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Tableau 13 : Récapitulatif des niveaux d’expressies ARNmM de SOD, CAT, Se-GPx, GST-
pi et MT chezUnio tumidustransférés sur les sites M1, M2, M3 et M4 de la
Moselle, pendant 8 et 21 jours.



_§&<§/‘> Listes

~

LISTE DES ARTICLES ET COMMUNICATIONS

# Publications internationales

Doyen Périne, Bigot Aurélievasseur Paule, Rodius Francois, 2008. Molecutarirng and
expression study of pi-class glutathione S-tramsker(pi-GST) and selenium-dependent
glutathione peroxidase (Se-GPx) transcripts infteghwater bivalvéreissena polymorpha
Comparative Biochemistry and Physiology C-Toxicgl&gPharmacology, 147, 69-77.

Bigot Aurélie Doyen Périne, Vasseur Paule, Rodius Francois9.2d@@tallothionein coding
sequence identification and seasonal MRNA expnessialetoxification genes in the bivalve
Corbicula flumineaEcotoxicology and Environmental Safety, 72, 382-3

Bigot Aurélie Vasseur Paule, Rodius Francois. SOD and CAT clgMAing and expression
pattern of detoxification genes in the freshwatealve Unio tumidustransplanted into the
Moselle River. Ecotoxicology (Article acceptée).

Bigot Aurélie Minguez Laétitia, Giambérini Laure, Rodius Fraisc&arly defence responses
in the freshwater bivalv€orbicula flumineaexposed to copper and cadmium: transcriptional
and histochemical studies. (Article soumis a Envinental Toxicology).

# Communications orales :

Bigot Aurélie Vasseur Paule, Rodius Francois, 2008. Identifina¢t étude de I'expression
de génes de détoxication chez le bivalve d’eau @@arbicula fluminea Séminaire de la
Zone Atelier Moselle, Nancy, 29 mai 2008.

Bigot Aurélie Vasseur Paule, Rodius Francois, 2009. Identifinadle séquences et étude du
niveau d’'expression de genes de deétoxication chdzvialveUnio tumidustransplanté en
milieu pollué. §"*°Journées Internationales de Limnologie, Centraéutzllde Rencontre de
Neumunster, Luxembourg, 6-9 avril 2009.

# Communications affichées :

Bigot Aurélie Vasseur Paule, Rodius Francois, 2008. Identifina¢t étude de I'expression
saisonniere de I'ARNm de la métallothionéine chezbivalve d’eau douceorbicula
fluminea Séminaire de I'école doctorale RP2E, Nancy, hvigx 2008.

Bigot Aurélie Vasseur Paule, Rodius Frangois, 2008. Antioxidesponse in the freshwater
bivalve Corbicula fluminea experimentally exposed to copper and cadmium.e7€wngres
International de Limnologie-Océanographie, Roudnl octobre 2008.

Bigot Aurélie Vasseur Paule, Rodius Francois, 2009. Identiinaind expression pattern of
detoxification genes in the freshwater bivalyeio tumidustranplanted into the moselle river.
14" International Symposium on Toxicity Assessment{a/180 ao(it-4 septembre 2009.



INTRODUCTION




~

s

Introduction

INTRODUCTION

Les milieux aquatiques sont soumis a de nombreagessions si bien que la qualité de I'eau
s'est largement altérée sur notre planéte. Cesedesnannées une réelle prise de conscience
du probleme de la pollution environnementale g@stconséquent développée.

Les facteurs de stress d'origine environnementailez@nt induire des changements au niveau
génétique, biochimique et physiologique chez lekvidus exposés. Pour se protéger contre
le stress oxydant, les organismes aquatiques parasdds défenses. Les premiéres barrieres
sont mises en place au niveau de l'organisme egttieonstituent des protections physiques
contre la pénétration des xénobiotiques (coquikau). Si ces défenses s’averent inefficaces,
d’autres systémes se mettent en place, comme tensysantioxydant, pour protéger les
organes et les cellules contre les attaques d’esp@actives de I'oxygene (ROS) générées a
la suite d'un stress oxydant. Parmi ces défengpgefit (1) des protéines comme les
métallothionéines (MT) qui sont impliquées dans hescanismes de détoxication en liant
certains métaux essentiels et non essentiels, €2) eshzymes telles que la superoxyde
dismutase (SOD) qui convertit I'anion superoxyde paroxyde d’hydrogéene, la catalase
(CAT) et la glutathion peroxidase sélénium-dépeteldSe-GPx) qui dégradent le peroxyde
d’hydrogéne, et les glutathion S-transférases (G&i) catalysent la conjugaison d'un
substrat électrophile avec le glutathion.

Le but de cette étude est de contribuer a la cdmepdon des mécanismes de détoxication
chez les bivalves d’eau doudaio tumiduset Corbicula flumineaet de caractériser des génes
de détoxication permettant la détection de polsiaiains le milieu aquatique.

Les bivalves constituent des organismes sentings la surveillance de la qualité de

'environnement aquatique. En effet, ce sont dgamismes filtreurs vivant a I'interface eau-

sédiment ou enfouis dans les sédiments et qui peageumuler les polluants.

De nombreux travaux ont été réalisés sur I'actidiés enzymes de détoxication ou sur la

concentration en MT, mais peu ont éte réalisé$expression des ARNm.

La premiére partie de ce travail porte sur I'idiécdition des séquences codantes de MT des
bivalves Corbicula flumineaet Unio tumidus ainsi que celles de SOD et de CATUdio
tumidus La technique employée est la RT-PCR (reversestrgstion polymerase chain
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reaction) en utilisant des amorces dégénérées wdepar comparaison de séquences
conservées du gene recherché chez différents baalv

Les séquences codantes de SOD, CAT, Se-GPx et G&IQwrbicula flumineaet celles de
Se-GPx et GST-pil’'Unio tumidusétaient déja connues lorque ces expérimentatinoheté
initiées. La premiere partie de nos travaux nousloac permis d'étudier le niveau

d’expression de ces génes de détoxication au niveascriptionnel chez les deux bivalves.

La deuxieme partie de ce travail porte sur I'étdéel’expression saisonniere de la MT, la
SOD, la CAT, la Se-GPx et la GST-pi ch€porbicula flumineaet Unio tumiduspar la
technique de RT-PCR.

Différentes études ont montré que le cycle saignpéut causer des variations du niveau
d’expression des genes de détoxication chez lealMals. C’'est dans ce contexte que
'expression saisonniére de ces genes a été meshezeles deux bivalves, dans le but de

discriminer les effets de la saison des effets @’'contamination sur I'induction de ces génes.

Dans la derniére partie de nos travaux, le nivéaxpdession des genes de détoxication a été
etudié par RT-PCR en temps réel chez des bivatuasis a différentes perturbations.

Une intoxication de€orbicula flumineaau cuivre et au cadmium pendant 12h a été réaisée
laboratoire. Le but de cette étude est de détermsinies génes de détoxication peuvent étre
considérés comme des biomarqueurs précoces a pasition métallique chez ces bivalves.
Le niveau transcriptionnel des genes de détoxicatioegalement été mesuré cHeaio
tumidustransférés au niveau de la Moselle. Les sites ishomivrent une zone soumise a des
perturbations d’origines domestique, agricole dustrielle. Des analyses physico-chimiques
ont été réalisées sur les sédiments de chaqueCsitee étude a pour but de déterminer si la
mesure du niveau d’expression des genes de déioxigeermet de déceler des perturbations

gui n'auraient pas été mises en évidence via lagldes contaminants.



SYNTHESE BIBLIOGRAHIQUE




ﬁ Synthése bibliographique

1. Mollusques bivalves
1.1. Description

L’embranchement des mollusques compte plus de @@®6peces. Le corps mou de I'animal
est partiellement protégé par une coquille calcadieétée par la face dorsale du manteau (ou
pallium) qui délimite la cavité palléale dans laquelldosmlisent les branchies (Figure 1).

Le pied ventral musculeux souvent cilié assuresfgtation, un mode de locomotion propre
aux mollusques. lls possédent un manteau qui eppelta masse viscérale dorsale et qui
sécrete la coquille composée principalement deocate de calcium. La coquille protége
I'animal mais ne I'entoure pas entierement.

Le manteau forme généralement un repli vers l'iatérde la coquille a la jonction du pied, la
cavité formée par ce repli appelée cavité palléalieferme typiquement les organes

respiratoires (Tachet et al., 2000).

Charniere ~ Coelome
Manteau Intestin Coeur Muscle
: \ adducteur
Coquille
Anus
Bouche
Siphon
exhalant

Palpes / Flux de
Pied - 'eau

- Siphon
Cavité du n -
bt | Branchie inhalant

Figure 1 : Anatomie générale d’'un mollusque bivgMeyes et Schulte, 2007).

Les bivalves lamellibranches sont des mollusquasatigques, généralement fouisseurs, a
symétrie bilatérale dont le corps est protégé parxdvalves reliées dorsalement par un
ligament élastique qui tend a les écarter et sdueegrenées par des dents constituant une
charniére. La fermeture des valves est assuréelqaar muscles adducteurs qui les relient
'une a l'autre. Le muscle adducteur antérieur patrophier ou quelquefois disparaitre au

cours du développement.
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Les branchies consistent en deux lames branctsatgsendues a un axe pouvant s’étendre de
la bouche a I'anus, vers le haut de la cavité plléCes lames branchiales sont le plus
souvent formées chacune par deux séries de ldagsefits repliés sur eux-mémes en U, de
sorte que I'ensemble de leurs parties proximalesndadeux feuillets descendants voisins. La
ciliation assure la filtration de I'eau au niveaesdbranchies qui est rejetée par un orifice
exhalant postérieur et effectue la capture puisileles particules alimentaires qui sont
dirigées vers la bouche.

Les bivalves sont des microphages et se nourriggariltration de particules en suspension
comprenant le phytoplancton, le zooplancton etdsglus organiques ou seston. Les bivalves
d’eau douce appartiennent a l'ordre des Eulamaltitihhes. Ils sont représentés par trois

superfamilles : Dreissenacea, Corbiculacea et lATiea.

1.2. Choix des mollusques bivalves

Les mollusques bivalves sont des organismes fikr@ivant a l'interface eau-sédiment ou
enfouis dans les sédiments. lls peuvent ainsiedgpesés a de nombreux polluants chimiques
et bioaccumuler les xénobiotiques.
llIs sont ainsi largement utilisés comme especedingdies dans les programmes de
biosurveillance. En effet, ces organismes sont biesndicateurs utilisés pour révéler
précocement la présence et la toxicité d'un oui@lus polluants dans le milieu (Berthet,
2008).
Différents criteres sont pris en compte pour leixhdes mollusques bivalves en tant
gu’especes sentinelles :
- leur large distribution géographique, qui permstdemparaisons entre différents
sites ;
- leur abondance, qui permet de réduire 'impactptéevements sur la structure et
la densité de la population mais également deiteccies prélévements ;
- leur sédentarité, afin que I'état des individusspaiétre directement corrélé avec le

niveau de pollution du site.

Les mollusques bivalve®Jnio tumidus et Corbicula flumineaont été utilisés pour la

réalisation de nos travaux.
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1.3. Unio tumidus

L’espéceUnio tumidus(Figure 2) (embranchement : Mollusques, classévales, ordre :
Eulamellibranches, superfamille : Unionacea, famillUnionidae) est largement répandue

dans le Nord Est de la France et jusqu’en Europtale et septentrionale.

Figure 2 : Aspect général et morphologiquerdd tumidus

Elle vit au niveau des cours d’eau et des étarlgs, garticulierement dans les écosystemes
dulgaquicoles a l'interface eau-sédiment ou enfdaies le sédiment.

Elle se nourrit par filtration ou a partir des partes déplacées par les mouvements de son
pied. Sa coquille, fortement nacrée a lintérietirrecouverte d’'une épaisse cuticule de
couleur brun-vert, a une taille moyenne de 6 a ®ertong et 3 a 4 cm de large. La longévité
de cette espéece est comprise entre 10 et 30 ans.

Unio tumidus étant une espece polluo-sensible (plus parti@ient aux pollutions
biodégradables), une population stable et divésiindique généralement une eau douce de
bonne qualité et un environnement aquatique saise8sibilité est d’autant plus marquée par
sa maturité sexuelle qui n'est atteinte qu'au l®at12 ans et par sa production d’'une seule
génération par an.

La période de reproduction commence a la fin deeldgode hivernale et se poursuit jusqu’a
'automne. Les Unionidés sont unisexués a fécoadatiterne et ovipares. Les ceufs (0,25-
0,3 mm de diamétre) sont en nombre important :4ias@00 000. Ces ceufs donnent des
larves (glochidies) qui se développent entre lesillés branchiaux de la femelle
(marsupium). Les glochidies sont libérés a la firpdntemps ou pendant I'été, cet événement
pouvant étre consécutif a 'augmentation de la tmampre de I'eau. Aprés avoir été rejetés
dans l'eau, les glochidies doivent se fixer a ursgom hdte et passer par un stade de
parasitisme, nécessaire pour la métamorphose erdenjowénile. Selon que les larves
possedent ou non un crochet, elles se fixeronivean des écailles ou des branchies (moins

dures) de leur héte. L’'embryon mettra 3 ans pdeiratre la taille adulte.
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Cette espece présente une grande résistance aatovar des parametres environnementaux

tels que la température, I'oxygéne et la dispoitébde la nourriture (Tachet et al., 2000).

1.4. Corbicula fluminea

Corbicula fluminea (Figure 3) (embranchement: Mollusques, classevalBes, ordre :
Eulamellibranches, superfamille : Corbiculacea, #am Corbiculidea) est une espéece

opportuniste pouvant facilement coloniser difféesmiches écologiques.

- T \fﬂ‘f 5 4 - ; E
B A SUEPACS RGN -

Figure 3 : Aspect général et morphologiqueCdebicula fluminea

Elle a ainsi été retrouvée dans des cours d’eaucaeaux, des lacs et des retenues d’eau, et
occupe essentiellement les habitats composés degfia, de sable et de vase.

La répartition naturelle d€orbicula flumineas’étend aux régions tropicales et sub-tropicales
d’Asie, d’Afrique, d’Australie, et de la Nouvelletée (McMahon, 1982). Le continent
américain et I'Europe de l'ouest ont été rapidenueiinisés.

Sur le continent américain le premier recensemartEats-Unis date de 1924 sur Ile de
Vancouver ou I'espece aurait été introduite d’Asse les immigrants chinois qui l'utilisaient
comme aliment. L'espece a été signalée en Amédgusud, en particulier en Argentine et au
Venezuela entre 1985 et 1987 (Dubois, 1995). EmfgunccidentaleCorbicula flumineaa

été détecté pour la premiére fois en France en, 128 le bassin de la Dordogne. L’espece a
été observée dans l'estuaire du Tage, au Portiw@ltbon, 1981), en 1987 aux Pays-Bas
(Biz de Vaate et Greijdanus-Klaas, 1990) puis demagne (Biz de Vaate, 1991), en 1989 en
Espagne (Araujo et al., 1993) et en 1992 en Bed(Gwinnen et al., 1998).

C. flumineaest signalée dans la Moselle en 1994 (Bachmaral.,e1995). En vingt ans,
'espéce a colonisé la totalité des bassins hydmigques francais, elle est présente dans la
majorité des cours d'eau, dans certains lacs, ajg dans de nombreux canaux de

navigation.
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Corbicula flumineaest un mollusque bivalve dont la durée de vie est d 3 ans. Sa coquille,
de forme triangulaire a base arrondie, est de ooybkine-verdatre laissant apparaitre des
stries concentriques. L'intérieur de chaque valse gris-violacé mettant en évidence des
lignes palléales ainsi que des insertions mus@&dabsien marquées. Le ligament de la
charniére forme une protubérance saillante. Lantbia de chaque valve est munie de 3 dents
cardinales et de 2 dents latérales crénelées, esngans la valve gauche, doubles dans la
valve droite (Araujo et al., 1993; Mouthon, 198Mla taille moyenne de ces bivalves varie
entre 3 et 4 cm mais un diametre maximal de cagudienviron 6 cm a été mesuré chez des
individus asiatiques.

Ces bivalves possédent un pied musculeux tres ajgp@lpermettant leur déplacement ainsi
que leur enfouissement. Les bords du manteau smaies avec une ouverture pédieuse et
deux ouvertures pour les sipho(Britton et Morton, 1986). lls vivent ainsi a I'erface
sédiment-eau et se nourrissent d’algues, de bestétide matiéres en suspension n’excédant

pas 20 pm.

Ce mollusque est hermaphrodite simultané. Les $arsent incubées au niveau des
hémibranchies des adultes jusqu’a une taille dienvR50 um. La stratégie de reproduction
allie une forte fécondité (de 34 500 a 47 500 julednibérés en moyenne par adulte et par
saison de reproduction, a une mortalité élevéentll@aphase planctonique (au moins 99 %)
(Dubois, 1995).

2. Especes réactives de I'oxygene

L'oxygene, nécessaire a toute forme de vie aérqiBei se révéler toxique lors de sa
transformation en espéces radicalaires trés résctiCes composés sont formés par voie
endogene en petite quantité (moins de 5 %) au abita respiration cellulaire; ils peuvent

egalement étre générés a la suite d'un stress wixgdaau cours de toute réaction mettant en

jeu un transfert d'électrons.

2.1. Sources de production

Les espéces réactives de I'oxygene (ROS) sont piesdpar le métabolisme cellulaire basal

et également sous différentes conditions envirormmtates en présence de xénobiotiques.
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L'oxygéene moléculaire (£) est essentiel pour la survie de tous les orgassaerobies.
Pourtant, il a été estimé qu’environ 1 & 3 % de EGnsommé par les animaux est converti en
ROS. Le métabolisme énergétique aérobie dépendadehdsphorylation oxydative, un
processus par lequel 'ATP est formé. Une grandaepde I'énergie produite dans les voies
cataboliques se retrouve contenue dans le NADH &ADH; ; elle sera convertie en ATP
dans la mitochondrie : les coenzymes réduits mgodhaux cédent leurs deux électrons a un
systeme de transporteurs qui, par une cascadeagdors d'oxydo-réduction, amene ces
électrons jusqu'a l'accepteur final, l'oxygene mualkire. Des métabolites de b@rtement
réactifs peuvent se former pendant ces réactiongahsfert d'électrons. Ces métabolites
partiellement réduits de IOsont souvent désignés sous le nom « d’espécesvesace
l'oxygene » (ROS) dues a leur plus haute réactreisitive a I'Q moléculaire (Thannickal et
Fanburg, 2000).

Différents xénobiotiques peuvent initier la fornsatide ROS : les contaminants organiques
tels que les composants du cycle redox (quinonégsparomatiques, nitroamines), les
hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) (Beez produits d’oxydation des HAP),
hydrocarbones halogénés (bromobenzene, dibromongthaolychlorobiphényles (PCB),
lindane), dioxines et pentachorophénol ; métauxinfalium, arsenic, cadmium, chrome,
mercure, nickel, vanadium) ; contaminants volat{ee€,, Os;, SG,), peroxides ; radiation UV

; hypoxie et hyperoxie. Ces contaminants peuvembustr la production de ROS par
différents mécanismes, directs ou indirects, induée cycle redox catalysé par les
flavoprotéines réductases (telles que les quingries) réactions rédox, l'auto oxydation
(cytochrome P450 et PCB), I'induction enzymatiqgfiavpprotéines réductases), rupture des
membranes de transport d’électrons et saturatisréienses antioxydantes (glutathion réduit
(GSH) impliqgué dans la phase Il de biotransformmatides contaminants organiques)
(Arumugam et al., 1999; Halliwell et Gutteridge,999 Schlezinger et al., 1999; Strolin-
Benedetti et al., 1999).

2.2. Anion superoxyde

L’anion superoxyde (©) résulte de la capture d’'un électron par la mad&c, lors de

réactions endergoniques (Halliwell et Gutteridg@84). Il est formé dans plusieurs processus
physiologiques : chez les animaux par des cellplesgocytaires pour la destruction des
particules étrangéres et des complexes immuns Bdt878), chez les plantes dans la chaine
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de transport d’électrons du chloroplaste (Clelahdseace, 1999; Mehler, 1951). L'anion
superoxyde est formé essentiellement au niveaundmsbranes biologiques, du fait de la
solubilité beaucoup plus élevée de l'oxygene eriemihydrophobe qu’en milieu aqueux
(Luchette et al., 2002). Ce n’est pas la plus réaales formes activées de I'oxygéne mais
'est cependant suffisamment pour endommager oedacibles cellulaires. Trés stable en
milieu hydrophobe, I'anion superoxyde contribue déroxydation lipidique, c'est-a-dire a la
destruction des phospholipides membranaires paguss nucléophiles des liaisons esters
entre les acides gras et le glycérol. Il est chirargent incapable d’endommager ’ADN mais
il peut accélérer les attaques sur 'ADN en augar@ntes niveaux de fer libre (Keyer et
Imlay, 1996). Le fer ainsi libéré des ferritinesup&galement participer aux réactions de
peroxydation des membranes cellulaires.

L’anion superoxyde se dismute en formant du perexgithydrogéne ; cette réaction est

fortement accélérée en présence des superoxyaestdses (Fridovich, 1975)

2.3. Peroxyde d’hydrogene

Le peroxyde d’hydrogene ¢B,) qui est formé par dismutation de I'anion supedsest
modérément réactif (Halliwell et Gutteridge, 198bparticipe a la production d'especes trés
réactives comme le radical hydroxyle (QHet son action est plus importante comme
initiateur de la cytotoxicité des radicaux librdstpt qu'en tant qu'espéce réactive (Yu, 1994).
Il peut diffuser et franchir les barrieres membieg Sa concentration intracellulaire est tres
faible, de l'ordre de 0,001 a 0,1 uM (Sies et \iti, 1981). Par contre, dans les
mitochondries et les peroxysomes, sa concentrgigan atteindre des niveaux plus élevés,
entre 0,1 a 1 uM (Boveries et al., 1972). La ré#éticonnue du peroxyde d’hydrogéne a été
impliquée dans les phénoménes de mort cellulairbitfé¢nore et al., 1994; Yoneda et al.,
1995).

