | de cette thése, quexposition aux PSTs rendait

les huitres significativement plus sensibles a cette souche. Si les PSTs sont effectivement
capables dese lier a Ctrl, il est vraisemblable gelles bloguent Import du cuivre dans les
phagosomes hémocytaires, ce qui expliquerait la virulence accrue de la souche LGP32. Un
moyen de tester cette hypothese serait de restaurer la virulence et la survie intracellulaire des
mutants de LGP32 déficients pouexport de cuivre (Vanhove et al., 2016) sur des hémocytes

exposeés aux PSTs. Ces mutants sont disponibles au laboratoire.

Il faut néanmoins relever que le marquage cytoplasmique observé sur les hémocytes exposés
ala STX-Cou pourrait également correspondre a des endosomes chargés en STX. Il est en effet
possible que internalisation de la STX ne fasse pas appel a des récepteurs particuliers mais
passe par un mécanismesldocytose et de recyclage de la membrane pdaemiloutefois,
nous ne favorisons pashypothese dine endocytose sans récepteur puisque le contrdle
Coumarine seule (CeBua) ne présente pas ce profil de localisation cellulaire (aucun marquage
n est observé). Un moyen &iminer cette hypothése serdié bloquer internalisation de la

STX-Cou par une drogue comme le dynasore.

Si nos travaux ne permettent pasldntifier a ce stade une cible moléculaire de la STX chez
| huitre, il nen reste pas moins les premiers a avoir mis en évidence des eihlésres. En
effet, hez les mollusques bivalveseule la répartition des PSTs dans les différents tisaits a
été étudiéeCes études ont montré que la grande majorité des PSTs est située dans les tissus
viscéraux des bivalve@ricelj and Shumway, 1998acomme chez la moul®lytilus edulis
(Silvert and Cembella, 1995es palourdesiiatula rostrataet Callista chione(Chen and Chou,
2002 Sagou et al., 20Q%t I huitreC. gigas(Gueguen et al., 2008&n effet, Gueguen et al. ont
montré que les PSTs se répartissent dans les différents tisGugigasdes le premier joude

contamination avec une accumulation majoritaé,10 + 9,87 %)Yans la glande digestive
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(Gueguen et al20083. Cependant, la contribution des hémocytes a cette accumulagigras
été évaluée, les données étant obtenues a pasiitralts totaux de tissus contenant les
hémocytes. De mémaucunedonnée sules voiesd entréedes PSTs dans les tissus des huitres
n existe pour le momen§i nos résultatsnontrentque les hémocytes dénliitre sont uneible

de la STX, il n'est pas étude ce jour si les PSTs ciblent d'autres tissusCdgigas Leur
tropisme tissulairgoourrait ainsi étre étudié en utilisant des techniquesimdagerie du vivant

apres injetion de la toxine dans les animaux.

Parmi les populations hémocytaires deC. gigas les hyalinocytes sont plus sensibles a la

mort cellulaire caspasesdépendante que les cellules blatike.

Au cours de cette #se, nous avons pu seéparer les 2 gmmilations hémocytaires non
granulaires de huitre Crassostreagigas les hyalinocytes et les bldgte, en utilisant la
cytométrie en flux. Cette techniqguaous a permis de mettre en corrélation, sur des cellules
isolées, des caractéristigues multiples telles que la fluorescence, la taille et la granulosité.
Cependant, comme les conditions de culture reposent sur une étape d'dthrésioytaire, nous
n avons pas pu étudier les effets potentiels des PSTs testées sur les gramoocgtiserents
Cette méthode qualitative et quantitative a montré que les hyalinocytes étaient plus sensibles a la
mort cellulaire induite par les PSTs gles cellules blaslike, indépendamment du PST utilisé.

En effet, lorsque les hémocytes|dmuitre ont étéexposésa 0,08 ¥ de PSTsle pourcentage

d hyalinocytesmontrant unefragmentation nucléaire était entre 66,6 a 76,5% en fonction du
PSTs utilisécontre 25,9 a 47,5% pour les biike. Le méme effet majeur sur les hyalinocytes a

été observé avec l'inducteur dapoptose, Etoposide, qui a affecté 88,7% de cette population.
Ainsi, les hyalinocytes d'huitres semblent étre trés sensibles auxrpmgsade mort cellulaire

caspasesépendant indépendamment de l'inducteur utilisé.

Les hyalinocytesabritent une activité de phagocytose puissattesont des effecteurs
cellulaires clés de la phagocytose intégidépendante cheZ. gigas(Terahara et al., 2006
Bachére et al. ont émis I'hypothese que ces cellules non granulaires correspondent a la méme
lignée cellulaire observée a différents stades de maturation et d'activité et dans laquelle les

cellules blastike étaient les plus petits et les plus jeu(@achere et al., 20040n pourrait ainsi
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émettre Ihypothese que la plus faible sensibilité des Hiksta la mort cellulaire induite par les
PSTs pourrait étre due a la plus faiblereggion de ligands PSTs dans les jeunes cellules blast
like que dans les hyalinocytes matures.

Le GTX5 est le dérivé toxinique le plus toxique sur les hémcoytes dbditre C. gigas.