Les niveaux de peroxyde d’hydrogene dans le corprain peuvent étre contrélés non
seulement par le catabolisme mais également parégon, il va ainsi étre impliqué dans la
régulation de la fonction rénale et comme un agetibactérien dans les urines (Halliwell et
al., 2000).
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2.4. Radical hydroxyle

Le radical hydroxyle (O résulte de la fission homolytique de la liaisorOQdu peroxyde
d’hydrogéne (Halliwell et Gutteridge, 1984). Il ggbduit par les réactions thermiques, par
les radiations ionisantes ou en présence de métauxansition tel que le fer sous forme

réduite selon la réaction de Fentorvitro :

FE'+ H,0, —> F&+OH +OH

La production du radical hydroxyle vivo a partir d’anion superoxyde et de peroxyde
d’hydrogene est réalisée selon la réaction d’'Halmiss catalysée par des métaux de
transition (fer, cuivre). La premiére étape es@lduction du métal par I'anion superoxyde, la
deuxieme étape fait intervenir le peroxyde d’hyémog par la réaction de Fenton. Le bilan est

le suivant :
0O, +H,0, —» Q+OH +OH

Cette réaction est inhibée par chélation du métastmment par la desferrioxamine dans le
cas du fer lll (Denicola et al., 1993). Dans lestéges biologiques, la biodisponibilité des
ions ferreux limite la réaction, mais le recyclade fer de la forme ferrique a la forme
ferreuse par un agent réducteur peut maintenioansane réaction de Fenton provoquant la
géneération du radical hydroxyle.
Le radical hydroxyle réagit avec diverses moléculedogiques telles que les sucres, les
acides aminés, les phospholipides, les bases d¥N'At les acides organiques (Halliwell et
Gutteridge, 1984). Il existe trois types de réactie ce radical (Willson, 1978) :

- la substitution d’un atome d’hydrogene,

- I'addition : ajout au cercle aromatique de stuues telles que des bases puriques et

pyrimidiques de I'’ADN,
- le transfert d’électron.

La réactivité du radical hydroxyle est importamesity, il réagira immédiatement avec les

molécules biologiques proches de son lieu de foomadt produira des radicaux secondaires

a réactivité variable.

10
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Pour se protéger contre le stress oxydant, lesn@ges possedent des défenses telles que les
superoxydes dismutases (SOD), la catalase (CAT¥)gletathion peroxydases (GPx), les
glutathion S-transférases (GST) (Figure 4) et |égaftothionéines (MT).

0,"

SOD

GS-R R' v

GST H,0,
NADP' 2 GSH
CAT
GPx
NADPH GSSG H0 + 72 Q
v
H,O

Figure 4 : Schéma des défenses antioxydantes inaplida superoxyde dismutase (SOD), la catalase
(CAT), la glutathion peroxydase (GPx), les glutathB-transferases (GST) et la glutathion réductase
(GRd).

3. Protéines de défense contre le stress oxydant

3.1. Superoxydes dismutases

Les superoxyde dismutases (SOD) constituent undléadienzyme du stress oxydant qui
catalysent la premiére étape en convertissantgersyyde en péroxyde d’hydrogene et en
oxygene divalent (Fridovich, 1989).

20, +2H —» HO,+ O,

Leur activité catalytique a été découverte en 1@&9McCord et Fridovich qui avaient isolé
la CuzZn-SOD a partir d'érythrocytes bovins (McCetdFridovich, 1969).
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3.1.1. Caractéristiques et répartition

Les superoxydes dismutases sont des métalloenzgoeed'on peut classer en plusieurs

familles selon le métal contenu dans le site actif

- La Cuzn-SOD, est une enzyme dimérique, de massécnlaire de 32,5 kDa et
contenant un atome de cuivre et un atome de zincqas unité. Elle est présente dans le
cytosol au niveau de la matrice des peroxysomes @& lysosomes, ainsi que dans I'espace
intermembranaire mitochondrial (Beyer et al., 199Qh la retrouve chez les organismes
vivants aquatiques et terrestres vertébrés ettiwess ainsi que chez les plantes

La dismutation des © par la CuZn-SOD se décompose en deux étapes (imdEan

pingpong) (Goldstein et Czapski, 1991).
SOD-C§*+0,” —» SOD-Cl+ O,

SOD-CU + O, + 2H' —» SOD- Cif + H,0,

Le cuivre est successivement réduit et oxydé emepee de ¢. Le site catalytique de la
CuZn-SOD comporte un atome de cuivre, stabiliséqoatre résidus histidine dont l'un sert
de lien entre les deux métaux. Le site est stébfer deux autres histidines et par un résidu
aspartate (Banci et al., 1994). Les radicaux €nt dirigés vers le cuivre grace a une région
électrostatique dont certains acides aminée sa&s ¢onservés (Djinovic et al.,, 1992).
L'activité enzymatique dépend de l'accessibilité alivre aux radicaux, elle peut étre

diminuée en présence de fortes forces ioniqued-(Bitas et Valentine, 1984).

- La Mn-SOD est une enzyme tétramérique de mass$écuaiaire de 80 kDa. Chaque
sous unité contient environ 200 résidus. Elle estgnte chez les archéobactéries, et chez les
eucaryotes au niveau de la matrice mitochondriakis également au niveau membranaire

dans les peroxysome (Dhaunsi et al., 1993).
- La Fe-SOD possede une structure tres proche ke de la Mn-SOD mais sa

distribution est plus restreinte. Elle est retranobez les plantes et les bactéries (Lynch et
Kuramitsu, 2000).
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- La SOD extracellulaire, tétramérique, contientcdivre et du zinc. Son réle serait de
protéger les parois endothéliales vis a vis d€ @ HO, produits par les phagocytes

(Marklund et al., 1982).

3.1.2. Régulation de I'expression

La régulation de la synthése ou de I'expressiola ddn-SOD a surtout été étudiée chez les
mammiféres et les plantes. Le géne de la Mn-SOB&utes un promoteur activable par le
facteur de transcription NF-kB (nuclear factor-kaf). Dans certains types de cellulegOk
agirait comme second messager entre d REmor necrosis factor alpha), IL-I (interleukine
1) ou IL-6 (interleukine 6) et NF-kB, pour l'acthi@n du géne de la Mn-SOD (Ichikawa et al.,
1994; Wan et al., 1994; Yoshioka et al., 1994).

Le gene de la CuZn-SOD a été isolé chez le rastiformé de 5 exons et 4 introns. En amont
du gene se trouvent des sites de liaison pourdeteudrs de transcriptions AP2 (protéine
activatrice-2) (activable par les esters de ph9r@REB (CAMP response element-binding)
(activable par la voie des protéines kinases A} It$eat Shock Factor). Ces sites pourraient
permettre un contréle du niveau d'expression de ggace a des signaux externes tels qu’'un

choc de température ou I'induction d’hormones (Kinal., 1993).

3.2. Catalase

La catalase (CAT) est une hémoprotéine tétraménmmligposseéde un atome de fer par sous
unité, chacune des sous unités est liée a une uwlde NADPH qui stabilise 'enzyme. Sa
masse moléculaire est d’environ 240 kDa chez lemmmigeres (Fita et Rossmann, 1985). Elle

catalyse la réduction du peroxyde d'hydrogéene areean oxygéne moléculaire.

HO, —» HO+%2Q

La CAT est localisée majoritairement dans les pgsomes, organites contenant des enzymes
génératrices de peroxyde d'hydrogene telles qugytmlate oxydase, l'urate oxydase et les

déshydrogénases impliquées dans-txydation des acides gras (Aebi, 1984).

Elle a un réle complémentaire de celui de la ghitet peroxydase sélénium-dépendante

contre la lipoperoxydation induite pas®b.
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La CAT peut eégalement catalyser la détoxicationsdbstrats tels que les alcools et les
phénols dans le cadre de la réaction de réductopeioxyde d’hydrogéne (Akyilmaz et
Dinckaya, 2003).

HO, + R'H, —» R’ + 2HO

3.3. Glutathion peroxydases

Deux types de glutathion peroxydases (GPx) ontidgatifies : la glutathion peroxydase

sélénium dépendante (Se-GPx) et la glutathion pyease sélénium indépendante (non Se-
GPXx). Les activités de ces deux enzymes constitizetivite GPx totale.

Sept classes sont connues : les GPx-1 a 4 somtiwgél@épendantes, les GPx-5 et 7 sont
sélénium indépendantes et la GPx-6 est séléniurend@nte chez 'Homme et sélénium

indépendantes chez la souris. Toutes ces classeggamériques sauf la GPx-4 et la GPx-7.

3.3.1. Classes des GPx

La GPx-1, découverte en 1957 dans les érythrodgems, catalyse la réduction glutathion-
dépendante de peroxydes organiques (ROOH) et iniopges (HO,) (Mills, 1957).

Cette enzyme est une métalloenzyme tétramériqu@0d&Da, dont chaque sous unité
contient, au niveau de son site actif, un atomesdknium sous forme d'un résidu
sélénocystéine (Tappel et al., 1982). L'enzymelasilisée dans le cytosol et la matrice
mitochondriale. Elle est retrouvée dans la pluplad tissus animaux et apparait comme un
systeme protecteur contre le processus de lipopéation endogéne et exogéene.

La GPx-2, décrite en 1993 (Chu et al., 1993) eatedgent tétrameérique et intervient dans le

cytosol. Elle est spécifique du glutathion en tgud substrat réduit.

La GPx-3 est une glutathion peroxydase plasmatigemuverte en 1987 (Takahashi et al.,
1987) et egalement spécifique du glutathion en tpré substrat réduit. Sa fonction est

extracellulaire, le rein est le tissu possédanples hauts niveaux d’ARNm de la GPx-3.
La GPx-4 est un monomere caractérisé en 1982 rigsal., 1982). Partiellement fixée a la

membrane, elle est capable de réduire les hydrepees phospholipidiques et n’est pas

strictement spécifique du glutathion (Roveri et 5#094).
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Figure 5 : Cycle catalytique de la GPx. E-Se-Hlérsdl, E-SeOH : acide sélénique, GSH : glutathion
réduit, E-Se-S-G : adduit sélénosulfide, GSSG tagfion oxydé (Mugesh et al., 2001).
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Les trois classes suivantes sont connues chezamsniiéres :

La GPx-5 fut découverte dans les tissus épididymidel la souris (Ghyselinck et Dufaure,
1990). Elle ne posséde pas une selenocystéineumaisystéine au niveau de son site actif.

La GPx-6 a été identifiée chez 'Homme et le pavmmme étant une Se-GPx possédant des
similarités structurales avec la GPx-4 (Kryukowalet 2003).

La GPx-7 a été découverte dans les fibroblastesyembaires de souris. Elle réduit les

hydroperoxydes phospholipidiques (Utomo et al., 400

3.3.2. Mécanisme catalytique

Les glutathion peroxydases présentent une acewvitymatique antioxydante. Elles protegent
les membranes ainsi que les autres composantdageltu contre le stress oxydant. Ces
enzymes réduisent de nombreux ROS, tels que lexymrod’hydrogéne ou encore divers

hydroperoxydes comme les hydroperoxydes lipidiques.

La réaction catalysée par les GPx peut s’écrire :

2GSH + ROOH—>  GSSG +®GI+ROH

Le site catalytique de I'enzyme comprend un résglénocystéine dans lequel le sélénium
subit un cycle redox impliquant le sélénol (E-Seedirespondant a la forme active qui réduit
les peroxydes d'hydrogene ou des peroxydes orgasidie sélénol est oxydé en acide
sélénique (E-SeOH), qui réagit avec le glutathiéduit (GSH), pour former un adduit

sélénosulfide (E-Se-S-G). Un deuxieme glutathiogénére ensuite la forme active de
I'enzyme en attaquant le E-Se-S-G pour former Ugathion oxydé (GSSG) (Mugesh et al.,
2001) (Figure 5).

3.4. Glutathion réductase

Le glutathion oxydé (GSSG), produit pendant la ofidn des peroxydes, est pris en charge
par la glutathion réductase (GRd) dont I'activist BIADPH-dépendante. La réduction du

GSSG permet de maintenir le glutathion réduit (G&dh niveau constant.
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La GRd est une flavoprotéine dimérique de 100 kDealisée dans le cytosol et les
mitochondries (Meister et Anderson, 1983). Au nivdmactérien elle est contrblée par le
régulonoryR (Harris, 1992), alors que chez les eucaryotespalld étre autorégulée par des

especes redox comme le NADPH (Lopez-Barea et390)1

4. Glutathion S-transférases

Les glutathion S-transférases (GST) sont des emzyladiotransformation de phase Il dont
la fonction est de conjuguer le glutathion rédGg§H, a des composés électrophiles afin de
les rendre plus solubles pour qu’ils puissent @astire excrétés par des enzymes de phase Il
(Ketterer et al., 1983) (Figure 6).

Ces enzymes ont été purifiées pour la premierecinid974 chez le rat (Habig et al., 1974).
Elles sont principalement cytosoliques et compratndeux sous-unités identiques
(homodimérique) ou non-identiques (hétérodimériquadc une masse moléculaire comprise
entre 23 et 27 kDa.

Glu - Cys — Gly
Glutathion : Glu — Cys — Gly |
I GST S
SH E—> |
+ xénobiotique xénobiotique

Figure 6 : Mécanisme de détoxication des glutat&dransférases (GST).

4.1. Classification des GST

Chez les eucaryotes, les GST sont divisés en finoidlles : les GST cytosoliques, kappa et

microsomales.

4.1.1. GST cytosoliques

Les GST cytosoliques sont trouveées de facon ulgijeitchez les organismes aérobies et

correspondent a la sous-famille la plus abond&itez les mammiferes, sept classes de GST
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cytosoliques sont connues : alpha, mu, pi, sigmetai zeta et omega (Armstrong, 1997;
Board et al., 1997; Board et al., 2000; Hayes .e2805; Hayes et McLellan, 1999; Hayes et
Pulford, 1995; Sheehan et al., 2001; Tong et 8P8). D’autres classes de GST cytosoliques
appelées beta, delta, epsilon, lambdda, phi, taluoedbnt été identifiees chez d’autres especes
non-mammaliennes telles que des plantes, des @sselgs bactéries, des champignons ou des
poissons (Ding et al., 2003; Dixon et al., 2002nlsbi et al., 2005a; Konishi et al., 2005b;
Sheehan et al., 2001)

Bien qu'il n'existe pas de criteres clairement l&atoncernant la mesure de similarité des
séquences requises pour le classement des GS3$t géeéeralement admis que les GST
possédant plus de 60% d’homologie appartiennemin@ime classe. La structure N-terminale
de cette région est la mieux conservée et compuardpartie importante du site actif. Cette
région contient une tyrosine (catalyseur essentigl)résidu sérine ou cystéine qui interagit
avec le groupement thiol du GSH (Sheehan et a0120

Chez les vertébrés, deux isoformes de la classat@té décrites (GST P1 et GST P2), et six
pour les classes alpha et mu (Al a A6 et M1 a MBhez les mammiferes, il a été montré
gu’en plus de leur fonction de conjugaison, les @8iitribuent a la défense contre le stress
oxydant. Il a été montré que la classe alpha peésepter une activité enzymatique
peroxydase sélénium indépendante au niveau dinéorein (Zhao et al., 1999). La classe pi
peut intervenir dans la protection des cellulestreole peroxyde d’hydrogéne (Sluis-Cremer
et Dirr, 1995).

La classe theta ne présente que 7 % d’identité Egeclasses alpha, mu et pi (Pemble et
Taylor, 1992) et ne posséde pas le méme résiduntedsau niveau du site calalytique de
'enzyme : la tyrosine est remplacée par une séBoard et al., 1995).

La classe sigma est impliguée dans la synthese rdstaglandines. Une activité
d’isomérisation de la prostaglandine H2 en prostadjhe D2 chez I'hnomme a été identifiee
(Pahl et al., 2007).

La classe zeta a une faible activité catalytiquerpa plupart des substrats des GST. Cette
protéine a également la fonction d'isomérase diewatétoacétate, une enzyme de la voie
catabolique de la tyrosine (Dixon et al., 2000).

La classe omega peut agir comme une transféradealiglutathion-dépendante. En réponse
a un stress oxydant, cette GST est capable dddranses adduits S-thiol d’'une protéine sur
le glutathion, ce transfert étant facilité par i sle fixation du substrat hydrophobe de ces

enzymes (Board et al., 2000).
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~

4.1.2. GST kappa

La classe kappa a été identifice en 1991 cheztl&Vistar (Harris et al., 1991) et a été
reconnue comme une classe distincte de GST en (B396ble et al., 1996). Ces enzymes
sont localisées au niveau des mitochondries epeesxysomes, et présentent des activités de
conjugaison GSH-dépendante ainsi que des actipiedexydasiques. Elles ont donc des

propriétés catalytiques communes aux GST cytosediqu

4.1.3. GST microsomales

Les GST microsomales appartiennent a la superfands MAPEG (protéines associées a la
membrane impliquées dans le métabolisme des eicolemnet du glutathion). Elles sont
moins nombreuses que les cytosoliques et sont neairactérisées (Jakobsson et al., 1999).
Six MAPEG ont été identifiees : la MGST1 (microsdn@ST-1), MGST2, MGST3, la
leukotriene synthase C4 (LTCA4S), la protéine aativia lipoxygenase-5 (FLAP) et la
prostaglandine-E syntase 1 (PGES1).

4.2. Mécanisme catalytique

Deux sites catalytiques ont été mis en évidence pbacune des sous-unités des GST : un
site de liaison au GSH, nommeé site G, et un sitdrdphobe de liaison aux substrats
électrophiles, le site H (Tsuchida et Sato, 1992).

Le site G, commun & toutes les sous-unités des &&ere hautement spécifique. Il présente
guatre feuillet$y sépareés par trois hélicesLe GSH va se lier aux feuillefset interagir avec

la protéine via des interactions électrostatiquetes liaisons hydrogenes. Parmi les enzymes
cytosoliques, la région la plus conservée est fermé@ deux feuillet$ et d’'une hélicen
(BBa), et est impliqguée dans la reconnaissance derteopg-glutamyl du GSH. La différence

la plus importante parmi les sites de fixation dsHGdes différentes classes de GST se trouve
au niveau de l'interaction de la protéine aveculduse du GSH. Par exemple, la classe theta
va utiliser le groupe hydroxyle d’'un résidu sérinealisé pres de I'extrémité N-terminale
pour activer le groupe sulfhydryl impliqué dandigason du GSH (Board et al., 1995). Dans
le cas des classes alpha, mu, pi et sigma, ilrslatg I'hydroxyle d’'un résidu tyrosine (Liu et
al., 1992).
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Le site H est impligué dans la reconnaissance éesbiotiques par la GST et est moins
conservé entre les GST que le site G. Par exergphdte H est constitué de cing héliaes

dans le cas des classes pi et mu, tandis que daeckpha en contient six (Sinning et al.,
1993). Les variations au niveau du site H peuverd éesponsables des différences de

spécificité de substrat entre les différentes esg8Vilce et Parker, 1994).

Le glutathion (GSH) sous sa forme thiolate (Gt le substrat nucléophile des nombreuses
réactions catalysées par les glutathion S-trarsférd_a GST lie le substrat électrophile et le
glutathion au niveau de ses deux sites catalytiGest H) puis elle active le groupement
sufhydryle du GSH, ce dernier pouvant alors attatpieentre électrophile du substrat (R-X)
(Armstrong, 1991). Le composé résultant de cett&ctién est un conjugué thioéther

généralement moins réactif et plus hydrosolublekBt et al., 1993).

E.GS+H + R-X —» E.GSR.X—» E + GSK+

avec E:enzyme
GS: glutathion sous sa forme thiolate

R-X : substrat possédant un centre &phtle

5. Métallothionéines

Les métallothionéines (MT) ont été découvertes @i71par Masgoshes et Vallee lorsqu’ils
ont identifié, a partir du cortex de rein de cheuale protéine fixant le cadmium, responsable
de I'accumulation naturelle de cadmium dans lesitigMargoshes et Vallee, 1957).

En 1961, Kagi et Vallee caractériserent la protéswée par Margoshe et Vallee et la
nommerent « métallothionéine du fait de sa richesse en métaux et en cystémecide
aminé contenant un atome de soufre (Kagi et Vallgél).

En 1964, il a été démontré que la synthese de MTndactible par le cadmium (Piscator,
1964). Depuis, I'inductibilité de la synthése detatiéthionéines a été reconnue pour d'autres
métaux, comme le cuivre (Howard et Nickless, 19T&)mercure (Roesijadi et al., 1982),
'argent (Bray et al., 1983) et le fer (Viarengaaét 1999).

A ce jour, les MT ont été identifiees chez envidd especes d’invertébrés aquatiques

différents, la majorité étant des mollusques etadestaces.
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5.1. Définition

Les métallothionéines sont des protéines non-entzgues, riches en soufre et en métaux et
possédant les propriétés suivantes (Fowler e1@87):

- Faible masse moléculaire (environ 10 kDa)

- 60 a 75 acides aminés

- Forte teneur en cystéine (30% des acides aminés)

- Absence d’acides aminés aromatiques et d’hisidin

- Absence de ponts disulfures

- Forte inductibilité par les métaux

- Localisation cytoplasmique

- Présence de motifs Cys — X — Cys, Cys — X — Xys €& Cys — Cys ou X est un acide

aminé autre que la cystéine

- Présence de complexe métal-thiolate tétraédrique

5.2. Propriétés biochimiques et physiques

5.2.1. Composition en acides aminés

La caractéristique principale des MT est leur foeigeur en cystéines qui correspondent aux
sites de fixation des métaux (Hamza-Chaffai et a000; Sadhu et Gedamu, 1989).

L’alignement multiple des séquences MT d’especssogiénétiquement proches montre que
les positions des cystéines sont tres conservaeaudong de la chaine protéique.

Les MT de mollusques bivalves présentent 71 a itlea@minés (Mackay et al., 1993).

Les séquences protéiques des MT sont dépourvuegl@aaminés aromatiques, ce qui se
traduit par une absorbance tres faible des MT ar280La liaison SH-métal entraine une

absorbance a des longueurs d’onde qui sont fondtiométal associé (Zn : 230 nm, Cd : 250
nm, Cu : 270 nm et Hg : 310 nm) (Amiard et Cos4®97).

5.2.2. Composition en ions métalliques

Les cations métalligues peuvent étre complexéslgmrgroupements thiols des MT. La
fixation des métaux s’effectue selon la valenceidas métalliques. La stabilité de la liaison

avec le cuivre est 100 fois plus élevée que celéx d cadmium, elle-méme 1000 fois plus
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forte que celle avec le zinc. Le mercure et I'atgamt une affinité pour la MT plus grande

encore que le cuivre (Hamza-Chaffai et al., 200@mBro-Isart et Vasak, 2002).

5.2.3. Classification

Le critere retenu pour classer les differentes MT lalignement des séquences Cys-Cys,
Cys-X-Cys et Cys-X-X-Cys, ou X représente un a@dené autre que la cystéine. Il a ainsi
été défini trois classes de MT (K&gi et al., 1984):

- la classe | qui comprend toutes les MT mises \ede@ce chez les vertébrés et
présentant des régions conservées riches en @stein

- la classe Il qui regroupe des protéines préseptasieurs propriétés communes aux
MT mais pas ou trés peu d’homologie de séquence lageMT mammaliennes. Cette classe
inclut en particulier les MT isolées chez la drdsty les oursins, les nématodes, les
champignons et les cyanobactéries ;

- la classe lll qui rassemble des molécules notéoes fixant des métaux grace a
des composés soufrés, construits par répétitidnadenents oligopeptidiques. Ces composés
ne sont pas directement produits par un gene, syatbétisés a partir du glutathion, et n'ont

aucune relation génotypique avec les MT connues.

5.2.4. Structure

Deux domaines globulaires sont a distinguer dansdicule de MT. Le premigr peut fixer

3 ions métalliques par lintermédiaire de 9 cyséindont aucune n’est immédiatement
voisine d'une autre. Le deuxieme permet la fixation de 4 ions métalliques par
lintermédiaire de 11 cystéines, dont certaines s@sociees en doublet Cys-Cys. Les deux
domaines sont repliés autour des métaux directehésnhaux atomes de soufre des cystéines.
lls sont de taille équivalente (1,5 a 2 nm de diamét séparés par un coude lorsque les ions
métalliques sont fixés sur la chaine. Le zinc efd@mium se lient plus fortement au domaine
a qu'au domaines, alors que le cuivre et I'argent présentent uriimitd inverse (Stillman,
1995).
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5.3. Rble des métallothionéines

Leur ubiquité et le caractere hautement conserdatifeur structure suggérent que les MT
jouent un réle essentiel dans des processus pbggiakes fondamentaux.

La fonction premiére des MT est de réguler les eatrations intracellulaires de certains
meétaux essentiels a l'organisme, tels que le c@ite zinc, en les séquestrant afin d'éviter
leur circulation a I'état libre dans les tissudeet fixation sur d'autres protéines vitales. La
fixation covalente des métaux divalents avec lesgements thiols des MT est dynamique
puisque les métaux prisonniers peuvent étre libérigit moment pour I'approvisionnement
de processus métaboliques divers. Par exempleleBanammiferes, les MT comportant du
zinc sont capables d’activer plusieurs enzymes rmgpges du zinc dont l'anhydrase

carbonique, l'aldolase et la phosphatase alcalviage et Miklossy, 1982).

Les MT interviennent également dans la détoxicaties métaux lourds, des agents alkylants
et des espeéces radicalaires (Andrews, 2000). Laredtude sur des lignées cellulaires de
souris transgéniques, les cellules contenant le giu MT sont mieux protégées contre la
toxicité du cadmium et les effets du stress oxydaatcontraire, une sous-expression de MT
a pour effet une sensibilité élevée au cadmium wet eadicaux libres tels que l'ion

superoxyde, I'hydroxyle, et 'oxyde nitrique (Rorodsart et Vasak, 2002).

5.4. Isoformes

Les moules possedent des isoformes monomériqueslMTet dimeériques (MT-20)
(Lemoine et Laulier, 2003). L'étude de 2 isogéneg-M et MT-20 chezMytilus
galloprovincialisa montré que le géne MT-10 joue un réle dans I&éostasie des cations
métalliques et que le géne MT-20 intervient dandéense contre la toxicité des métaux. Le
niveau basique des MT-10 est plus élevé que cekiMiT-20 dont I'induction est dépendante
de la présence de métaux. Le haut niveau d’expresies MT-10 pourrait étre du a la
présence intracellulaire en zinc et cuivre qui somitenus dans les cellules des glandes

digestives a des taux physiologiques relativemiewés (Dondero et al., 2005).
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5.5. Régulation de I'expression

Les genes fonctionnels des MT contiennent troisnex@parés par deux introns situés au
niveau des codons 10 et 32 (Figure 7). Les ségealeeégulation sont situées en amont des

séquences transcrites (Amiard et Cosson, 1997).

Exon 1 Intron 1 Exon 2 Intron 2 Exon 3

Figure 7 : Structure tripartite des génes de naitatnéine.

Les séquences capables de réguler I'activité trgntemnelle des genes de MT sous l'effet
d’'ions métalliques sont appelées MRE (Metal Respenslement : TGCRCNC) (Culotta et
Hamer, 1989; Varshney et al., 1986). Les séquargesatrices des génes de MT contiennent
une région de type TATA box (TATAAAA) et une régide type GC box (GGGGCGGGG)
(Figure 8).

Il existe également une région répondant a la satian par des hormones stéroides appelée
GRE (Glucocorticoid Responsive Element) et uneamgiéepondant aux radicaux libres et
autres agents oxydants appelée ARE (Antioxidanpp&esve Element: TGACNNNGC)
(Jaiswal, 1994; Rushmore et al., 1991). Ces mpgfsnettent une augmentation du taux de
transcription des genes de métallothionéines endeastimulation hormonale ou de stress

oxydant.

GRE MRE MRE ARE MREG@ MRE  TATA

Figure 8 : Organisation des séquences de régultbatisées en amont des génes responsables de la
synthese des métallothionéines. GRE : Glucocodi&#sponsive Element, MRE : Metal Responsive

Element, ARE : Antioxydant Responsive Eleme@(C : GC box, TATA : TATA box.

Les métaux induisent l'initiation de la transcriptides génes de MT par la fixation sur les
motifs MRE d’un facteur de transcription appelé MITKMetal Transcription Factor 1).
MTF-1 est une protéine ubiquiste a doigt de zincegti essentielle a I'expression basale et a

I'expression induite par les métaux des géenes dg€Réiitke et al., 1995).
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Figure 9 : Représentation schématique des modesdutiion du gene MT-1. ARE : Antioxidant
response element, MLTF : Major late transcriptiantér, GRE : Glucocorticoide response element,
MRE : Metal response elements, MTF-1: Zinc-respansianscription factor.
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MTF-1 a une localisation cytoplasmique en condgiown stressantes pour la cellule et est
transféré dans le noyau en cas de stress (Saydam 8001; Smirnova et al., 2000). Une
exposition aux métaux tels que le Cd induit uneéesde phosphorylations de MTF-1 par
lintermédiaire de kinases. Il semblerait que laghorylation soit essentielle pour 'activité
transcriptionnelle de MTF-1 (LaRochelle et al., 2D(Figure 9).

L’induction de la synthése des MT a été obtenues dis cultures cellulairés vivo, par une
grande variété de stress, par des antibiotiquesyiteemines, des agents inflammatoires, des
cytokines (Haq et al., 2003), des promoteurs tumqQrales oncogenes, des facteurs de
croissance et des hormones stéroides (Sadhu em@ed@89). Cependant, I'amplitude de
I'induction est généralement moindre que celle pguée par I'action des métaux tels que le

cadmium, le zinc, le cuivre, le mercure, I'or, §ant, le cobalt et le nickel.

Un modeéle d’induction a présenté le zinc comme tecppal inducteur du niveau
d’expression des genes MT (Roesijadi, 1996). D&sugléments possédant une forte affinité
pour les MT tels que le cadmium, le cuivre, I'argehle mercure, pourraient prendre la place
de zinc sur la métallothionéine (Fraysse et al0620¥ang et al., 2000). Ce déplacement du
zinc, devenant alors libre, permettrait d’initiereunouvelle fois I'expression des MT. Cette
propriété démontre une des fonctions essentielesMIl : 'homéostasie du zinc (Berthet et
al., 2005; Viarengo et al., 1985; Viarengo et Nd®93), qui pourrait alors étre échangé avec
d’autres ligands.

Seul 0,3 % du zinc total présent dans les cellegesié aux MT.

Une étude de l'induction des ARNm de MT chez deges du poisson zebi@anio rerio
exposeées a des concentrations en métaux corresgantiur Clgp 24h a été réalisée. Il a été
montré que le mercure induit fortement la synthdese ARNm de MT avec un niveau
d’induction de l'ordre de 40 a 50, le cadmium prgwe une augmentation de I'induction de
20 fois. Le cuivre et le zinc ont de plus faibléfets avec un niveau d’induction de 5 fois
(Chan et al., 2006).

Chez Dreissena polymorpha@xposée a 5, 10 ou 3@y/L de cuivre, aucune modification
significative du taux de MT n’a été observée. Rantie, le taux de MT augmente rapidement
aprées une exposition a 2 ou @§/L de Cd. L’addition de 5 ou 10gy/L de cuivre ne modifie

pas significativement le taux de MT. Les niveaux M& apparaissent donc comme plus
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influencés par les concentrations d’exposition @ngum que par celles de cuivre (Lecoeur
et al., 2004).

Chez la Dreissene, I'exposition a 0,2 et¢ZL. de cadmium pendant 5, 8, 12, 16, 18, 24, et 28
jours n'a aucun effet sur l'induction de la biosyte des MT. Par contre, elle est observée

chez les organismes exposés gl de cadmium (Tessier et Blais, 1996).

6. Utilisation des genes de détoxication en biomonitoring

6.1. Utilisation des genes de détoxication en tant que biomarqueurs

d’exposition potentiels

Un biomarqueur est un changement biochimique, le@idy physiologique ou
comportemental qui peut étre mesuré dans des tmsdss fluides corporels ou au niveau de
'organisme entier en réponse a un/des polluaot{sd un/des stress naturel(s) (Livingstone,
1993).

Le réle principal des biomarqueurs dans les étutkediomonitoring est de fournir une
réponse précoce a des effets delétéres sur ledmmstbiologiques et d'estimer les effets

biologiques dus a des contaminants (Lam et Gra320

Les activités de la SOD et de la CAT ont montré imgeiction chez des bivalves exposés a
0,5 et 5 pg/L d’Aroclor 1254 pendant 18 jours (Qigplet al., 2004) et chez des moules
provenant de sites pollués en HAP (entre 450 etr@@@ de poids sec) et PCB (entre 490 et
590 ng/g de poids sec) (Rocher et al., 2006).éyaement été observé une augmentation de
I'activité de la SOD chez des invertébrés exposésiant 14 jours a 0,5 et 2,5 pg Cu/L (Geret
et al., 2002b) et pendant 7 jours a 25 pg Cu/L @aio et al.,, 2003), ainsi qu'apres 6
semaines d’exposition a une pollution urbaine (Nascal., 2002). Une augmentation de
I'activité de la CAT a été démontrée en réponsaeiaxposition pendant 14 et 28 jours a des
organochlorines (entre 30 et 40 ng/g de lipidejet PCB (entre 160 et 440 ng/g de lipide)
(De Luca-Abbott et al.,, 2005). Ces deux enzymesébdtproposées comme biomarqueurs
d’exposition dans des programmes de surveillanggea@mementale (Jena et al., ; Jena et al.,
2009; Richardson et al., 2008).

25



ﬁ Synthése bibliographique

Chez différents invertébrés il a été observé umeigtion de l'activité de la GPx apres 28
jours d’exposition & des sédiments contaminés & @6tre 0,01 et 0,74 mg/kg de sédiment)
et en HAP (entre 0,01 et 66,77 mg/kg de sedim&tdyt{n-Diaz et al., 2007; Martin-Diaz et
al., 2008). Une augmentation de l'activité de laTGSété notée chez la trui@ncorhynchus
mykiss20 semaines apres une injection intrapéritonéaldfe mg PCB/kg (Forlin et al.,
1996) ainsi que 48 heures apres une injection dadp®CB/kg (Machala et al., 1998). Une
augmentation de lactivité de la GST a égalemend é@eémontrée chezMytilus
galloprovincialisaprés une intoxication a 200 pg Cd/L pendant vsjgdoarau et al., 2006),
ainsi que chez le poiss@parus aurat jours aprés une injection intrapéritonéale de hg
Aroclor 1254/kg et de 0,2 mg Cuflg (Martinez-Lara et al., 1996). Ces résultatsguent
gue la GPx et la GST peuvent étre utilisés en teouos biomarqueurs lors d’études

environnementales.

Le réle des MT dans la protection de I'organisme lpaséquestration des métaux est bien
établi (Viarengo et al., 1987). La relation quist®ientre I'accumulation dans I'organisme de
polluants métalliques et l'induction des MT, perrdet les utiliser comme biomarqueurs
d’exposition aux métaux lourds (Lionetto et al.020Mourgaud et al., 2002; Petrovic et al.,
2001; Viarengo et al., 1980). L'utilisation des Meh tant que biomarqueur de pollution
métallique environnementale a été proposée chezrgigrganismes incluant vertébrés et
invertébrés : chez la souidus spretugMarques et al., 2008), le poissBoatophagus argus
(Nikpour et al., 2008), le crab@arcinus maenagPedersen et al., 1997), la moMgtilus
edulis(Geffard et al., 2005) et la palourBeditapes decussat(idamza-Chaffai et al., 1999).
L'induction des MT est considérée comme une répopgecoce a l'exposition a des
micropolluants aquatiques, et peut ainsi étre sdéili comme des indicateurs d’exposition
(Livingstone, 1993). Par exemple, l'induction de N&I' a été observée au niveau des
branchies de I'huitr€rassostrea virginicapres 4 jours d’exposition a 50 pg Cd/L (Roesijadi
et Klerks, 1989). Il a été noté une augmentatiorladguantité de MT chez I'amphipode
Echinogammarus echinosetosapres 24 h d’exposition a 100 pg Cd/L (Martinezakt
1996). Une augmentation de la quantité de MT aedgaht été observée chez le phyllopode
Artemiasp. et chez I'écrevisderocambarus clarkiiaprés 12 h d’exposition a 10 mg Cd/L
(Del Ramo et al., 1995; Martinez et al., 1993).
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6.2. Profils d’expression tissulaire de ces genes

Certaines études ont montré que I'induction desnbigueurs chez des bivalves témoins ou
exposes a des contaminants pouvait avoir une sptiissulaire d'expression.

Lors d'une étude réalisée pendant une période ae dhez la moul®erna viridis il a été
demontré que les activités de la CAT et des GST pluis élevées dans la glande digestive
par rapport aux branchies tout au long de I'anR@&e.contre, les activités de la SOD et de la
GPx sont identiques au niveau des deux tissus €varlet al., 2007). Il a également éte
observé des activités identiques de la GPx dagktade digestive et les branchiesRErna
pernatémoins. Les activités de la SOD et des GST sopérieures dans les banchies, au
contraire I'activité de la CAT se révele plus élevélans les glandes digestives (Almeida et
al., 2005).

Une spécificité de tissu a également été décritarr pa GST-pi chez Mytilus
galloprovincialis Le niveau de transcrit le plus élevé a été tralevés les glandes digestives,
puis dans les branchies, et aucun transcrit n'alétécté dans le pied. Apres une exposition
pendant 7 jours a 2Q@ Cd/L et a 10@ug B(a)P /L, le niveau d’expression de la GST-pi est
plus élevé dans les branchies que dans la glaggstoie (Hoarau et al., 2006). Les auteurs
ont émis I'hypothese que les branchies refletemt exposition a court terme puisqu’ils sont
en contact direct avec lI'environnement. Au congraila glande digestive correspond au
principal site d'absorption des xénobiotiques et tmalisation denzymes de
biotransformation (Livingstone et al., 1992).

Il a été observé un niveau de MT significativemphis élevé dans les branchies de la
palourdeRuditapes decussates de la coqu€erastoderma glaucumpar rapport au manteau,
au muscle adducteur et au pied (Ladhar-Chaabouali,e2009). Il a également été noté une
guantité de MT plus importante au niveau des briascieMytilus edulispar rapport a la
glande digestive et au manteau (Lemoine et al.0R00es branchies, étant exposées au
milieu extérieur, sont affectées par les variatiengironnementales telles que la température,
la salinité et I'exposition a des contaminants. @gfane absorbe les métaux et correspond

€galement a un important réservoir pour le stockigemétaux (Smaoui-Damak et al., 2004).
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6.3. Effets de la saison sur les xénobiotiques et|  es défenses antioxydantes

6.3.1. Effets de la saison sur les polluants environmentaux

Le triangle ecotoxicologique (Figure 10) résumeilgsractions entre les niveaux et le type

de polluants chimiques, les organismes vivant aude 'environnement et I'environnement

lui-méme (Sheehan et al., 1995).

Les niveaux de polluants spécifiques trouvés damwifonnement et les tissus d’especes

bioindicatrices

pourraient varier de facon saisermi Certains organismes aquatiques sont

saisonniers au niveau de leur physiologie, de lactisités de détoxication ainsi qu’au niveau

de la quantité de xénobiotiques détectés danssksst(Hellou et al., 1997). Certaines études

portant sur les variations saisonniéres du niveaupdlluants environnementaux sont

résumées dans le tableau 1.

Polluant Concentration Facteur incriminé Référence
HAP Augmentation des dép6ts Niveaux atmosphériques (Dickhut et
en juillet dans la baie de Gustafson, 1995)

HAP et pesticides
dissous

PCB

TBT, DBT

Métaux

Cd, Pb, Cu, Zn

Chesapeake (USA)

Diminution en septembre etRuissellement agricole (Zhou et al., 1996)
janvier par rapport a avril et

juin dans la colonne d'eau

de I'estuaire Humber (UK)

Diminution en automne par Variation saisonniére de la (Huhnerfuss et al.,
rapport au printemps dans matrice lipidique 1995)
les tissus déytilus edulis

Diminution du TBT d'avril  Variation de deébit d'eau et dépot (page, 1995)
a octobre et du DBT de sediments

d’octobre & avril dans les

tissus deMytilus edulis

Augmentation de juina  Ruissellement et salinité, (Pillai et Valsala,
septembre dans les tissus dériations au cours de la moussoqggr)

Sunetta scripta

Augmentation du Cd et du Frai, variation du poids des (Swaileh, 1996)
Pb en hiver, et du Cu et du 0rganismes

Zn en été dans les tissus

d’Arctica islandica

Tableau 1 : Exemples de variations saisonniérepdeentrations de polluants dans

I'environnement et dans les tissus de bivalves
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Les etudes menées sur les polluants suggereneguadteurs géographiques et climatiques
pourraient avoir un effet sur les cycles naturelslolgiques et pourraient modifier
considérablement le niveau des polluants chimideissque les PCB, les HAP et les métaux
(Sheehan et Power, 1999).

6.3.2. Effets de la saison sur les défenses antioxydantes

L'utilisation de ces genes de détoxication en tgoe biomarqueurs lors d'étude de
biomonitoring doit étre réalisée avec précautiders.effet, différents études ont montré que
des facteurs physiologiques et naturels tel queyee saisonnier peuvent causer des
variations de I'expression ou de l'activité desmaqueurs. Certaines études relevées dans la
littérature concernant les variations saisonni@esbiomarqueurs chez les bivalves sont
répertoriées dans le tableau 2. Ces études ontnegat permis de mettre en évidence des
variations de l'activité de la SOD, de la CAT, @eGPx et des GST ch&erna viridisen
fonction de la saison (février, mai, aolt et noveshhb_es activités les plus élevées de la SOD
et de la CAT ont été notées en mai et en novembneieeau de la glande digestive et des
branchies. L’activité la plus forte de la GPx a ét#servée en novembre dans la glande
digestive alors que les activités les plus élewses GST sont notées en février dans les
branchies et en aodt et novembre dans la glandestdig (Verlecar et al., 2008). Chez
Mytilus edulis les activités les plus élevées de la CAT et d83 Gont observées en mai et
pourraient étre corrélées avec une augmentatiola dermation des ROS. En effet, cette
période correspond a une forte activité métaboligabondance alimentaire, croissance,
période de reproduction (Leinio et Lehtonen, 200bp également été démontré que les
activités de la SOD, des GST et de la MT ne vapasten fonction de la saison ciNecella
(Patinigera) magellanicaMalanga et al., 2007) edytilus galloprovincialis (Bocchetti et
Regoli, 2006).

Des variations de la concentration en MT ont éteeolees dans les glandes digestives de
Mytilus edulistransplantés au niveau d’un site pollué par dungaeh, du cuivre et du zinc.
Les concentrations les plus élevées en MT ont @sundées au printemps (Geffard et al.,
2005). Des résultats similaires ont été observéz Chnassostrea gigasu des fluctuations
saisonnieres de la concentration en MT ont été ngunéas aprés une étude menée durant 7
Mois sur un site témoin et un site pollué par dimgam, du cuivre et du zinc (Geffard et al.,

2002). CheaMacoma balthicales concentrations en MT varient significativememtfonction
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de la saison, avec de plus fortes concentratiorsven et de plus faibles en été (Bordin et al.,
1997).

Les défenses antioxydantes peuvent subir des ieasasaisonnieres liées a des facteurs
naturels tels que les modifications climatiqueshielogiques. Il parait donc important de
prendre en compte ces variations dans l'intergotates données de biomonitoring dans le
but de discriminer I'effet d’'un polluant des vaitats saisonnieres sur la réponse des défenses

antioxydantes.