Dans cette these, nous ava@talemenmontré que parmi les principaux PSTs produits par
Alexandriumcatenellag GTX5 induisait I'effet toxique le plus fort sur les hémocytes de I'huitre.
Ce résultat differe de la toxicité connue des PSTs sur les cellules humaines ou la STX est décrite
comme lecomposé le plus toxiqu€embella, 1998 En effet, lanalyse en cytométrie de fla
montré que Iplus grane toxicité de GTX%ar rapport a cellde STX et C1C2 respectivement,
est en grande partige asa toxicité plus élevée sur les cellules bl&st. En effet, GTX5 induit
des dommages mortels importants dans au moins deux populatiémsodyts avec 47,5% et
76,5% de mort cellulaire chez les bliike et les hyalinocytes respectivement. Le dérivé C1C2
était beaucoup moins actif contre les cellules Hikst (25,9% de mort cellulaire)ll est
intéressant de constater @& X5, qui est la toxia dominante danA. catenella était presque
absente chez les huitres nourries de cette algue et infectéeVilpar lors de nos
expérimentations au laboratoit€es huitres présentaient en effet un profil toxinique riche en
GTX2 et C2(Abi-Khalil et al., 2016. Cela suggére fortement que la bioconversion de GTX5 qui
se produit dans les tissus déauitre C. gigas,sintégre dans un processus de détoxification
contribuant ainsi & la protection de I'huitrexte une mort hémocytaifeSTsinduite et par suite

conte la suppression immunitaire qui en découle.

Réle possible des hémocytes dans la détoxification.

Les hémocytepeuventouerun réle dans éxcrétion, comme élimination des métaugui
est le résultat dine endocytose par les hémocydes mollusquesuivie dune élimination sous
jacente de cesellules(Orton, 193). Une migration des hémocytes daristestindes moules et
des huitres a@&galementété mise en évidence lorsude consommation Alexandrium spp

(Galimany et al., 2008 Dans notre étudda STX s est accumuléalans les hémocytes de
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Crassostregyigas in vitro (Abi-khalil et al., en préparationfes observations laigsesupposer

gue ks hémocytes pourraient avoiri@rbe dans Iélimination de cette toxine.

Des recherches complémentaires sur le réle des hémocytes pendant la contamination et la
détoxificaion desmollusques bivalves resit nécessaires. Un dosage des toxines dans les
hémocyte®t dans les tissude | huitre apres une exposition aux algues productrices de PSTs, ou

suite a une injection des toxines pourrait ainsi étre envisageé.
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CONCLUSION GENERALE

Cette these porté(i) sur les interactions entAdexandriumcatenellg algue productrice de
toxinesparalysantesRSTY, et | huitre Crassosteayigas et (ii) sur leurs conséquences en terme
de sensibilitéaux vibrios pathogeneskhiiitres.

Nous avons montré gd. catenellaaugmentait la sensibilitt dehuitre C. gigas au
pathogeneVibrio tasmaniensid. GP32 dans des conditions contrdlées au laboratdiresity,
nous avons également const#écoincidenceentre la mortalité des huitres en 2014 et la
présence des PSTs dans leurs tiskladservation terrain suggére ainsi que le développement
d A. catenelladans la lagune de Thau pourrait déclencher la mortali@® deas(article |).

In vitro, nousavons mont que les PSTs produites par catenella,sont suffisantes pour
induire la mort des hémocytes @e gigas En effet, nous avonsiontré que la saxitoxinest
associéea des structures granulaires présentes dans le cytoplasme des hémoCytggabet
induit une mort hémocytaireaspasesépendanteCette mort était indépendante de la production
d especes réactives dxygene (ROS)Nous avons également démontiéque parmi les PSTs
induisant une mort hémocytairég gonyautoxine5 était le dérivé le plus toxique sur les
hémcoytes de tuitreet (ii) queles hyalinocytes étaient tres sensibles a ce stress taeidicte
II). Les hémocytepuent un rdle clé dans la défense immunitades huitresAinsi, leur mort
cellulaire accrue induite par les PST,sa le potentiel de gémner un organisme immunodéprimé
ayant une capacité rédr pour résister a des affectioqmthologiques et des infections
opportunistes. Nous pouvons ainsi supposer qu'une réduction de la capacité des huitres exposées
aA. catenellaa résister a l'infection pafibrio (article 1), pourrait résulter dealmort hémocytaire

induite par les PSTs

Des voies de recherche restent a explorer pour pouvoir conclur@rlichtion des algues
productrices de PSTs dans les phénoeséde mortalités des huitres juvéniBss recherches
visant a établirdes corrélations entries mortalités de bivalves et la contamination par les

producteus de PSTs semblent ainsi nécessaitéise étude plus globale des mécanismes
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moléculaires soumcents a interaction entré\. catenellaet C. gigaspourraitaussipermettre de

mieux comprendre comment cette algue augmente la susceptibilité des huitres aux pathogénes.
Cela pourrait avoir des implications importantes en écotoxgi®lnotamment dansévaluation

de | état de saé des bivalves marins explatét dans la prévention des crises conchylicoles en

France et dans le monde.

Enfin, une prise en compte globalkde |influence des divers facteurs potentiels impliqués
dansles mortalitésde C. gigas doit étre réalisée pour pouvoir mettre &vre des stratégies
visant a améliorer la résistance des huitkke nécessite entre autrde caractériser plus en
détail les interactions enthes différents facteurs et le poids relatif de chat@mtre eux danka

mortalitéaffectant les huitres
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