7. Toxicité du cuivre et du cadmium
7.1. Le cuivre

Le cuivre est un oligo-élément essentiel qui faibjet d’'une homéostasie rigoureusement
contrblée. En revanche, en concentration exceggpeait se réveéler toxique.

Du point de vue du transfert dans les réseaux imops des écosystemes, il a été
généralement constaté que s'il existe une bioackation non négligeable de ce métal chez
les organismes aquatiques (Mouneyrac et al., 20Djexiste vraisemblablement pas de
biomagnification dans les chaines alimentaires @kdhet al., 1980). Les manifestations de la

toxicité du cuivre different également en fonctis espéces et des phyla.

7.2. Le cadmium

Le cadmium est un sous-produit de l'industrie chczil est extrait lors de la fusion et de la
purification des concentrés de zinc. Il est commam utilisé dans les alliages, en
galvanisation, dans les pigments, comme stabilisgteur les plastiques a base de PVC, dans
les batteries et pour protéger le fer et I'acietadeorrosion. Bien que l'usage du Cd diminue
au niveau mondial, il reste présent dans de nombaéments (champignons, bl€) et dans
certains fongicides (chlorure de cadmium).

Il ne posséde aucun réle biologique connu et sé&aédre un toxique capable d’affecter un
large spectre de composants cellulaires ciblesitgppblypeptides essentiels tels que le
glutathion, diverses métalloenzymes, ATPases, mamelsrlysosomales...). Il est susceptible
d’interférer avec le métabolisme du calcium du f@ét la similarité de leurs propriétés
physico-chimiques (Verbost et al.,, 1988). Le cadmieast également un mutagéne et un
cancérigene (Hoffman et Niyogi, 1977).
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ﬁ Synthése bibliographique

Ce métal ne semble pas étre régulé chez les éuamsty (Herwig et al., 1989), a I'exception
de certains microorganismes possédant un opéraifigné contrélé par le cadmium. Le

cadmium est doté d’une longue demi-vie biologicerare 20 et 40 ans) (Ringwood, 1993).

7.3. Réponses des organismes aquatiques a une intox ication au cuivre et au

cadmium

Certaines études relevées dans la littérature coackle stress oxydant des bivalves exposés
au cuivre et au cadmium sont répertoriees danabledu 3, avec le rappel des conditions
d’exposition, des especes et des tissus étudiés pdeametres contrlés et des réponses

obtenues.

Le cuivre est un élément trace essentiel, maistiégalement un des métaux lourds les plus
toxiques qui catalyse la formation des ROS viagkction d’Haber-Weiss (Kayali et Tarhan,
2003; Livingstone et al., 1990; Stohs et Bagch@5)9Les mécanismes conduisant a un stress

oxydatif par I'intermédiaire du cadmium sont quargux peu connus.

Lors d’'une étude réalisée sur le crustBaphnia magnail a été noté une augmentation des
activités de la CAT, de la GPx et de la GST aveqgO0Cu/L alors gu'aucun effet n'a été
observé sur l'activité de la SOD. Les résultats et également une augmentation des
activités de la SOD, de la GPx et de la GST, etdiménution de l'activité de la CAT apres
exposition a 5 ug Cd/L (Barata et al., 2005).

Aucune modification de l'activité de la SOD n'a émdtée chez la palourd&apes
philippinarumintoxiquée avec 150 a 450 pug Cd/L. Par contreéiléaobservé une diminution
significative de l'activité de la SOD apres expasita 60 et 110 pg Cu/L (Matozzo et al.,
2001). La diminution de l'activité de la SOD ches lorganimes soumis a une exposition au
cuivre peut étre due a I'oxydation des groupes €8Henzyme par les ROS (Halliwell et
Gutteridge, 1984).

Apres une exposition a 150 pg Cd/L, il a été noie augmentation de l'activité de la CAT et
une diminution de l'activité de la GST chez le gaspodeHexaplex trunculusDe plus, il a

été observé une augmentation des activités desaB&T 100 et 200 pg Cu/L et de la CAT a
partir de 50 pg Cu/L (Roméo et al., 2006). Une aempation de l'activité des GST a
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egalement était observée apres intoxication a 1g3Qd/L chez le gastéropodeucella
lapillus, et une diminution a été rapportée aprés exposdi®.044 mg Cu/L (Cunha et al.,
2007). Différentes hypotheses ont été émises papiigeier la diminution de l'activité des
GST : soit par I'action directe du métal sur I'en®y; soit indirectement par la production de
ROS qui interagissent avec I'enzyme ou par la digpl@u substrat des GST : le glutathion
(GSH).

L’accumulation des métaux dans les cellules peuserala diminution de la disponibilité des
GSH par leur liaison avec les métaux et par oxgpdafCanesi et al., 1999). Il a été proposé
gue les GSH sont capables de chélater les métpideraent apres leur entrée dans la cellule,

avant qu'ils ne soient compléxés aux MT (Freedntal.£1989).

L’augmentation de la synthése de MT est associée kavcapacité des MT a lier les métaux
et a protéger les cellules contre la toxicité desaonx (Roesijadi, 1994). Une induction des
MT aprés exposition au cadmium et une absenceed’affres exposition au cuivre ont été
observées chez le bivalleyganodon grandigWang et al., 1999), la palourdRuditapes
decussatugHamza-Chaffai et al., 2000) et le homadéphrops norvegicugCanli et al.,
1997). Il a également été établi que les MT étaiedtites chez le crab€ancer pagurus
aprés exposition au cadmium (Overnell et TrewhdR79). Une exposition a 3 ug Cd/L
provoque une augmentation de la concentration ercMeE le crab€arcinus maenagsalors
gu'une exposition a 15 pg Cu/L n‘augmente que fadlslement la concentration en MT
(Martin-Diaz et al., 2005). Le cuivre a déja étéénoomme un mauvais inducteur de la
guantité de MT chez cet organisme lors d’'une préctedétude (Pedersen et al., 1998). Apres
intoxication deCarcinus maenasu mélange Cu + Cd, la quantité de MT mesuréeegtav
plus faible que celle mesurée lors d’'une intoxaatavec les métaux séparés. Ce réesultat
pourrait étre d a un effet antagoniste engendrdagarésence du cuivre (Martin-Diaz et al.,
2005).

Par contre, une induction significative des MT @ @bservée aprés 7 jours d’exposition a 80
g Cu/L chez I'huitr€€rassostrea virginicgRingwood et al., 1998).

Il est possible que le cuivre induise plus de M€ tpquantité mesurée. En effet, une grande
guantité de MT induite par le cuivre est présenteni@eau des fractions insolubles du foie
chez le chien (Lerch et al.,, 1985) et des glandegestives de la mouleMytilus
galloprovincialis (Viarengo et al., 1989). De plus, lors d'une étudeain réalisée sur
Carcinus maenagxposé a du cuivre, il a été observé qu'avec wgmantation de la

contamination en cuivre, le pourcentage dereusoluble diminuait, ce qui indique que le
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cuivre est piégé sous forme de granules insoludlesiveau de la glande digestive et des

branchies (Pedersen et al., 1997).

8. ldentification de séquences codantes

La mesure de I'expression des ARNm nécessite [ifiestion de la séquence codante du
gene a étudier. Des amorces spécifiques pourrosit@ire choisies pour réaliser les PCR.

La PCR est une technique de biologie moléculairgenau point en 1983 par Karry Mullis
(Saiki et al., 1985), permettant d'amplifier sp@ciement une région d’ADN de plusieurs
centaines ou milliers de paires de bases.

La RT-PCR, application de la PCR aux ARN, est uéthade qui permet d’étudier le niveau
d’expression d’'un géne. La manipulation et I'étulds ARN étant difficile a cause de leur
grande sensibilité aux ribonucléases qui les dsdnij la transcription-inverse va permettre de
copier la séquence en ADNc plus stable. Une matfiB®N est nécessaire puisque la Taq
polymerase (ADN polymerase thermostable) amplifigjuement 'ADN.

8.1. Principe de la PCR

Chaque cycle de PCR est constitué de 3 étapes¢Fld :

- la dénaturation : les deux brins complémentaltA®N sont maintenus appariés par
des liaisons hydrogenes établies entre les basétpk de dénaturation correspond a la
rupture de ces liaisons a haute température (94¥3)deux brins d’ADN sont alors séparés ;

- I'nybridation des amorces complémentaires desx dextrémités de la région a
amplifier : en se placant en condition de renatomatde 'ADN par une diminution
progressive de la température, les amorces vienséntbrider sur leurs séquences

complémentaires ;

- I'élongation a 72°C, qui permet de synthétiserbuim complémentaire a partir des

amorces hybridées grace a l'activité de la Tagmpétgse et I'incorporation des quatre dNTP.
8.2. Parametres de la PCR

La spécificité de la PCR est définie par la stébitiu complexe d’hybridation entre I'amorce

et la séquence d’ADN cible. Cette stabilité esctmm de différents parametres :
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Figure 12 : Choix des amorces dégénérées par algmede séquences
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- la séquence des amorces : la formation de stegtsecondaires (repliement de

I'amorce sur elle-méme) et I'appariement des ansecdre elles doivent étre évités ;
- la longueur des amorces : elle est généralenmenpiise entre 18 et 30 nucléotides ;

- la température d’hybridation : elle dépend deldagueur et de la séquence des
amorces. Cette température est fonction du Tm imgelemperature) de I'amorce c'est-a-dire
de la température a laquelle la moitié des amasoas hybridées. Une valeur approximative
du Tm peut étre obtenue par une formule simpli@ant compte de la composition en bases:

Tm (°C) = 4(G+C) + 2(A+T)

- la concentration des réactifs : celle du magmasapporté sous forme de MgCl
L'ion Mg®" est un cofacteur essentiel de la Taq polymérasecation bivalent interagit
également avec les charges négatives de la chaiizZNd limitant ainsi les forces de
répulsion entre les amorces et la matrice ADN ebrigant la stabilité de I'hnybridation. Plus
sa concentration est importante, plus I'hybridagenfacilitée qu’elle soit spécifique ou non.
Une trop forte concentration peut alors conduibm@ augmentation des signaux aspécifiques.
La solution tampon Tris HCI et KCI maintient un @t une concentration saline optimale
pour le fonctionnement de I'enzyme. De plus, I'khest capable d'interagir avec les charges
négatives de 'ADN de la méme maniére qué™Myarzul, 1993).

8.3. Choix et utilisation d'amorces dégénérées

Afin d’identifier les séquences de MT, CAT et SOlez des bivalves d’eau douce, des PCR
avec amorces degeneérées ont éte réalisées.

La recherche de nouvelles séquences codantes fmagsd’abord par la comparaison de
séquences nucléotidiques de MT, CAT et SOD de mglias présentes dans GenBank, afin

d’identifier les régions les mieux conservées atezorganismes (Figure 12).

Les amorces dégénérées utilisées pour réalisdRTeBCR sont choisies dans ces régions
conservées. Les amorces dégénérées sont un mélamgerces correspondant a toutes les
séquences possibles. Ce sont des amorces donuyiasieurs positions doivent inclure un

meélange de nucléotides en accord avec le code IUB.
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Figure 13 : Etapes de la RACE-PCR.
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L'utilisation d’amorces dégénérées ne permet pas déterminer une température
d’hybridation précise puisque ces amorces sont oségs d'amorces différentes avec
difféerents Tm. Une concentration en MgCbptimale, permettant de minimiser les
hybridations non spécifiques amorce/ADN cible ebese/amorce, doit étre établie.

Seule une faible proportion des amorces dégéné&a@esspond a la séquence recherchée,
I'efficacité de I'amplification est donc diminuégne possibilité pour accroitre I'efficacité de
la PCR est d’augmenter la concentration d’amoreec d’'inconvénient de favoriser en
parallele la formation de produits non spécifiquBsverses conditions d’amplification

doivent donc étre testées.

8.4. ldentification d’'une séquence codante compléte par RACE-PCR

Cette technique amplifie un ADNc issu d’'un ARNm rentine localisation de séquence
connue et I'extrémité inconnue 3’ (3'-RACE) ou 5’-RACE) (Figure 13) (Frohman et al.,
1988).

Dans la technique 3'-RACE, la queue poly(A) d’'un MR représente une séquence simple
pour une amorce de PCR. L'ARNm est transformé emM&Par la transcriptase inverse en
utilisant une amorce oligo(dT) a laquelle est ajouhe séquence connue notée « anchor ».
L’ADNc est ensuite amplifié par PCR en utilisanteuamorce anchor ainsi qu’'une amorce
spécifiqgue Forward. Si la quantité d’amplimereseabe est insuffisante, une seconde PCR
est réalisée.

Dans la technique 5-RACE, plusieurs techniquestert selon le kit utilisé. Dans tous les
cas, une transcription inverse est réalisée aveauororce oligo(dT). Notre méthode utilise la
terminale transférase qui ajoute des désoxyrib@amticles (ANTP) au niveau de I'extrémité 3’
d’'une molécule d’ADN. Une queue poly(C) est ajout@e3’ de I'’ADNc purifié. Une amorce
oligo(dG)-Anchor va se fixer au niveau de I'extrénb’ de la queue poly(C) de 'ADNc.
L’ADNCc est ensuite amplifié par PCR en utilisanewamorce oligo(dG)-Anchor ainsi qu’une

amorce spécifique Reverse.
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9. PCR en temps réel

9.1. Principe

La PCR en temps réel est basée sur la détectiagetantification d’'un composé fluorescent
dont I'émission est directement proportionnell@ &uantité d’amplimeres générés pendant la
réaction de PCR. Russel Higuchi fut 'un des premé faire I'analyse des cinétiques de la
PCR en élaborant un systeme qui détectait le pratbuila PCR au fur et a mesure qu'il
s’accumulait. Ce systeme en «temps réel » utiligaibromure d’éthidium comme agent
intercalant dans chacune des réactions d’ampiificaét un thermocycleur modifié pour
stimuler I'émission des échantillons par rayonnetsasV. L’émission de la fluorescence
était détectée a l'aide d’une caméra CCD (charggled device). Une augmentation de
I'émission de la fluorescence était observée lardgubromure d’éthidium se fixait a ’ADN

double brin produit au cours de I'amplification @dchi et al., 1992).

Au début de la réaction PCR, la concentration destifs choisie permet d’éviter que la
renaturation des amplicons n’entre en compétitiecd’hybridation des amorces (primers).
L’amplification est alors réalisée a un taux expuie a l'aide d'une ADN polymérase
thermostable. Aprés la phase exponentielle, latickad’amplification entre dans une phase
linéaire ou le taux d’amplification devient extrément variable, méme au niveau de replicats
d’'un méme échantillon, a cause d’'une compétitiotieeta renaturation des amplicons et
I'hybridation des amorces. Suit ensuite une phdetegu ou le taux d’amplification décroit a
pres de zéro, générant tres peu d’amplicons.

Afin de recueillir des données quantitatives avexrigion, chacun des échantillons doit étre
analysé dans sa phase exponentielle d’amplificafiorest la phase la plus reproductible de la
réaction de PCR. La PCR en temps réel fait dostil de la fluorescence émise pendant la
réaction avec un indicateur de la production degliaons durant chaque cycle, a I'opposé de
la PCR conventionnelle ou les amplicons ne sorgatié$ qu’a la fin du processus.
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~

9.2. Détection des amplicons grace aux agents seli  ant a ’'ADN double brin

Les molécules qui se lient a 'ADN double brin penv étre divisées en deux classes: les
agents intercalants comme le bromure d’éthidiumggehi et al., 1992), le YO-PRO-1
(Ishiguro et al., 1995), le SYBR Green | (Morrisenal., 1998) et les agents se fixant au
sillon mineur (minor groove binders) comme le Hbes$c33258 (Searle et Embrey, 1990).
Leur fluorescence augmente lorsque qu’ils sontdidADN double brin. Pour étre utilisés
dans une réaction de PCR en temps reéel, ces adeivient augmenter leur fluorescence
lorsqu’ils sont liés a 'ADN double brin et ne pashiber la réaction de PCR. Lors de la
réaction d’amplification par PCR, le colorant libea solution émet peu de fluorescence.
Durant I'étape d’élongation, une augmentation difularescence est associée a la quantité de

colorant se fixant a ’ADN double brin naissantgiiie 14).

.
I a
5

[ E e
3 5
C S
D E— 3 el 5
AN
5 3
Fluorochrome stimu === Amorce
Fluorochromenonstimulé libre [T-T ADN double brin cibl

Figure 14 : Etapes de la PCR en temps regl.D€naturation: le SYBR Green | est libre, la
fluorescence est faibleb) Hybridation des amorces et production des ampésjéla fluorescence
augmented) Elongation : le SYBR Green | se lie a I’'ADN doaldrin produit, forte augmentation de
la fluorescence.

L’augmentation du signal de fluorescence en tenge$ est observée pendant I'étape de
polymérisation et I'émission fluorescente décraitstiue 'ADN est dénaturé a I'étape

suivante. L’émission de fluorescence est donandéesa la fin de chaque étape d’élongation
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pour chacun des cycles par un systeme de lecttégréina I'appareil de PCR en temps réel
qui permet de suivre 'augmentation de la quanti®®®N amplifié durant la réaction (Bustin,
2000).

La technologie basée sur le SYBR Green | (Figupengsnhécessite aucune sonde fluorescente
mais sa spécificité repose entierement sur sescas@Bustin, 2000). Elle ne requiert donc
aucune expertise particuliére pour le choix deslssiluorescentes et n'est pas affectée par
des mutations dans I'ADN cible qui influenceraidiybridation des sondes spécifiques

(Mackay et al., 2002).

PN

Figure 15 : Formule du colorant cyanine asymétrig@¥BR Green I.

9.3. Cycle seuil (threshold cycle)

Les valeurs de fluorescence sont enregistrées ars ae chaque cycle et représentent la
guantité d’ampliméres produits en un point prée@adla réaction. Plus il y a de matrices a
amplifier au départ de la réaction PCR, moins lemlm@® de cycle requis sera élevé pour
atteindre un point ou le signal d’émission de fasmence sera statistiquement et
significativement plus élevé que le bruit de fo@ibson et al., 1992). Ce point est défini

comme étant le cycle seuil (Ct) et apparaitra tgjcau début de la phase exponentielle
d’'amplification (Figure 16). Par conséquent, la mjifcation n'est pas affectée par

I'épuisement d’'un des réactifs comme lors de lasphalateau ce qui explique pourquoi le

systeme en temps réel est si reproductible.
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9.4. Avantages de la PCR en temps réél

La PCR en temps réel est dotée de multiples avasitag

- I'absence de manipulation en post-PCR permetédiiire considérablement les
risques de contamination par les produits amplifiés

- 'amplification est rapide,

- différentes caractéristiques ont permis d’augmelat sensibilité de la PCR en temps
réel : les variations de température pour les wifftes étapes d’'un cycle sont rapides ; les
incubations a chaque température sont trés coseates pour autant modifier le rendement de
'amplification ni la spécificité de la réactiorles réactions sont effectuées dans des petits

volumes (10 a 20 uL) ce qui favorise les echatigesniques rapides.

9.5. Calcul de I'expression transcriptionnelle rela  tive

L’expression transcriptionnelle relative est cadeub partir de la méthode did”*?' (Livak et

Schmittgen, 2001gn prenant en compte I'efficacité de la PCR.

L’efficacité (E) de la PCR est estimée grace a cm@be standart basée sur une gamme de
dilutions d’ADNCc (par exemple entre 1:10 et 1:1@Ryutledge et Cote, 2003) :

E=(103-1

avec a: pente de la droite Ct en fonctiotaduantité d’ADNc (Figure 17).

Chaque cycle produit une augmentation du nombrendkcules d’amplimeres @)l en
fonction de I'efficacité d’amplification : une effacité de 100 % produit un doublement du
nombre de molécules d’amplimeéres.

L’équation de base décrivant 'amplification ddPI@&R est donc :
Nc = No.(E + 1f

avec c:nombre de cycle de la PCR
N : nombre de molécules d’ampliméres

N : nombre initial de molécules cibles.

La quantité d’amplimeres,Nprésente apres chaque cycle est dépendantg di@UN:

No = Nc/ (E + 1f
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La quantification de i et donc de B peut étre calculée si I'efficacité de la PCRagstnue.
Un progrés majeur pour la PCR quantitative estlisation de la fluorescence pour mesurer
'accumulation en amplicons (Higuchi et al.,, 19%ang et al., 2000). Basée sur cette
technique une méthode a été développée pour fienfdi détermination de N: les réactions
individuelles d’amplification sont comparées au eadu d'un point ou leur quantité
d’amplimére d’ADN est identique (Higuchi et al.,9a3). Ceci est réalisé en sélectionnant un
seuil de fluorescence (Ft) a partir duquel le cydail (Ct) est calculé. Le Ct défini le point
théorique pour lequel chaque réaction d’amplifmatatteind le seuil de fluorescence, qui

correspond au début de la phase exponentiellegdalsi

De par cette méthode de seui; devient une constante, ce qui donne I'équation :
No = Nt/ (E + 1f*

avec Ct: cycle seuil

Nt : nombre de molécules d’'amplimeneseuil de fluorescence (Figure 18).

Fluorescence

Ligne seuil

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Nombre de cycles

Figure 18 : Détermination du cycle seuil (Ct) etrthmbre de molécules d’ampliméres au seuil de
fluorescence (Nt).
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La quantité relative (R) de molécules cibles ekiutée par rapport a un gene de référence, la

B-actine par exemple :
R =N, (cible) / Ny (act)

avec  N(cible) : nombre initial de molécules d’ARNm cible

N (act) : nombre initial de molécules d’ARNm deBlactine.

L’expression transcriptionnelle relative (E) du géible d’'un échantillon est calculée grace a
la quantité relative d’ARNmM du geéne cible chez Iéwtillon et par rapport a la quantité

relative dARNm du géne cible chez un témoin :
E = Réch/ Rigmoin avec :

R scn= [No(cible)] scn/ [No(act)] scn
R témoin= [NO(Cible)] témoin/ [NO(aCt)] témoin
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1. Purification des acides nucléiques et synthése des ADNc

1.1. Prélevement des tissus

Les glandes digestives et les branchies des bwauadiés ont été prélevées puis placées
dans une solution dénaturante de protéine : duigiuamisothiocyanate (GATC) a 4M.

Les tissus ont ensuite été conservés a -196°C adlafiazote liquide dans le but d'éviter la
dégradation des ARN.

1.2. Purification de 'ADN génomique (ADNg) et des  ARN totaux

L’extraction de ’'ADNg et des ARN totaux est divesén quatre étapes :

lyse des tissus

fixation des acides nucléiques sur la membrana delbnne

lavages

élution des acides nucléiques

L’ADNg est extrait a partir de 25 mg de tissus (gla digestive et branchies) grace au kit
DNeasy (Qiagen, MD, USA) (Figure 19).

Les ARN totaux sont extraits a partir de 30 mgigeus (glande digestive et branchies) grace
au kit RNeasy (Qiagen, MD, USA) (Figure 20).

L'intégrité de 'ADNg et des ARN totaux extraitstegerifiée par électrophorése sur gel

d'agarose a 1,5 % dans du tampon TAE (Tris 40 ndilieeacétique 1 mM, EDTA 40 mM).

1.3. Transcription-inverse

La transcription-inverse est effectuée syrgld’ARN totaux grace au kit Revert Aid MuLV
RT (Fermentas Life Sciences). La réaction estséala 42°C pendant 30 min avec 10 mM de
Tris-HCI, 50 mM de KCI, 5 mM de Mggl1 mM de dNTP, 2,5 uM d’oligodT primer, 2,5
U/uL de Revert Aid MuLV RT et 1U/uL de Ribolock R&&lnhibitor.
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N

Fixation de 'ADNg
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>

180pL de tampon de lyse 1
25 mg de tissu

4

5

20 uL de protéinase K
Vortexer

Incuber & 56°C jusqu’a ce que les tissus soieBslys
Vortexer pendant I'incubation
Vortexer pendant 15 s

— =

>

200pL de tampon de lyse 2
Vortexer

4

5 -

200pL d’'éthanol 96%
Vortexer

4

¢ Pipeter la suspension avec le précipité et démsda colonne

Centrifuger 1 min a 6000 g
Jeter le liquide collecté et le tube collecteur

«— 08

Placer la colonne sur un nouveau tube colle

>

500pL de tampon de lavage 1

Centrifuger 1 min a 6000 g
Jeter le liquide collecté et le tube collecteur

«— 13

>

Placer la colonne sur un nceau tube collecte
500pL de tampon de lavage 2

Centrifuger 3 min & 20 000 g
Jeter le liquide collecté et le tube collecteur

«— 1A

Placer la colonne sur un nouveau tube colle

>

200pL de tampon d’élution
Incuber 1 min
Centrifuger 1 min & 6000 g

|

Figure 19 : Etapes de I'extraction de 'ADN génouneca partir dkit DNeasy (Qiagen).



600pL de Lysis Solution
50 mg de tissu

( }
|

Broyer et homogénéiser
Broyage et <

lyse des tissus . o
y 4 Centrifuger 3 min & 12 000 g

@ Transférer le surnageant dans un tube 1,5 mL

] l Ajouter 600puL d’éthanol 70% pour laver le lysat
@ 700pL

\
/
Fixation des ARN ¢
sur la membrane < %
_ ¢ Centrifuger 15 s a 10 000 g
Jeter le liquide collecté
[ N
% 700uL de Membrane Wash Solution (MWS)
Centrifuger 15 s a 10 000 g
Lavages < ¢ Jeter le liquide collecté et le tube collecteur
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500pL de tampon MWS et centrifuger 2 min & 10 000 g
Jeter le liquide collecté et le tube collecteur
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/

Centrifuger pendant 1 min a 12 000 g

M

Elution des ARN < 50 L d’eau RNase-free
Centrifuger 1 min & 10 000 g : récupérer 'ARN

Figure 20 : Etapes de I'extraction des ARN totayagir dukit RNeasy (Qiagen).



Amorces Séquences (5" - 3)

MT.F1d ATGHSBRRHCAWTGHRAHTRC
MT.F2d DTTGARRSHVRHRHNTGY
MT.R1d TGYAMATGTSMHHVHRRHT
MT.R2d TGYGGHDDDVRHTGYACDGG
SOD.F4d AATGGWGGDGGWCATWTBAAN
SOD.F5d CARGGMTCMGGMTGGRGMTGGN
SOD.R4d TGYTCCCARACRTCWATHCCN
SOD.R5d ARWGGRTCYTGRTTRGCACAN
CAT.F5d CACCAGGTSTCBTTCCTSTTCN
CAT.F6d ATGAAYGGHTAYGGHWSBCAN
CAT.R5d TCDGCYTSYTCVDRBGTCATN
CAT.R6d CCABGADGGGWADTTBCCN

M: A/IC; R: AIG;S:G/C; W:A/T;Y:C/T;B:C/T; D: AIGIT;

H: A/ICIT ; V: AICIG

Tableau 4 : Séquences des amorces dégénéréesdf¢Ryat reverse (R) utilisées pour les RT-PCR

Amorces Séquences (5" — 3)

MT.CF1 GATCGAAAATGAGTGACCCATG
MT.CF2 CTACAACTGGTACGTGCAAG
MT.CF3 CTGAAGACTGCACTGCGGA
MT.CR2 TCACTTGCAAGAACAGTCGCTCT
MT.CR3 CGCATGAAYCSGAACACTTG
MT.CR4 ACGACTTTACATCCGGGACA
MT.UF1 CCACCGAAGATGTCTGACCCAT
MT.UF2 GGAGAATGTAAATGTTCAGGTG
MT.UF3 TTGTACAGGGGACTGCAGATG
MT.UR2 TCATTTGCATGAACATCCAGA
MT.URS3 CAAGAACTTGAGCACTTGCAG
MT.UR4 CTTTACATCCAGGACACTTGC
MT.DF ACCTGACTTTACGCATTCAAC
MT.DR AACTGTGTGACACCATCCCA
MT.DF2 CGTTGCGCCGATGGGAGCTGCA
MT.DR2 CAACAGTTGGGTTTGCTGCACT
SOD.CF1 TTCAATGGTGGTGGTCATAT
SOD.CF2 ACTCAATATTCTGGGAGGTT
SOD.CR1 TTACTGTAGGTAGTAAGCGTGC
SOD.CR2 CATCTATACCGAACAGGGGAAC
CAT.CF1 TCTGACCGTGGAACCCCTGA
CAT.CR2 TTCCATCTGAACTTCTCAGCTT
GPx.CF030 CAAACGTGGCCACGTACTGA
GPx.CR30 GAACAGGGCATACAGACTTGA
GST.CF2 ATGACTTCATCAAGAGTTTACCAG
GST.CR2 GCATGTTCTTGAACTCTTCTGA
ACT.F GGAYGAYATGGAGAARATCTGG
ACT.R CCTGYTTGCTGAYCCACATCTG
Anchor TGCATTGTCCATGGCTTCCGAAG

Oligo(dT)-Anchor
Oligo(dG)-Anchor

TGCATTGTCCATGGCTTCCGAAG(T)15V
TGCATTGTCCATGGCTTCCGAAG(G)15H

Tableau 5 : Séquences des amorces forward (Fyetse(R) utilisées pour les RT-PCR et RACE-PCR



MT Corbicula fluminea Unio tumidus
Durée Température Durée Température
Dénaturation initiale 2 min 94°C 2 min 94°C
Amplification 40 cycles
Deénaturation 30s 94°C 30s 94°C
— . 45, 50, 55 ou . 30, 35, 40, 45,
Hybridation 1 min 60°C 1 min 50, 55 ou 60°C
Elongation 30 s ou 1 min 72°C 30 s ou 1 min 72°C
Elongation finale 2 min 72°C 2 min 72°C

Tableau 6 : Conditions testées pour amplifier |[&N& de MT deCorbicula flumineast Unio tumidus
par RT-PCR.

Unio tumidus
SOD et CAT 10 fmicu
Durée Température
Dénaturation initiale 2 min 94°C
Amplification 40 cycles
Dénaturation 30 sou1lmin 94°C
_— . 30, 35, 40, 45,
Hybridation 1 ou2min 50, 55 ou 60°C
Elongation 30 S ou 1 min 72°C
Elongation finale 2 min 72°C

Tableau 7 : Conditions testées pour amplifier IE8N& de SOD et CAT dJnio tumiduspar RT-PCR.
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2. ldentification de séquences codantes

2.1. Choix des amorces

Le logiciel MultAlin (Multiple sequence alignmengst un logiciel d’alignement multiple de
séquences nucléiques (http://bioinfo.genotoul.fitalim/multalin.html) (Corpet, 1988). I
permet de réaliser des alignements multiples dees@®s nucléiques et de mettre en évidence
les zones conservées au sein des séquences pourldeéfamorces de PCR.

Les amorces dégénérées de MT, CAT et SOD sontiebodans les régions codantes
conservées des six mollusques suivanBreissena polymorpha, Megathura crenulata,
Mytilus edulis, Perna viridis, Crassostrea angulatd egillarca granosgTableau 4)

Les amorces spécifiques ont été choisies graces@mxences disponibles dans la banque de

données GenBank (Tableau 5). Les amorces sorgééalpar Invitrogen (Carlsbad, USA).

2.2. PCR avec amorces dégénérées

Les PCR sont réalisées sur 100 ng d’ADNCc et differenilieux réactionnels sont testeés :
- 10 mM de Tris-HCl,
- 50 mM de KCl,
-1,1,50u 2 mM de Mgg|
- 200uM de chaque dNTP,
- 1 ou 2uM de chaque amorce dégénérée,

- 0,025 U/pL de Taqg DNA Polymerase (Fermentas &ifeences).

Les difféerents parametres d’amplification testésirplidentification d’amplimeres de MT
chezCorbicula flumineaet Unio tumidus ainsi que les paramétres d’amplification tests p
l'identification d’ampliméres de SOD et de CAT chénmio tumidussont présentés dans les

tableaux 6 et 7.

2.3. Extraction de fragments d’ADN de gels d’agaros e et clonage

Les fragments d’ADN séparés par électrophoreseesdraits du gel d’agarose en utilisant le
kit d’extraction WIZARD SV Gel and PCR clean upteys (PROMEGA) (Figure 21). Ce kit
permet de purifier des ampliméres de taille congpeatre 100 pb et 10 kb. L’ADN est

ensuite élué des colonnes pan&0d’'eau ultrapure et stocké a -20°C.
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Jeter le liquide collecté et le tube collecteur
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Placer la colonne sur un nouveau tube collecteur

700 pL de Membrane Wash Solution
contenant de I'éthanol 70 %
Centrifuger 1 min & 10 000g

Jeter le liquide collecté

500 pL de Membrane Wash Solution
Centrifuger 5 min & 10 000g
Jeter le liquide collecté et le tube collecteur

—ESTS

Placer la colonne sur un nouveau tube collecteur

§<—

50pL d’eau RNase-free
Centrifuger 1 min & 10 000 g : récupérer 'ADN

04

Figure 21 : Etapes de la purification des prodRi&R a partir dkit Wizard SV Gel and PCR Clean-up

System (Promega).
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Le plasmide pGEM-T Easy est utilisé pour cloner fiegments d’ADN (Figure 22). Le
milieu réactionnel est composé de 6 mM Tris-HCI (pH), 6 mM MgC4, 5 mM NacCl, 0,1
mM ATP, 2 mM dithiothréitol, 25 ng de vecteur limeapGEM-T, 3 unités de T4 DNA ligase

et 3 UL de produit PCR purifié. Le milieu est hor@ongisé et incubé une nuit a 4°C.

Xmn 11894\~ e [ Xmn 11994 o~ e T
o L Nae | o L liae |
Scal 1875 ~ ~ 2695 Scal 1875 il ™ die
/ f1 N / i O”\
y, /

[/ g 1 Insert [N [/ 7

A\
T mm wl - e el

\ i . '. I:[
|\ (3003bp) i T4 DNA ligase . (3003bp) I
¢ ' Tampon de ligation & ~-

Figure 22 : Etapes de ligation de l'insert au vectie transformation bactérienne.

2.4. Transformation et sélection des bactéries

2.4.1. Préparation de bactéries compétentes

= La souche dEscherichia coliJM109) est mise en culture sur milieu Luria Br(tB)
solide a 50 pg/mL de streptomycine durant une nuit.

= Une préculture de la souche est réalisée dans @emhilieu LB liquide a 50 pg/mL
de streptomycine.

= 200 mL de milieu LB sont ensemencés au 1/100 agudculture et incubé a 37°C
sous agitation. Lorsque I'absorbance a 600 nm =®7A la croissance bactérienne est
bloquée dans la glace pendant 15 minutes. La eudtsirtransférée dans des récipients
de centrifugation refroidis.

= Centrifugation a 4000 g pendant 15 minutes a 4°%Ccllot est mis en suspension
dans 25 mL de Cagglacé a 100 mM.

»= Incubation 1 heure dans la glace puis centrifugaéicd000 g pendant 15 minutes a
4°C. Le surnageant est mis en suspension dans 2lenCaCj a 100 mM-14 %
glycérol glacé.

= Les tubes sont aliquotés et conservés a -80°C.
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2.4.2. Transformation des bactéries

Trois uL de réaction de ligation sont ajoutés a 1d0 de bactéries compétentes. Une
incubation de 30 minutes sur la glace est réalisée cellules bactériennes subissent un choc
thermique a 42°C pendant 1 minute avant d'étre idiatément replacées sur la glace
pendant 2 minutes. A ce milieu réactionnel sonut@® 800uL de milieu LB et une
incubation de 1 heure a 37°C sous agitation edisééa 30 puL et 150 pL de solution
bactérienne sont étalées sur boites de Pétri s€ldampicilline 50ug/mL). Les boites sont

incubées pendant 16 a 20 heures a I'étuve a 38l apparition des colonies.

2.4.3. Sélection de bactéries et criblage de colonies

Le vecteur pGEM-T possede un géne de résistaneengitilline qui permet de sélectionner
les bactéries ayant recu le vecteur et qui soms alevenues résistantes a I'ampicilline.

Le site d'insertion de I'amplimere est situé auesiv de la partier du géne de I§3-
galactosidase. L’insertion va donc interrompre éguence de ce géne et le rendre non
fonctionnel. Si I'enzyme est fonctionnelle, le s c’est a dire le X-Gal, sera clivé et
donnera une coloration bleue aux colonies bactéeenDans le cas contraire, le substrat ne

sera pas clivé et les colonies seront blanchesi(&i23).

Vecteur Vecteur + insert
Xmn) 1994  — ._—_.._, e Xmn| 1994 /"""'__1‘,-—_..{'"“- -
Scal 1875 e Ng§5| Scal 1875 — T ey
f1 on‘\ f1 or\‘\
P’f’ .";r :\
[ [ampf { {amp’ Vo
[ [AmP PGEM”-T ,M" ' [ [AmP pGEM®-T warl )
| \ Vector 1 | [ Vector l:

| (3003bp) ] || (3003bp)

ori

Figure 23 : Sélection des bactéries ayant intégu@tteur avec ou sans insert.
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—

Figure 24 : Etapes de lpurification d’ADN plasmidiquea partir du kit WIZARD Plus
Minipreps DNA Purification System (PROMEGA).
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Les boites de Pétri sont placées 1 heure a 4°Cipmsifier les couleurs des colonies.
Pour chaque clonage, une PCR est réalisée sur I'ladimidique de 5 colonies blanches afin
de vérifier si elles contiennent 'amplimere pwifLes étapes du criblage sont les suivantes :

= Numéroter et transférer la moitié des colonies ctiélenées dans un microtube

contenant 50 uL d’eau ultrapure ;
= placer les tubes 5 min a 99°C afin de lyser le$évas ;

= centrifuger a 5000 g pendant 5 min et prélever 5dulsurnageant contenant ’ADN

pour réaliser les PCR.

Les conditions de PCR, le milieu réactionnel etdesorces correspondent aux conditions
optimales utilisées pour 'amplification des ADNCc.
Pour identifier les clones possédant I'amplimereailée recherchée, 10 pL de chaque produit

PCR sont déposeés sur gel d’agarose a 1,5 %.

2.5. Purification de I'ADN plasmidique

La seconde moitié des colonies sélectionnées duétape de criblage et possédant un
amplimere de la taille attendue est prélevée estéaée dans un tube de 15 mL contenant 2
mL de milieu LB liquide supplémenté en ampicilli(0 pg/mL). Les tubes sont incubés
pendant une nuit sous agitation a 37°C.

La purification d’ADN plasmidique est realisée eilisant le kit WIZARD Plus Minipreps
DNA Purification System (PROMEGA) (Figure 24).

Pour vérifier la présence d’ADN plasmidique, 5 peLIADN plasmidique élué est déposé sur

gel d’agarose a 1,5%.

2.6. ldentification des extrémités 3’ et 5’ par RAC E-PCR

Les extrémités 3' et 5' des ARNm de MT sont déteges grace a la technique de RACE-
PCR (rapid amplification of cDNA ends). Des amorespgcifiques ont été choisies d’apres
les séquences codantes partielles de MTakbicula flumineaet dUnio tumidusobtenues en

utilisant les amorces dégénérées.
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Pour [a3'RACE les amorces forwards utilisées sont :
- MT.CF2, MT.CF3 pour ’ARNm de MT d€orbicula fluminea
- MT.UF2, MT.UF3 pour ’ARNm de MT dJnio tumidus

et 'amorce reverse utilisée est 'amorce Anchal€au 5).

Le milieu réactionnel est le suivant :
- 10 mM de Tris-HCl,
- 50 mM de KCl,
- 1 mM de MgC4,
- 200uM de chaque dNTP,
- 0,5uM de chaque amorce,
- 0,025 U/uL de Tag DNA Polymerase.

Les différents paramétres d’amplification testésrpamplifier les extrémités 3’ des ADNc de
MT de Corbicula flumineaet d'Unio tumidussont présentés dans le tableau 8.

3 MT Corbicula fluminea et Unio tumidus
Durée Température

Dénaturation initiale 2 min 94°C
Amplification 40 cycles

Dénaturation 30s 94°C

Hybridation 30s 45, 50, 55 ou 60°C

Elongation 1 min 72°C
Elongation finale 2 min 72°C

Tableau 8 : Conditions testées pour amplifier laéraités 3' des ADNc de MT deorbicula fluminea
etUnio tumiduspar RACE-PCR.

Pour Ia5’'RACE les amorces reverse utilisées sont :
- MT.CR3, MT.CR4 pour TARNm de MT d€orbicula fluminea
- MT.UR3, MT.UR4 pour TARNmM de MT dJnio tumidus

et 'amorce forward utilisée est 'amorce oligo(d&)chor (Tableau 5).
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Les milieux réactionnels sont les suivants :
- 10 mM de Tris-HCl,
- 50 mM de KCl,
-1,1,50u 2 mM de Mggl
- 200uM de chaque dNTP,
- 0,5uM d’amorce spécifique reverse,
- 0,25 pM d’amorce oligo(dG)-Anchor
- 0,025 U/pL de Tag DNA Polymerase.

Les différents paramétres d’amplification testésrpmplifier les extrémités 5’ des ADNc de
MT de Corbicula flumineaet d'Unio tumidussont présentés dans le tableau 9

5 MT Corbicula fluminea et Unio tumidus
Durée Température

Dénaturation initiale 2 min 94°C
Amplification 40 cycles

Dénaturation 30s 94°C

Hybridation 1 min 57 ou 58°C

Elongation 1 min 72°C
Elongation finale 2 min 72°C

Tableau 9 : Conditions testées pour amplifier }eéraités 5’ des ADNc de MT deorbicula fluminea
etUnio tumiduspar RACE-PCR.

2.7. Séquencage et analyse des séquences nucléiques

Le séquencage est réalisé sur au moins trois clmardgl\WG-Biotech.

Afin de vérifier si 'amplimeére correspond a I'anffdation de I’'ADNc recherché d’'une MT,
d’'une SOD ou d'une CAT, la séquence est comparéellas de la banque de données
GenBank en utilisant le logiciel BLAST (Basic Lodalignment Search Tool) ALTSCHUL
97. Le site NCBI (http://www.nvbi.nim.nih.gov/BLAS)I permet ['utilisation de cette
application en acces libre.

L’alignement multiple des séquences nucléiques réalisé grace au logiciel MultAlin

(http://bioinfo.genotoul.fr/multalin/multalin.htm{)Corpet, 1988). Ces alignements permettent
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de mettre en évidence les zones conservées adesesequences pour définir les amorces de
PCR.

Les séquences nucléiques sont traduites en séguprmeiques grace au logiciel EXPASy

(Expert Protein Analysis System) (http://www.expabytools/dna.html).

3. Mesure du niveau d’expression par PCR en temps réel

3.1. Choix et test des amorces

La conception des amorces est une étape primorgdale la réalisation de PCR en temps
réel. La séquence et la structure exon-intron bstnue dans la base de données NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Il est indispensaldédentifier ces structures et de choisir des
amorces s’hybridant sur des exons différents, dansut d’éviter I'amplification d'ADN

génomique résiduel dans I'échantillon. Les amodogagent mesurer entre 15 et 30 pb et leurs

Tm ne doivent pas étre différents de plus de 20@ dle I'autre.

Des témoins négatifs doivent étre realisés :
- Témoin sans matrice qui permet de contréler I'abseste contaminations extérieures

qui peuvent produire une augmentation non spédfipila fluorescence.
- Témoin avec ARN qui permet de contréler 'abseneeahtaminations par 'ADN

- Témoin avec ADNg qui permet de contréler si les se situent sur des exons
différents. Un signal d’émission de fluorescenceecd® signifie que les amorces

s’hybrident sur le méme exon ce qui permet I'angdiion d’ADN génomique.

Les amorces sont testées grace a une gamme dentratioes entre 150 et 600 nM et la

guantité d'amorces est choisie avec la valeur da flus faible.

3.2. Conditions d’amplification

Le mélange réactionnel est composé de la maniérarga :
-4 pL d’ADNc dilué au 1/20 (10 ng),
- 10 pL de Power SYBR Green PCR Master Mix (AppBedsystem, CA, USA)
- 300 nM ou 600 nM d’amorces.
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Tableau 10 : Séquences et quantités d’amorces ffdifFa et reverse (R) utilisées pour les PCR en

temps réel.

Amorces Séquences (5" — 3) Quantite
ACT.CF100 TTGCCGGCAGAGATCTTACT 300 nM
ACT.CR200 AACCACCGATCCAGACTGAG

ACT.UF100 TGCTTCTGGTCGTACCACTG 600 nM
ACT.UR200 GGTGCCTCCAGATAATACGG

MT.CF400 TGCGCTACAACTGGTACGTG 300 nM
MT.CR500 AGTCGCTCTCACATTTGCAC

MT.UF100 GCCTTGAGACCGGAGAATGT 600 NM
MT.UR100 TTGCATGAACATCCAGAGTCA
SOD.CF400 TTTGACGAGATGAAGGCAGA 600 nM
SOD.CR400 GTAAGCGTGCTCCCAAACAT

SOD.UF200 GAAGTGCTTTGTCCGACAGG 600 nM
SOD.UR200 GACCTGTTGTTGGTTCCAATG
CAT.CF300 GAACCCCTGATGGGTACAGA 600 nM
CAT.CR300 GTTGCCCTCAGCAATAGCAT

CAT.UF100 TGGCATAATCTGGGTCACTG 300 NM
CAT.UR100 CACCCCAGATGGTTATCGTC

GPx.CF100 GGAGGGTGTGGCACTATCAT 600 NM
GPx.CR100 CTCGGTGAGAGGAAAGTTCG

GPx.UF100 CCATCTTGTACGAGCCCATT 600 nM
GPx.UR100 TCCCATGCCCATGTAAAGTT

GST.CF100 TGTTTGACCTGTTGGACGAC 600 nM
GST.CR200 TGTAGCAAGCTCGGAAACAA

GST.UF100 GGAAAGCAGGAGTTCATTGC 600 nM
GST.UR100 GGTGCCAGCAAAAGATGAAT
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Les amorces utilisées ainsi que les quantitésmeésentées dans le tableau 10.

Les étapes de PCR sont constituées de :
- 3 min de dénaturation initiale a 95 °C,
- 40 cycles d’amplification :
30 s de dénaturation & 95 °C,
30 s d’hybridation a 60°C,
30 s de polymerisation a 72°C
- 10 min d’élongation finale a 72°C.
Une courbe de fusion des produits PCR est ensatesée entre 40 et 98°C pour s’assurer

de I'absence d’artfacts.

4. Etudes en laboratoire et sur le terrain
4.1. Exposition de Corbicula fluminea au Cu et au Cd en laboratoire

Une intoxication au cuivre et au cadmium a étéiséal au laboratoire afin de vérifier si
I'exposition de bivalves a une contamination méjak, génératrice d’un stress oxydant, avait
des effets sur I'induction de ’'ARNm de la MT, |®B, la CAT, la Se-GPx et la GST-pi.

Les bivalves ont été prélevés au niveau d’'un stegerence se situant au niveau de la riviere
de la Moselle, sur le plan d’eau du Saulcy de Mkitaselle, France), placés en stabulation et
acclimatés pendant 48h. Des groupes de 6 bivalviesnsuite été exposés aux toxiques seuls
ou en mélanges, 6 individus ont été conservés meingae contréles. L'exposition a été
réalisée a 18°C dans des bouteilles de 1 L.

Apres 12h d’exposition, les glandes digestivesest Branchies de chaque bivalve ont été
prélevées. Les niveaux d’expression des genes toaickition (MT, SOD, CAT, Se-GPx et

GST-pi) ont été mesurés par PCR en temps réel.
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4.2. Etude de l'expression saisonniere des génes de détoxication chez

Corbicula fluminea et Unio tumidus

Afin de déterminer si la saison a un effet surdiintion des génes de MT, SOD, CAT, Se-
GPx et GST-pi chez les bivalv€orbicula flumineaet Unio tumidus le niveau d’expression

de ces ARNm ont été mésurés sur une période de learCorbicules ont été prélevées au
niveau de la Moselle, en amont de la confluence évd-ensch, prés de Thionville (57) en

février, avril, juillet, septembre et décembre 2QBigure 25).

Les bivalvesUnio tumidusont été prélevés au niveau d’'un étang de La M&X§ €n avril,
juillet, septembre et décembre 2008 (Figure 26)féunier, I'étang était recouvert de glace et

les prélements n’ont pas pu étre réalisés.

Plusieurs paramétres physico-chimiques ont été mags$ors de chaque échantillonnage : pH,
température, conductivité et oxygene dissous.

Les glandes digestives et les branchies des Céebiat les glandes digestives des Unio ont
été prélevées. Les niveaux d'expression des ganésld SOD, CAT, Se-GPx et GST-pi ont
été mesurés par RT-PCR.

4.3. Etude du niveau d’expression des genes de déto  xication chez Unio

tumidus transférés au niveau de la Moselle

La qualité biologique des écosystemes aquatiquedesoours de la Haute Moselle a été
évaluée grace a I'étude de I'expression des ARNMdeSOD, CAT, Se-GPx et GST-pi
chez le bivalve d’eau doudénio tumidus Quatre stations ont été étudiées sur un secteur
couvrant une soixantaine de kilometres et situégsadt et d'autre de I'agglomération d'Epinal

(88), depuis Les Mitreuches en amont, jusqu'a \&lleMoselle en aval (Figure 27).

Les gquatre sites sont caractérisés par un gradienpollution de I'amont a l'aval. Les

micropolluants minéraux et organiques ont été adalydans les eaux intersticielles et sur la
fraction fine des sédiments (<1 mm) prélevés auxne® endroits que les bivalves. Les
mesures ont été effectuées par le Centre d’anatysses recherches, Département Hydrologie

et Environnement, de I'Université de Strasbourg.
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Quarante huit bivalves ont été échantillonnés areani d’'un site témoin situé a Manom

(Moselle) localisé a une vingtaine de kilomeétrelalooratoire. Ces bivalves ont été répartis
dans des cages en 8 lots de 6 moules et placéssatifférents sites immédiatement apres la
collecte, pendant 8 et 21 jours. Les glandes digsstsont prélevées a la fin des temps
d’exposition.

Les niveaux d’expression des génes de MT, SOD, GGe€FGPx et GST-pi ont été mesurés
par PCR en temps réel.
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ﬁ Résultats et discussion

Les travaux présentés s’articulent en trois parties

2 1°°partie : Identification des séquences codantedlehez les bivalve€orbicula
flumineaetUnio tumidus et de SOD et CAT chéznio tumidugPublications 1 et 3).

2 2°™partie : Etude de I'expression saisonniére deTa lst SOD, la CAT, la Se-GPx et
la GST-pi chez les deux bivalves, par RT-PCR (Fakibhn 1).

# 3*™partie : Etude du niveau d'expression des génedétiexication par RT-PCR en
temps réel, chez des bivalves soumis a différgradsirbations :
- Exposition deCorbicula flumineaau cuivre et au cadmium pendant 12h

(Publication 2),
- Transfert dUnio tumidussur quatre sites de la Moselle (Publication 3).
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(A)

at t caccgagaagacagcaagacgt aaagat cgaaa
1 atgagtgacccat gcgact gcgct acaact ggt acgt gcaagt gt t ct gaagact gcact
M S DPCDZ CATTGTT CI KT CSET DT GCT
61 gcggagagt gggt gcagat gcggcaccggat gt aat t gt ggt gacgact gcaaat gt ccc
A E S GCRZCGTGU CNTZGCGUDUDTCIKTZCUP
121 ggat gt aaagt cgt at gcaagt gt t cgggt t cat gcgact gcggacaaggct gcacggga
G CKVVCKZ CS S GST CDT CGOQQGTCT G
181 ccaagcacgt gcaaat gt gagagcgact gttcttgcaagt gat gggct aaagt cacgt gg

P S T CKCUE S DU CS C K -
at gcaccgct gt aagt cgt cagat caaagat ggt ggt t t aacaact t t aat caaact gt a
tt gt gt gaaaaact gttttt gt gt gaaaat aat t gat t agaaat ggaaaacaacaaagt a
tttatccgtttaaaactacttgcgttgttgaaaatttgtactttacactgtttggttctg
ttacagcggcgt at agagacacacgt ttt aat accacacggct at ct cccgcgat at t ct
gt aaaagct gt t aat aaccacgt gact aacct t gat gt cagcagaaagaaat cgaat aaa

ttaatagtttat gcaaaaaaaaaaaaaaaa

(B)

att cacat aaat aggactttttcacgcagcacacga
cgt accaagacaat aagcttctcttgaccagacttgaattcagattttcaaccaccgaag
1 atgtctgacccatgcaact gccttgagaccggagaat gt aaat gtt caggt gattgtaca
M S DPCNZ CLETGET CIKTZ CSGUDTGCT
61 ggggact gcagat gt ggggat gcct gcaaat gt ggaaat gcct gcaagt gt cct ggat gt
G DCRCGDACIKTU CGNATCK KT CUZPGSTC
121 aaagt agt ct gcaagt gct caagttctt gt gact gt ggt aagggct gcaccggacccagce
K vv CKCSSSCDT CGKGTCTGP S
181 acat gcaagt gt gact ct ggat gt t cat gcaaat gaaacaaggaat gactt acatt gcga

T C K ¢ DS GC S C K -
gagaat t gggaccaat at gt cagt t ct ggat t ct agt cagt acaaaaaaat aaaaat aat

t gaaaaaaaaaaaaaaa

Figure 28 : Séquences codantes et protéiques deelbrbicula flumineaA) et d’'Unio tumidus(B).
Les résidus cysteines sont surlignés.



ﬁ Résultats et discussion

PARTIE 1
IDENTIFICATION DE SEQUENCES CODANTES DE MT, SOD ET CAT
CHEZ LES BIVALVES CORBICULA FLUMINEA ET UNIO TUMIDUS

PUBLICATIONS 1 et 3

1. Identification de la séquence codante de la MT chez Corbicula
fluminea et Unio tumidus

1.1. Séquences codantes obtenues

Grace a la technique de RT-PCR en utilisant des@aalégénérées, des ampliméres de 181
pb et 175 pb ont été obtenus respectivement Cbezicula flumineaetUnio tumidus
La comparaison des séquences de ces ampliméerescales disponibles dans GenBank

indique qu’elles correspondent a des séquencesitaside métallothionéine.

Les séquences des extrémités 3’ et 5° de '’ARNnMdeont ensuite été déterminées par la
technique de RACE-PCR avec les amorces spécifigiie€F3 et MT.CR3 pouCorbicula
flumineaet MT.UF3, MT.UR3 et MT.UR4 poudnio tumidus

La séquence codante compléte de la MTCdebicula flumineacontient 219 pb codant pour
une protéine de 73 acides aminés dont 21 cystémpbquées dans la liaison des ions
meétalliques (Figure 28). Sa masse moléculaire &3t 268 kDa (d’apres le logiciel Molecular
Weight Calculator) et son point isoélectrique est4J36 (d’aprés Sequence Manipulation
Suite : http://annotathon.univ-mrs.fr/sms2/protesp.html).

La séquence codante complete de la MOn#d tumidus contient 213 nucléotides codant
pour une protéine de 71 acides aminés dont 21iogstéFigure 28). Sa masse moléculaire

est de 7,066 kDa et son point isoélectrique egt i

Les séquences codantes de MTGQiwbicula flumineaet dUnio tumidusont été déposées
dans la base de données GenBank sous les numécogsssion EF185126 et EF185127.
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ﬁ Résultats et discussion

1.2. Analyse des séquences codantes de MT obtenues

Les séquences protéiques déduites ont été compapbesieurs seéquences de MT de bivalves
(Figure 29) en utilisant le programme MULTALIN (Gat, 1988). Un alignement multiple
des séquences de MT @®rbicula flumineaet d'Unio tumidusavec les séquences de MT
connues de plusieurs invertébrés a révélé quettpseeaces de MT sont fortement conservées,
et plus particulierement au niveau des régionseayss. Les séquences MT @erbicula
flumineaet dUnio tumiduspossedent 75% d’identité entre elles.

Pour déterminer I'évolution de la relation entrs Hifférentes séquences de MT, un arbre
phylogénétique a été réalisé. Cette arbre est iaskes séquences protéiques de MT de 16
organismes invertébrés et vertébrés disponibles da@@nBank, et a été réalisé avec le
programme MEGA 4.1 (Figure 30). Deux groupes satnent: le premier inclut les
invertébrés et le second les vertéhviiss musculus, Homo sapie3anio rerio et Xenopus

laevis

[ M.edulis
B.azoricus

P.\vridis

——— M.galloprovincialis
|: C.angulata
Cirginica
D.polymorpha
D.melanogaster
U.tumidus
C.gigas
C.fluminea

L M.lusoria
— M.musculus
L H.Sapiens

D.rerio

Xlae\is

0.8 0.6 04 0.2 0.0

Figure 30: Arbre phylogénétique de séquences prméide métallothionéine de plusieurs invertébrés
(Mytilus edulis, Bathymodiolus azoricus, Perna vgjdMytilus galloprovincialis, Crassostrea
angulata, Crassostrea virginica, Dreissena polyniap Drosophila melanogaster, Unio tumidus
Crassostrea gigas, Corbicula flumindderetrix lusorig et vertébrésMus musculus, Homo sapiens,
Danio rerio, Xenopus laevjis
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s

1.3. Discussion

Des séquences de MT ont été caractérisées chez analusques : chez les moules telles
gue Mytilus edulis(Mackay et al., 1993)Perna viridis (Khoo et Patel, 1999)Dreissena
polymorpha(Engelken et Hilderbrandt, 1999), chez les palosiMeretrix lusoria(Chang et
al., 2007),Ruditapes decussatéSimes et al., 2003), et chez I'huitteassostrea virginica
(Roesijadi et al., 1989).

La caractéristique principale de la séquence deebtTsa forte teneur en résidus cystéine qui
représentent 30 % des acides aminés totaux deokgimE, ainsi que l'alignement des
cystéines. Les motifs Cys-Cys montrent deux viarat chezCorbicula flumineaet Unio
tumidus Cys—X-Cys, et Cys—X—X—Cys, ou X est un acide @&aintre que la cystéine. Neuf
motifs Cys—X—Cys et un motif Cys—X—X—Cys sont présedans la protéine. Les résidus
cytéines sont impliqués dans la formation des gemgnts thiolates et permettent la fixation
des ions métalliques (Stillman et al., 1987).

Les séquences protéiques déduites ne comportent’pasles aminés aromatiques, mais
contiennent chacune dix résidus glycine, ce quiésgnte environ 14 % des acides aminés
totaux. Ces résidus sont d’abondance équivalentévaau des séquences de MT de I'huitre
Crassostrea virginicgdRoesijadi et al., 1991) et de I'escardgéelix pomatia(Dallinger et
Berger, 1993), ce qui pourrait correspondre a wraatéristique des séquences de MT de
mollusque. Les résidus glycine ne semblent pas @leorelation avec d'autres acides aminés
et sont apparemment distribués au hasard suritiisale la séquence.

Trois classes de MT, se difféerenciant par l'aligeatdes séquences Cys-Cys, Cys-X-Cys et
Cys-X-X-Cys, ont été identifiées (Kagi et al., 1984

La classe | comprend les MT de vertebrés et deusalies. Les principales caractéristiques
de cette classe sont la correspondance entre dafisktions de cystéines, la présence de
motifs Cys-X-Cys et Cys-X-X-Cys et I'absence d’asdaminés aromatiques. Il parait donc
clair que les séquences MT identifiées appartienada classe |.

Les séquences C-terminale de MT identifiées datre mude sont identiques a la séquence
C-terminale de I'isoforme monomérique MT-10 Mgtilus edulis Cys Ser Cys Lys (Mackay
et al., 1993). La séquence protéique de MT-10/giBlus edulispossede 21 résidus cystéine
et le motif Cys-Cys est absent alors que la ségquprmtéique de MT-20 posséde 23 résidus
cystéine avec un motif Cys-Cys. Ces derystéines supplémentaires pourraient étre

56



‘sawisiuello G sulow Ne zayd S9AIaSU0D
1UOS N3|q US SauIpImesss ‘Sawsiuello s8] SN0) Zayd S9AIaSU0? MINSI a9 SaulWe Saploe ST Mueguas) suep sajgiuodsip
sawsiueBio slualayIp ap 1D ap saouanbas sa| sanesnpiwn] olun,pepwgaNnbigloid saouanbas sap uosreredwo) : g€ ainbi4

O3V ISNA TAHIANVAALASOS TIOVIAYS N DOASHAH AN AAVIOANNA THH LHSOADNADHEADAL 19HAS eydJauh jod g
O3S IMNATAY IVAQHALSS THAYOAYS TOM DOA LA AHIIOAAVODANNA LA IHSOAONATHADALIOHAS S | [e 19U 1A0 udo | [eB N
O3S IVNATAY IVAAAALSS THAYOIVYS O D0A LY AH AN AAVODANNA L4 THSOADNATIADAL 19HAS Sl1Inpa W
ONV IVNATA ISAQdALYVY THAVAIAD INY EON DAAHAMOANIDOWNA THHLIHSDADNAHIADAC ©HAS oli21@
O3S IVNA1AY IVAAJANYS TAVVOAWN TN 1D0d LY AH AN AADYOIHNAANH LTHSOADNAMEONT 19HAS llalle)D
93 INNATAY IVAQAAIVS TANVAYYS TNO 500 LA AHAMOAAIHAAMNA THH LHSDADNAEAADAL 19HAS seb 16D
OV IWNA TAHIANVAALSSOV TADVIAWN INY DOADMH MO AAYINANNA T IHSDADNADHEADAL 19HAS wn Jeu idd 1| 1yd ‘A
OV IVNA 1AM TVAQdSSOV INDVIAWN TN EOAOM AHAMOANINDIYNA THH LIHSDADNAHIADAL 19HAS eau wn |40
OV IVNATAY IVAAJASOVNIVYINYA TN D00 LIMH AN ANADYOANNANNH LTHSDOADNAHIADAL 19HAS snp wnin

_ _ _ _

09 oY (04 T

‘sawisiueflo G sulow Ne zayd S9AIaSU0D
1UOS N3|q US SauIpImesss ‘Ssawsiuello s8] SN0) Zayd S9AIaSUO0? MINSI &9 SaullWe Saploe ST Mueguas) suep sajgiuodsip
sawisiue6io sluaIalip ap dOS ap saduanbas sa| 2aAesnpIWN olunpPaE@Esnbiglold saouanbas sap uosreredwo) : g& ainbi4

Id IO LLdTdAONYLIN T LLANAD MIVOSDO IVASHN I TINMANIA -0 | IAN 13D -Md3 -991dS TN 1SHN Il 1968 |yos H
TAA O LLYA TdAONYIVSAE TIOSAIN =D MWOSDOALAVYSY L TIMNIAASDAAEN IOHA IO -AdIO0ONdS AN ISHN 1 1po Jayde o H
TAABLLYATHAONYI LY T ONIOAD MIVOSDIOAVALSYS TOMO INATISDSASH VLT3V -Sd3 -00aMY INKAS ISHN sueba |9 D

TAABLLD THAONYOWY [ TINSAIN=D MINOSDOAY LSYSS T IMAVILISDSAAEN IAT 110D -SdFD0ONIS TAINS ISHN sue [pe i1y
TAA LLAD TdAONYD LYAL TANSAAND MIVOSIOAVASYNS TILMAVIASOHAAEN IAINTAD -SAOOOONS TN ISHN S Isusossak

d 1M LIDO THAONYIVY [ ROSIHNIH MOVOSOOAVALYYS HEIMANDASDHAN VA TTID -OdIDOONDS NI [LHN olia1Q@
TAA B LLY TTHAONVILANL TISHYWIAAD MSVOSOOADASYA L TVIN VA LASTTT 11AM vOADdFOO0OdS LIV ISHN seb 16 2
TAABLIVO THAONYILY D THONVOMD VVOSDD IDASYOS TAVINTAISOANGY | TINATAD -MdVOOONdS TAIN ISHN BaU WN |40
Id 1O LLdITHAONYLIN M T LVANAD VVOSDD IVASEN 1 TANMANIE BHaE | IAN 13D -MdTF000 LdO TAINA ISHN snp wnin

_ _ _ _ _
08 09 o 0z T



ﬁ Résultats et discussion

impliquées dans la liaison intermoléculaire enes Lnités monomériques de la MT-20
(Mackay et al., 1993). Les motifs cystéine et lds r@sidus cystéine suggérent que les
séquences MT d€orbicula flumineaet dUnio tumiduscorrespondent a des isoformes MT-
10.

2. ldentification des séquences codantes de SOD et CAT chez Unio
tumidus

2.1. Séquences codantes obtenues

Des séquences codantes partielles de 251 pb ¢it2dé SOD et CAT respectivement ont été
identifiées (Figure 31).

Ces deux séquences codantes ont été déeposéesadaasel de données GenBank sous les
numeéros d’accession FJ608580 et FJ608579.

SOD

aat cactcgttattttgggaagtgctttgtccgacaggaggt ggggaacccaagggt gac
NHSLFWEVLT CUPTGS GG GEUPK GD
ct gat ggacat aat aagaagagattttggattattt gaaaacat gaaaaat gaattgatc

L Mm DI I RRDUFGLFENMMKNE L I
aacagat ct gt ggcaat t caaggt t caggct ggggat ggct t gggt acaacccagccaca
NR SV AI Q GS GWGWL GYNWPA AT
ggcagact gcgaat aaacact acagct aat caggat ccat t ggaaccaacaacaggt ct g
GRLRI NTTANAOQQDWPLEWPTTGIL
atacctttgtt

I P L

CAT

t ct gaccgt ggcaccccagat ggt t at cgt cacat gaacggct at ggcagt cacacattc
S DR GTUPDGYRHMNMNGY G S HTF
aaaat ggt gaacaaggacggcaagccagt ct act gcaagt t ccact ggaagact gaccag
K MV NKDGIKWPVY CKFHWKTDQ
ggt at caaaaact t gccagcaaacaaagcagcagaaat ggccggcagt gacccagat t at

G I K NL P A NKAAEWMAGSUDUZPI DY
gccat aagagacct gt acaat gccat t gct gagggce
Al R DL Y NAI A E G

Figure 31 : Séquences codantes et protéiques deeB@OCAT dUnio tumidus

2.2. Analyse des séquences codantes de SOD et CAT o btenues

Les séquences protéigues déduites ont été compadasieurs séquences de SOD et CAT
connues d’invertébrés (Figures 32 et 33) en utitida programme MULTALIN (Corpet,

1988). Cette comparaison nous a révelé une forteervation de ces séquences.
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ﬁ Résultats et discussion

Les séquences de SOD et de CAUmb tumidusmontrent respectivement 95% d’identité
avec la séquence Mn-SOD Heriopsisschlegeliiet 81% d’identité avec la séquence CAT de

Dreissena polymorpha

2.3. Discussion

La Mn-SOD est une enzyme tétramérique dont chaqus snité est constituée de deux
domaines : le premier est composé d'une hélicalors que le second est constitué de
repliementsy etp.

Les ligands du manganése sont trois chaines lagrdhistidine, une chaine latérale

d'aspartate et une molécule d'eau ou un ion €ant I'état d'oxydation du manganése
(respectivement 1l et Ill). La premiere histidingt située dans la premiéere hélice du premier
domaine et la seconde histidine dans la dernidrechee ce domaine. Les deux autres ligands
sont séparés par trois résidus et se situent gpsees le brirp du second domaine (Borgstahl

et al., 1992). Ces résidus liés a la coordinationmndinganése sont localisés sur la figure 34 :
H*® H? D' H° La séquence Mn-SOD dhio tumidusque nous avons identifiée

contient H%,

La CAT est une hémoprotéine tétramérique dont ohagonomere contient un héme et une
molécule de NADPH. L’héme est constitué d’un anna@anique appelé protoporphyrine et
d’'un atome central de fer. La séquence de la sigagiroximale du ligand héme de la CAT
est connue (RLFSYNDTH) (Tavares-Sanchez et al.4p08lle est conservée du point de vue
de sa composition et de sa localisation (Figure 35)

La molécule de NADPH est fortement liee a la CApettege I'enzyme de I'oxydation par
son substrat, le peroxyde d’hydrogene. La struatieréa CAT d’érythrocytes humains a été
déterminée récemment et 12 résidus ont été id&niibmme étant responsables de la liaison
du NADPH (Putnam et al., 2000). La séquence phrtid CAT que nous avons identifié
chezUnio tumiduscontient 5 de ces résidus®SR** N?*3 Y*et K**' (Figure 35).

La signature du site actif de la CAT (FDRERIPERVVKIBAGA) est également fortement

conserveée chez différentes especes (vertébrégestabres).
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ﬁ Résultats et discussion

PARTIE 2
ETUDE DE L'EXPRESSION SAISONNIERE DES GENES DE
DETOXICATION

PUBLICATION 1
Metallothionein coding sequence identification aedsonal mMRNA expression

of detoxification genes in the bivalorbicula fluminea

Les genes de détoxication tels que la MT, la S@DCAT, la Se-GPx et la GST-pi ont été
utilisés dans de nombreuses études en tant quealmapurs. Il est toutefois nécessaire de
déterminer les fluctuations saisonnieres de cegggen réponse a des facteurs biotiques et
abiotiques pour l'interprétation des résultats demionitoring. La premiére partie de cette
étude porte sur l'identification de la séquenceamel de MT deCorbicula fluminea Ces
résultats ont été présentés précédemment (paréernus ont permis de choisir des amorces
spécifiques dans le but de mesurer le niveau désgon de la MT chez la corbicule. Lors de
cette étude, les séquences codantes de SOD, CAGPSest GST-pi étaient connues et
disponibles dans Genbank (numéros d’'accession 434, EF446609, EF547366,
AY885667). La deuxieme partie de cette étude pddec sur la mesure de I'expression
saisonniere des ARNm de MT, de SOD, de CAT, de Be-& de GST-pi cheZorbicula
flumineg par RT-PCR.

Les niveaux d’expression saisonniers de ces gemetbxication ont été mesurés dans la
glande digestive et les branchies de corbiculelkeaéles au niveau d’'un site témoin de la
Moselle sur une période d’'un an (février, avrilillgt, septembre et décembre). Le pH, la
température, la conductivité et 'oxygene dissons &€ mesurés a chaque campagne de
prélevement.

Au niveau de la glande digestive, I'expressiona®lll’ est significativement plus élevée au
mois de juillet, alors que les expressions les ghibles sont observées en février et
décembre. Les expressions de la SOD et de la CAftrard des résultats similaires avec une
tendance a augmenter en juillet dans la glandestivge Par contre, aucune variation
significative de I'expression des ARNm de Se-GPrReGST-pi n'a été notée dans les deux

tissus.
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ﬁ Résultats et discussion

L’expression plus élevée de la MT en juillet peésulter d’'une augmentation de l'activité
métabolique qui peut étre liée a la hausse dentpédeature. En effet 'augmentation de la
température de I'eau est suivie par une augmental®la consommation en oxygéne des
organismes aquatiques, ce qui peut provoquer lraatation de ROS.

La SOD catalyse la dismutation de I'anion superexgd péroxyde d’hydrogéne qui est le
substrat de la CAT. L’augmentation de la tempégeatoduisant un stress pourrait expliquer la
tendance des expressions des ARNm de SOD et CAfraenter en été.

Nos résultats montrent que les faibles fluctuationgles ARNmM observées pourraient
correspondre a des parametres saisonniers tels que température de I'eau. Il parait
donc important de connaitre le statut saisionnier ds genes de détoxication du bivalve

étudié pour interpréter les résultats d’'une étude dong terme.
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The aim of this study was to identify a metallothionein (MT) coding sequence from the freshwater
bivalve Corbicula fluminea and to measure the seasonal transcriptional pattern of MT in parallel with
several detoxification genes: superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione S-transferases
(GST) and glutathione peroxidases (GPx), in the digestive gland and the gills of this bivalve during
a 1-year period.

We identified a C. fluminea MT complete cDNA sequence using RT-PCR and RACE-PCR. The amino
acid sequence deduced from the coding sequence encodes for a protein of 73 amino acids containing 21
cysteine residues. This protein exhibits high identities and similarities with the MT sequences of
numerous bivalves.

MT, SOD, CAT, pi-GST and Se-GPx expression patterns did not exhibit major seasonal variations.
A slight increase of MT was observed in July. Therefore, the mRNA expression of these five genes could
be used as biomarkers for monitoring studies.

© 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Reactive oxygen species (ROS) are produced by the basal
cellular metabolism and also under several environmental
condition factors. To detoxify ROS, mussels possess detoxification
proteins such as metallothionein (MT) and antioxidant enzymes
such as superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione
S-transferases (GST) and glutathione peroxidases (GPx).

SOD, CAT and GPx are the major components of the antioxidant
system. SOD converts superoxide to hydrogen peroxide and
divalent oxygen (Fridovich, 1989), then CAT and GPx remove
hydrogen peroxide. CAT is a heme-containing protein located in
the peroxisomes, which degrades hydrogen peroxide to water and
oxygen (Deisseroth and Dounce, 1970). GPx catalyses the reduc-
tion of hydrogen peroxide (Epp et al., 1983), two isoforms had
been identified: selenium-dependent GPx (Se-GPx) and selenium-
independent GPx. Se-GPx catalyses the reduction of organic and
inorganic peroxides like hydrogen peroxide (H,0,) while sele-
nium-independent GPx reduces only organic peroxide (Almar et
al., 1998). GST belongs to a family of multi-functional enzymes
involved in phase II of biotransformation (Ketterer et al., 1983).
Eight classes of isoenzymes can be distinguished, alpha, mu, pi,
theta, sigma, zeta, beta and kappa, based on their substrate

* Corresponding author. Fax: +33387378512.
E-mail address: rodius@univ-metz.fr (F. Rodius).

0147-6513/$ - see front matter © 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.
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specificity, immunological properties and protein sequence
homology (Sheehan et al., 2001).

Metallothioneins (MT) are low molecular weight proteins
(6-7 kDa) with high cysteine content (30%). The thiol groups of
cysteine residues allow MT to bind heavy metals such as Zn, Cu,
Cd, Hg and Ag (Kagi and Schaffer, 1988). MT plays a predominant
role in the metabolism and bioavailability of essential metals such
as Cu and Zn (Viarengo and Nott, 1993). They are also involved in
the detoxification of these elements and of other metals such as
Cd, Hg, Ag (Roesijadi, 1996; Vasak, 2005). MT are efficient
scavengers of hydroxyl radicals, contributing to protect tissues
against oxidative injuries (Thornalley and Vasak, 1985). MT
induction was related to metal exposure in many monitoring
studies (Amiard et al., 2006): in the clam Ruditapes philippinarum
and the crab Carcinus maenas exposed to metal-contaminated
sediments (Martin-Diaz et al., 2007), in Dreissena polymorpha
exposed to Cu and As (Bouskill et al., 2006) and in C. fluminea
exposed to Cd (Marie et al., 2006). The reproductive cycle of
Corbicula fluminea is correlated with variations in MT concentra-
tions. The highest MT concentrations coincide with the gonadal
maturation period (Baudrimont et al., 1997). In Gammarus pulex,
the highest MT levels were observed after the reproduction
period, perhaps linked to the metabolic needs of biologically
available essential metal such as zinc (Geffard et al., 2007).

Bivalve molluscs are relevant species to study the quality of
the aquatic environment. They are sedentary and filter large
amounts of water to cope with nutritional and respiratory needs.
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C. fluminea is a freshwater bivalve originating from Asia, which
has progressively colonised North America and Europe (Britton
and Morton, 1979).

Many authors have studied MT concentration in bivalves using
differential pulse polarography method, or mercury-saturation
method (Bebianno and Serafim, 1998; Lecoeur et al., 2004; Raspor
et al,, 2004; Marie et al., 2006). The SOD, CAT, pi-GST and Se-GPx
enzymatic activities were measured in many studies. However,
fewer mRNA expression studies had been performed on these genes.
The aim of this study was, in a first step, to identify the MT mRNA of
the bivalve C. fluminea using RT-PCR (reverse-transcription poly-
merase chain reaction) performed with degenerate primers. In a
second step, we evaluated the mRNA seasonal expression of MT in
parallel with other detoxification genes (SOD, CAT, pi-GST and
Se-GPx) in the digestive gland and the gills of C. fluminea. We used
these two tissues because gills are the first structures in contact
with the environment and digestive gland is the major site of
xenobiotic uptake and oxyradical-generating biotransformation
enzymes (Livingstone et al., 1992). A set of biomarkers increases
the possibilities to distinguish sites with different degrees of
pollution (Dondero et al., 2006). Therefore, the identification of
MT, SOD, CAT, pi-GST and Se-GPx fluctuations in C. fluminea is
important for the interpretation of field results and to discriminate
the physiological disturbance from the natural variability.

2. Materials and methods
2.1. Experimental animals

Adult freshwater bivalves C. fluminea, between 2.5 and 3 c¢m in length, were
collected over a period of 1 year from the Moselle River (France). Several water
parameters were measured: pH, temperature, conductivity and dissolved oxygen
(Table 1). Digestive gland and gills from each mussel were dissected immediately
after collection, placed in 4 M guanidium isothiocyanate solution (Fermentas Life
sciences, Vilnius, Lithuania) and conserved in liquid nitrogen to avoid RNA
degradation. Five mussels were used to identify MT sequence and five mussels
were also used at each collection time to measure the MT, SOD, CAT, pi-GST and Se-
GPx mRNA expressions.

2.2. Total RNA extraction and cDNA synthesis

Total RNAs were extracted from 30 mg of tissue using the RNeasy Mini Kit
(Qiagen, Valencia, USA). The RNA integrity was estimated by electrophoresis on a
1.5% agarose gel in TAE (Tris 40 mM, Acetic acid 1 mM, EDTA 40 mM) buffer and
visualisation under UV light. Reverse transcription was performed on 1 pg of total
RNA using the Revert Aid MuLV RT Kit (Fermentas Life Sciences, Vilnius, Lithuania).
Reaction was conducted at 42°C for 30 min with 10mM Tris-HCl, 50 mM KCl,
5mM MgCl,, 1mM dNTP mix, 2.5uM of OligodT primer, 2.5 U/uL of Revert Aid
MuLV RT and 1 U/uL of Ribolock RNase Inhibitor.

2.3. Primers design

The primers were obtained from Invitrogen (Carlsbad, USA) and their
sequences are given in Table 2. Degenerate primers (MT.F1d, MT.R1d, MT.F2d
and MT.R2d) were chosen in the MT conserved coding region of the six following
molluscs: Dreissena polymorpha, Megathura crenulata, Mytilus edulis, Perna viridis,
Crassostrea angulata and Tegillarca granosa (GenBank accession numbers: U67347,
AY102647, CAE11861, AF036904, AAK15581, AY568678). We chose specific primers

Table 1
Corbicula fluminea length and water parameters measured in the Moselle River

February  April July September December
Mussel length (cm) [2.6-3] [2.5-3] [2.5-3] [2.7-3] [2.6-3]
pH el 8.05 8.3 7.89 7.94
Temperature (°C) 75 14.1 28.2 21.7 4.4
Conductivity (uS/cm) 1173 1349 1610 1555} 1446
Dissolve oxygen (mg/L) 9.45 10.5 8.84 9.94 9.75
Dissolve oxygen (%) 79.3 106.7 97.7 114 89.5
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Table 2
Sequences of primers used for RT-PCR and RACE-PCR

Primers Sequences (5'-3')

MT.F1d ATGHSBRRHCAWTGHRAHTRC
MT.F2d DTTGARRSHVRHRHNTGY
MT.R1d TGYAMATGTSMHHVHRRHT
MT.R2d TGYGGHDDDVRHTGYACDGG
MT.CF3 CTGAAGACTGCACTGCGGA
MT.CR3 CGCATGAAYCSGAACACTTG
SOD.CF2 ACTCAATATTCTGGGAGGTT
SOD.CR2 CATCTATACCGAACAGGGGAAC
CAT.CF1 TCTGACCGTGGAACCCCTGA
CAT.CR2 TTCCATCTGAACTTCTCAGCTT
GST.CF2 ATGACTTCATCAAGAGTTTACCAG
GST.CR2 GCATGTTCTTGAACTCTTCTGA
GPx.CF030 CAAACGTGGCCACGTACTGA
GPx.CR30 GAACAGGGCATACAGACTTGA
ACT.F GGAYGAYATGGAGAARATCTGG
ACT.R CCTGYTTGCTGAYCCACATCTG
OligodG-Anchor GACCACGCGTATCGATGTCGAC(G)15sH
Anchor GACCACGCGTATCGATGTCGAC

M: A/C; R: A/G; S: G/C; W: A[T; Y: C/T; B: C/G/T; D: A/G/T; H: A/C/T; V: A/C/G.

according to C. fluminea CAT, SOD, pi-GST and Se-GPx sequences available in
GenBank (accession numbers: EF446611, EF446609, AY885667, AY885666).

2.4. PCR using degenerate primers

PCR amplifications were conducted on 100 ng of cDNA and different reaction
mixtures were tested: 10 mM Tris—HCl, 50 mM KCl, 1.5 or 2 mM MgCl,, 200 uM of
each dNTP, 2uM of each degenerate primers and 0.025U/uL of Taq DNA
Polymerase (Fermentas Life Sciences). Several amplification conditions were also
tested: a 2-min initial denaturation at 94 °C, 40 cycles of heat denaturation at 94 °C
for 30, annealing at 45, 50, 55 or 60 °C for 1 min, polymerisation at 72 °C for 30's
or 1 min, and a 2-min final extension at 72 °C.

2.5. Rapid amplification of MT cDNA ends

We used the 5’/3’ RACE Kit 2nd generation (Roche, Indianapolis, USA), and we
designed specific primers (MT.CF3 and MT.CR3) according to the partial coding
sequence of the amplimers obtained with degenerate primers.

The specific primer MT.CF3 and the Anchor primer were used for 3'-RACE.
Amplification conditions were the following: 10 mM Tris-HCl, 50 mM KCl, 1.5 mM
MgCl,, 200 uM of each dNTP, 0.5 uM of each primer and 0.025 U/uL of Taqg DNA
Polymerase (Fermentas Life Sciences). The cycling conditions consisted of 2-min
initial denaturation at 94 °C followed by 40 cycles of heat denaturation at 94 °C for
30s, annealing at 50 °C for 305, polymerisation at 72 °C for 1 min, and a 2-min final
extension at 72 °C.

The specific primer MT.CR3 was used to perform 5-RACE. We followed the
manufacturer instructions excepted for cDNA tailing extremity: dATP (0.16 mM) were
substituted by dCTP (1 mM). Amplification conditions were the following: 10 mM
Tris—-HCl, 50 mM KCl, 1.5 mM MgCl,, 200 uM of each dNTP, 0.5 uM of each specific
primer, 0.25uM of oligodG-Anchor primer and 0.025 U/uL of Taq DNA Polymerase
(Fermentas Life Sciences). The PCR steps consisted of a 2-min initial denaturation at
94°C, 40 cycles of heat denaturation at 94 °C for 30s, annealing at 58 °C for 1 min,
polymerisation at 72 °C for 1 min, and a 2-min final extension at 72 °C.

2.6. Cloning and sequencing

Amplimers were purified using the Wizard SV Gel and PCR Clean-up System
(Promega, Madison, USA) and were cloned into pGEM-T Vector system (Promega).
Escherichia coli cells (JM109) were transformed with the ligation mixture by the
heat shock method. Colonies were screened by PCR using specific primers in order
to confirm the presence of an insert corresponding to MT cDNA. Plasmidic DNA
was extracted and purified from the positive clones with the Wizard Plus SV
Minipreps-DNA Purification System (Promega). Three clones were sequenced on
both strands by MWG Sequencing Department (Martinsried, Germany).

2.7. Sequence analysis

Amplimer sequences were translated using the six open reading frames (ORF).
Nucleotide and amino acid sequences obtained were identified by comparison to
databases available on the National Center for Biotechnology Information (NCBI)
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site (www.ncbi.nlm.nih.gov) using BLAST programs (Basic Local Alignment Search
Tool) (Altschul et al., 1997).

2.8. MT, SOD, CAT, pi-GST and Se-GPx mRNA expression patterns

Specific primers (MT.CF3, MT.CR3, SOD.CF2, SOD.CR2, CAT.CF1, CAT.CR2,
GST.CF2, GST.CR2, GPx.CF030 and GPx.CR30) were used to amplify cDNA of MT,
SOD, CAT, pi-GST and Se-GPx; R-actin cDNA was co-amplified as a control using
ACT.F and ACT.R primers. PCR was performed in the following mixture: 10 mM
Tris-HCl, 50mM KCl, 1.5mM MgCl,, 200 uM of each dNTP, 1 uM of each specific
primer and 0.025 U/uL of Taq DNA Polymerase (Fermentas Life Sciences). The PCR
steps consisted of 2-min initial denaturation at 94 °C followed by heat denatura-
tion at 94 °C for 30s; annealing at 55 °C for ACT and MT, 53 °C for SOD, 56 °C for
CAT, 55 °C for pi-GST and 57 °C for Se-GPx for 30's; polymerisation at 72 °C for 30s,
and a 2-min final extension at 72°C. In order to amplify the cDNA in the
exponential phase of the PCR, we tested several amplification cycles (25-45).
Therefore, the number of cycles chosen was 32 for 8-actin, MT and SOD, and 40 for
CAT, GST and GPx.

Ten microliters of PCR products were separated by electrophoresis on a 1.5%
agarose gel in TAE buffer and visualised under UV light. Amplimer intensities were
analysed with the Quantity One 4.5 software (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
USA). The relative mRNA amount was calculated from the ratio of intensity of MT,
SOD, CAT, pi-GST or Se-GPx amplimer to the intensity of B-actin amplimer.

2.9. Statistical analysis

Statistical analyses were carried out to compare MT, SOD, CAT, pi-GST and
Se-GPx expressions in the digestive gland and the gills according to the season. The
ratios were analysed with the parametric Student test using Statgraphics Plus
software (Statgraphics, 1995). Differences were considered as significant if P<0.05.

3. Results
3.1. Identification of the complete MT coding sequence

An amplimer of the expected size (181 bp) was obtained using
degenerate primers for all amplification parameters tested (data

not shown). The deduced amino acid sequence showed high
similarities with other invertebrate MT sequences available in the
GenBank database. RACE-PCR were, therefore, performed with the
specific primers MT.CF3 and MT.CR3 and allowed us to identify
the complete MT coding sequence, which was deposited into
GenBank database (accession number EF185126). This sequence
spans 219 bp and encodes a 73 amino acid protein containing 21
cysteines and no aromatic residue (Fig. 1).

3.2. MT sequence comparison

The deduced amino acid sequence of C. fluminea MT was
compared to several bivalves MT protein sequences (Fig. 2) using
MULTALIN program (Corpet, 1988). Sequence of C. fluminea MT
displayed highest identity with sequence of Crassostrea gigas
MT (72%). Cysteine residues are highly conserved among all the
MT sequences analysed.

The phylogenetic relationships of MT sequences of some
invertebrates and vertebrates organisms available in GenBank
were obtained using MULTALIN program (Fig. 3). We can discern
two principal groups: the first includes the bivalves and the
second includes Drosophila melanogaster, Danio rerio, Xenopus
laevis, Homo sapiens and Mus musculus.

3.3. MT, SOD, CAT, pi-GST and Se-GPx mRNA levels

The identification of MT in C. fluminea allowed us to study the
seasonal expression pattern of this gene in the digestive gland and
the gills. In the digestive gland, the highest MT transcript level
was observed in July and the minimum expression levels were
noted in February and December (Fig. 4). Similar results were
observed for SOD and CAT mRNA expressions, which tend to be
higher in July. No significant variation of pi-GST and Se-GPx mRNA
expressions were observed in the digestive gland.
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1
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61
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181
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G @ N g 6 DD Eg K g P
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tttatccgtttaaaactacttgcgttgttgaaaatttgtactttacactgtttggttctg
ttacagcggcgtatagagacacacgttttaataccacacggctatctcccgegatattet
gtaaaagctgttaataaccacgtgactaaccttgatgtcagcagaaagaaatcgaataaa
ttaatagtttatgcaaaaaaaaaaaaaaaa

Fig. 1. Complete coding sequence and deduced amino acid sequence of Corbicula fluminea metallothionein. The cysteine residues are highlighted.
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MSDPCNCAETGSCQCSAQ-CTSEGGCKCGPNCKC--GDGCACPGCKVVCNC - - -NGSCACG-QDCTGQSTCKC--GSDCSCKK-----
MSDPCNCIETGTCVCSES-CPA-TGCKCGLGCKC--GDGCKCSGCKVKCNCS - - -GSCGCG-KGCTGPENCKCANDSGCVCKVKCNCS
MSDPCNCTETGTCVCSNS - CPA-TGCKCGPGCKC- -GDECKCAGCKVKCNCS - SEGGCKCGDEKCTGPATCKC - -ESGCSCKK--- -~

10 20 30 40 50 60
| | | | |

C.fluminea MSDPCDCATTGTCKCSED-CTAESGCRCGTGCNC - -GDDCKCPGCKVVCKCS - - -GSCDCG-QGCTGPSTCKC- -ESDCSCK
M.lusoria MSDPCNCIETGTCKCSED-CSSTTGCRCGAGCKC - -GDACKCPGCKVVCKCAENNGECKCG-KGCTGPDSCKC--DQGCSCK
C.gigas
C.angulata
C.virginieca
B.azoricus MPAPCNCVETNVCICDTG-CSG-EGCRCGDACKCS-GADCKCSGCKVVCKCS - - -GSCACE-GGCTGPSTCKC- -APGCSCK
M.edulis
P.viridis
M.galloprovincialis
D.polymorpha

MPAPCNCIETNVCICDTG-CSG-EGCRCGDACKCS - GADCKCSGCKVVCKCS - - -GSCACG - KGCTGPLTCKC - -APGCSCK- - - - - -
MPSPCNCIETQVCICGTG-CSG-EGCRCGDACKCSSGCGCGCSGCKVVCKCQP - -GECACG-KQCTGPDTCKC - -DSSCSCK- - - - - -
MPGPCNCIETNVCICGTG-CSG-KCCQCGDACKCASG - - CGCSGCKVVCRCS - - -GTCACG - CDCTGPINCKC - -ESGCSCK-- - - - -
MSDPCNCVETGDCRCADGSCSDCSNCKCGDSCKC - - - SKPNCCGKNVTCKCG - - - ENCQCG - VGCTGPDSCTC - -DSGCSCK- - - - - -

Fig. 2. Comparison of the deduced MT amino acid sequence of Corbicula fluminea with several bivalves MT sequences available in GenBank. Amino acids in red are identical
in all species, amino acids in blue are identical in at least five species. The cysteine residues are highlighted.
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Fig. 3. Phylogenetic tree of metallothionein amino acid sequences of Corbicula
fluminea and several vertebrates (Danio rerio, Xenopus laevis, Mus musculus, Homo
sapiens) and invertebrates (Drosophila melanogaster, Dreissena polymorpha, Mytilus
galloprovincialis, Mytilus edulis, Perna viridis, Bathymodiolus azoricus, Crassostrea
virginica, Crassostrea angulata, Crassostrea gigas, Meretrix lusoria). PAM, minimal
distance between sequence; A, tree root; M, root of a subfamily that goes across
domains of life.

In the gills, MT and SOD transcript levels tend to be higher
in July; CAT and pi-GST transcript levels show faint variations. No
Se-GPx transcript level signal was detected in the gills.

The differences in tissue expression were also reported. MT
expression is higher in the digestive gland compared to the gills in
February, July and December. Similar differences were observed
for CAT and Se-GPx for each time studied.

4. Discussion

In the present study, we identified an MT complete coding
sequence from the freshwater bivalve C. fluminea. The MT cDNA
encodes a protein of 73 amino acids, which is the average size
(72-74 amino acids) of mollusc and nematode MT (Kdgi, 1991).
The deduced amino acid sequence shows the characteristic
MT features, particularly the 21 cysteines and the absence of
aromatic amino acid residues (Engelken and Hilderbrandt, 1999).
The comparison between the C. fluminea MT sequence and MT
of other bivalves revealed highly conserved cysteine positions.
The protein exhibits nine Cys-X-Cys motifs, these clusters
are involved in the capture of the metallic ions (Viarengo and
Nott, 1993).

The identification of MT sequence in C. fluminea allowed us
to study the seasonal expression of MT in parallel with SOD, CAT,
pi-GST and Se-GPx transcripts in the digestive gland and the gills
of this bivalve, over a 1-year period. Indeed, a biomarkers battery
can be used to evaluate exposure to different contaminants in
biomonitoring programmes in order to cover as many groups of
toxic compounds as possible (Cajaraville et al., 2000). In bivalves,
many studies used MT induction to monitor pollutions by heavy
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metals (Lionetto et al., 2001), induction of GPx activity to
point out PCB (polychloride biphenyls) and PAH (polycyclic
aromatic hydrocarbons) exposure (Martin-Diaz et al., 2007), CAT
induction to assess the presence of B[a]P (Benzo[a]pyrene) and
SOD and GST induction were related to B[a]P and PAH (Cheung
et al., 2001).

In our results, MT transcripts were higher in the digestive
gland and the gills of bivalves collected in July. This result could be
linked to the increasing metabolic activity related to the seasonal
temperature elevations. Indeed, temperature elevation is followed
by an increase of oxygen consumption resulting in ROS accumula-
tion (Rajagopal et al., 2005; Verlecar et al., 2007). Our results are
in correlation with those obtained with Mytilus galloprovincialis
exposed to different water temperatures (5, 18 and 25°C) for
34 days: the highest MT levels were obtained at 25°C (Serafim
et al, 2002). Mytilus edulis from the northern Baltic Sea also
showed a seasonal variability of the MT contents, higher
level being reported in summer (Leinio and Lehtonen, 2005).
However, studies on the MT seasonal variability provides
conflicting results: on the one hand, Mytilus galloprovincialis
showed higher MT levels in winter and lower in summer
(Ivankovic et al., 2005), on the other hand, no MT variations were
reported in M. galloprovincialis collected in different periods
(Petrovic et al., 2001; Bocchetti and Regoli, 2006). Therefore, in
the case of C. fluminea, it could be interesting to perform monthly
sampling between May and August to discriminate the effect
of water temperature and to show a possible correlation between
the increase of MT expression in July and the necessity of a
more efficient protection against peroxidative damage during this
period.

SOD and CAT expression also showed a tendency to be higher
in July. SOD catalyses the dismutation of superoxide into hydrogen
peroxide, which is the substrate of CAT. Therefore, temperature-
induced oxidative stress could explain the upward trend of SOD
and CAT transcript levels on summer. Enzymatic activities of SOD
and CAT showed similar seasonal patterns in M. galloprovincialis
from two Basque estuaries. Highest and lowest activities were
reported in summer and winter, respectively (Orbea et al., 2002).
An induction of SOD and CAT activities was reported in the brown
mussel Perna viridis in correlation with temperature increase
(Wilhelm Filho et al., 2001).

pi-GST transcript level showed no significant variation in the
digestive gland and the gills of C. fluminea. These results are in
agreement with those obtained on M. galloprovincialis: no
statistically significant seasonal variations of GST activity were
reported (Bocchetti and Regoli, 2006).

Se-GPx expression did not show a significant change in the
digestive gland of C. fluminea. Similar results have also been pointed
out in M. galloprovincialis (Orbea et al., 2002). Moreover, we did not
observe any signal in the gills. Very low Se-GPx mRNA level was also
reported in the gills in a precedent study performed on the
freshwater mussel Dreissena polymorpha (Doyen et al., 2008).

Higher MT, CAT and Se-GPx transcript levels were pointed out
in the digestive gland compared to the gills. Similar results have
been reported at the protein and enzymatic levels by other
authors in the bivalves Ruditapes decussates and M. edulis (Power
and Sheehan, 1996; Bebianno and Serafim, 2003; Geffard et al.,
2005). We observed that SOD and pi-GST transcript levels are
generally similar in both digestive gland and gills of C. fluminea, in
accordance with studies carried out on Perna perna (Almeida et al.,
2005) and Perna viridis (Verlecar et al., 2007).

The assessment of MT, CAT, SOD, GST and GPx seasonal mRNA
patterns will be useful prior to using these genes expression in
biomonitoring. Our results showed that the few fluctuations
observed at the mRNA level are supposed to correspond to
seasonal parameter such as water temperature.
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Fig. 4. Seasonal expression levels of MT, SOD, CAT, pi-GST and Se-GPx transcripts in the digestive gland and the gills of Corbicula fluminea. *indicates significant differences
between digestive gland and gills (P<0.05), # indicates significant increase on july (P<0.05).

5. Conclusion

A low increase of MT in July and a tendency of SOD and CAT
transcript levels to be higher in July were noted. We observed no
significant seasonal variation of pi-GST and Se-GPx mRNA level. It
is important to know the seasonality on the antioxidant status of
the bivalve studied for the interpretation of biomonitoring data.
According to our results, mRNA expression of these five genes
could be used as biomarker throughout the year.
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ﬁ Résultats et discussion

Etude de I'expression saisonniere des ARNm dessggmeé étoxication chez le

bivalve d’eau douc&nio tumidus

1. Résultats

Les niveaux d’expression des ARNm de SOD, CAT, $;&ST-pi et MT dans les glandes
digestives dJnio tumidusprélevées en avril, juillet, septembre et décensbre décrits dans

la figure 36. Le pH et la température de I'eau@Btmesurés a chaque prélevement (Tableau
11).

Auvril Juillet Septembre Décembre
Taille des bivalves (cm) [6,5-8] [6-8] [7-8,5] [651
pH 7,84 8,73 9,18 8,87
Température (°C) 13 28 23,5 5,2

Tableau 11 : Taille dddnio tumidus pH et température de I'eau mesurés lors desvaients.

Les niveaux de transcription de CAT, Se-GPx et @bprésentent des profils similaires : le
niveau d’expression le plus faible est observéwih, @uis une augmentation de I'expression
est notée en juillet, septembre et décembre, ane®ypression maximale en décembre. Les
niveaux de transcrits de MT les plus faibles sootés en avril et juillet, suivi d'une
augmentation de I'expression a partir de septerabee un niveau maximal en décembre. Le
niveau d’expression le plus faible de la SOD eslefgent observé en avril et les niveaux les

plus élevé en juillet, septembre et décembre.

2. Discussion

Le métabolisme des bivalves est connu pour vaxiec éa saison en réponse a des facteurs
abiotiques tels que la température ou la saliritéa des facteurs biotiques tels que la
disponibilité alimentaire ou le cycle de reprodaot{Livingstone, 1981).

Dans notre étude, I'expression des ARNm de SOD, ,C3a&-GPx, GST-pi et MT est plus

élevée en décembre. Une augmentation des astdatéa SOD, de la CAT et de la GPx a été
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Figure 36 : Niveaux d’expression transcriptionnaille@malisée saisonniers des transcrits de SOD,

CAT, Se-GPx, GST-pi et MT dans les glandes digestiUnio tumiduset deCorbicula fluminea
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reportée en novembre au niveau des glandes digestigPerna viridis (Verlecar et al.,

2008). Des études réalisées Blacoma balthicaet Mytilus galloprovincialisont montré une
augmentation du niveau de MT en hiver, alors qaenleeaux les plus faibles sont notés en
eté (Bordin et al., 1997; Ivankovic et al., 2003he influence de la saison sur les activités de
la SOD et des GST a également été demontrée Migglus galloprovincialis Les activités
les plus fortes sont observées en hiver (févriérJes plus faibles au printemps (mai)
(Borkovic et al., 2005).

Le niveau d’expression des geénes antioxidants thea tumidusparait étre corrélé avec la
saison. La faible température mesurée en décerBl#®C) pourrait induirent un stress chez
les organismes, déclenchant ainsi les défensesexgdéintes. Il a ainsi été montré que la
moule Modiolus modioluscompense la diminution de température par I'audgatem des
concentrations seuil en enzymes métaboliques (Less@use, 2004).

Le cycle de reproduction associé a la diminutioradbiodisponibilité en phytoplancton qui
constitue la source énergétique majeure pour lganismes filtreurs durant I'hiver, peuvent
affecter le métabolisme des bivalves. Une étudapbsur les organismes macrobenthiques a
montré que les variations de température avaieatinifuence sur le systeme digestif et le
développement des gonades (Brey, 1995). Cheldriasdeg la gamétogenése commence en
septembre jusqu’en novembre, puis débute I'étapendtiration qui s'achéve en février-
début marsSereflisan et al., 2009). L’'augmentation de I'expressiotad8OD, de la CAT, de
la Se-GPx, de la GST-pi et de la MT en septembiEeeembre chenio tumiduspourrait
étre corrélée a 'augmentation de I'activité métahe liee a la diminution de la température
qui est succeptible de provoquer des changememts/eau du statut nutritif et hormonal.

Le niveau d’expression des ARNm de SOD augmentded@®is de juillet et se maintient en
septembre et en décembre. La SOD est une enzynwxyalente majeure qui convertit
I'anion superoxyde en peroxyde d’hydrogéne. Noslltés pourraient donc suggérer que
'anion superoxyde est produit durant les activithétaboliques dés le mois de juillet.
L’élévation de la température permet la libérattms larves chelnio tumiduset pourrait

provoquer 'augmentation de I'activité métaboliqgida production de ROS.

ChezUnio tumidusles niveaux d’expression des genes antioxidamtspas faibles en auvril.
Au printemps, les bivalves ne sont pas soumis astmess lié a la température ou a

linsuffisance de ressourse alimentaire puisque témpérature et la production de
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phytoplancton augmentent durant cette période.lus faible expression des ARNm parait

donc corrélée a la diminution du stress oxydantigitoe biotique ou abiotique.

3. Comparaison des résultats obtenus dans les études d’expressions

saisonnieres menées chez Unio tumidus et Corbicula fluminea

Lors d’'une étude précédente, nous avons mesurprésgion saisonniére de la SOD, de la
CAT, de la Se-GPx, de la GST-pi et de la MT cBexbicula flumineasur une période de 1
an. Cette étude nous a permis de noter une augmoantiai niveau de transcrits de MT et une
tendance du niveau de transcrits de SOD et de CAlgenenter en juillet. L'expression des
ARNmM de Se-GPx et de GST-pi n'ont pas montré datrans.
Unio tumiduset Corbicula flumineasont deux especes différentes de par :
» |eur mode de reproduction :
- U. tumidusest uniséxué a fécondation interne et ovipares,
- C. flumineaest hermaphrodite.
» |eur démographie :
- U. tumidusest autochtone du nord est de la France et d’leuceptrale et
septentrionale,
- C. flumineaest invasive et sa répartition naturelle s'étenct aégions

tropicales et sub-tropicales d’Asie, d’Afrique, digtralie, et de la Nouvelle-Guinée.

Des analyses en composantes principales (ACP)xgesssions d’ARNm de SOD, CAT, Se-
GPx, GST-pi et MT au niveau de la glande digestiles, températures et du pH de I'eau pour
Unio tumidusainsi que de I'oxygene dissous et de la conduétipourCorbicula fluminea
ont été réalisées pour chaque campagne de prélatehes deux premiers axes ont été

sélectionnés en raison de la rupture de penteequisluccéde.

Les variables injectées dans les ACP realiséedesudonnées d€orbicula fluminea et
d’Unio tumidusapparaissent comme étant informatives dans les (HaRF2 présentés. lls
expriment respectivement plus de 60 et 90 % dail@ance totale (Figures 37a et 38a).
ChezCorbicula flumineal’axe F1 est principalement défini par le nivetexpression de la
MT ainsi que la température de I'eau. L'axe F2 eqasaint a lui essentiellement corrélé au

niveau d’expression des ARNm de GST-pi.
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Figure 37 : Analyses en composantes principalessgpeessions d’/ARNm de SOD, CAT, Se-GPx,
GST-pi et MT, des températures (T), du pH, de lggxye dissous (02) et de la conductivité (Cond) de
'eau chezCorbicula fluminea (a) Le cercle des corrélations des variablesyaaak. (b) La carte
factorielle présentant les variations saisonnigéedsn les axes sélectionnés.
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Figure 38 : Analyses en composantes principalesegpeessions d’ARNm de SOD, CAT, Se-GPx,
GST-pi et MT, des températures (T) et du pH deu’'ehezUnio tumidus (a) Le cercle des
corrélations des variables analysées. (b) La tacterielle présentant les variations saisonniéedsn
les axes sélectionnés.
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L’analyse de la carte factorielle de la périodetutié, présentée Figure 37#hajt apparaitre

des différences marquées dans les variations saégen. L'axe factoriel F1 qui exprime 46
% de la variance totale sépare le mois de juillet chois de décembre, février, avril et
septembre qui représentent un gradient. Cettegeptation refléte la différence d’expression
de la MT, de la CAT et de la SOD qui sont plusdorént exprimés en juillet, mois ou la

température de I'eau est la plus élevée.

ChezUnio tumidus I'axe F1 est défini par I'expression des ARNm degses de détoxication
alors que l'axe F2 est corrélé a la températueaigtH de I'eau.

L'analyse de la carte factorielle présentée Fi@d8le montre que I'axe F1 qui exprime 62 %
de la variance totale, sépare les mois étudiéomnaht un gradient (décembre, septembre,
juillet et avril), ce qui correspond aux différescde niveau d’expression des genes de
détoxication. En effet, les niveaux d’expressiagnpéus élevés chdanio tumidussont notés

en décembre, les niveaux intermédiaires sont obserm septembre et juillet, et les niveaux
d’expression les plus faibles en avril. Les 29 %itohnels de la variance sont révélés par
'axe F2 qui délimite nettement I'ensemble formé& [ mois de décembre et avril, situés
dans la moitié inférieure du graphique, des moisajgembre et juillet, situés dans la moitié
supérieure. Ces groupes se corrélent a la températuau pH de l'eau puisque avril et
décembre correspondent aux mois ou la températdeeH sont les plus faibles alors que
septembre et juillet présentent les températurkssgiH les plus élevés. Par ailleurs, le cercle
des corrélations nous apprend que contrairemenCoébicula fluminea les niveaux
d’expression des ARNm ché&inio tumidusne sont pas corrélés a la température, bien qu’'une
composante saisonniere existe : la figure 38btikubien la répartition sur I'axe F1 des
différents mois en fonction de I'expression des ARNIl est donc probable que ces
expressions soient corrélées a un parametre vat@antaniere saisonniére mais non mesuré
ici. De plus, septembre et décembre forment degasuae points plus dispersés ce qui
caractérise des différences inter-individus plupadntantes. Or septembre correspond a la
période gamétogénése et décembre au début de laratmat : les variations inter-
individuelles pourraient donc étre corrélées adecgie reproductiod’Unio tumidus

Les positions des points de prélevement mensuelkesiplans factoriels des deux bivalves
s’organisent le long d’'une ellipse qui caractétes variations saisonnieres. Les centres de

gravité, correspondant a chacun des mois, se dudeas I'ordre chronologique.
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Figure 39 : Analyses en composantes principalessgpeessions d’/ARNm de SOD, CAT, Se-GPx,
GST-pi et MT des deux bivalves. (a) Le cercle dasétations des variables analysées. (b) La carte
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Ces observations peuvent étre confirmées et pexcisér les résultats de I'analyse conjointe

des niveaux d’expression des ARNm des génes deidétion chez les deux bivalves
étudiés, dont 'ACP et la carte factorielle sorégentées Figure 39. Les deux bivalves sont
clairement discriminés en fonction des axes F12egxprimant 70 % et 22 % de la variance

totale.

Chez la corbicule, les centres de gravité des @tnidiés sont beaucoup plus rapprochés par
rapport aux centres de gravitéUdiio tumidus Cette observation pourrait témoigner d’'une

plus forte similarité des niveaux d’expression gemes de détoxication tout au long de

'année chez la Corbicule.

La répartition des nuages de points par mois &udst globalement plus homogéne chez
Corbicula flumineaque chezZUnio tumiduset pourrait étre corrélée a des différences inter-
individuelles moins importantes.

De plus, cette analyse conjointe nous apprend egi@iveaux de SOD, GST-pi et Se-GPx

varient peu cheZorbicula flumineacomparativement &Binio tumidus alors que I'échelle de

variation de MT et CAT sont similaires chez lesxleapéces.

Cette étude démontre I'importance des facteursduies et abiotiques autre que les polluants
chimiques sur le niveau d’expression des genestixidation chez le bivalvignio tumidus
L’interprétation des réponses de ces genes engtantbiomarqueurs sur une étude a long

terme doit donc étre réalisée avec précautions.
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PARTIE 3
ETUDE DE L'EXPRESSION DES GENES DE DETOXICATION CHE Z
DES BIVALVES SOUMIS A DIFFERENTES PERTURBATIONS

PUBLICATION 2
Early defence responses in the freshwater bivatwbicula flumineaexposed

to copper and cadmium: transcriptional and histosbal studies

L’objectif de cette étude est de mettre en évidahe® réponses précoces d’exposition au
cuivre et au cadmium chez le bival@®rbicula fluminea Des groupes de six individus ont
été soumis aux conditions d’exposition suivantewipat 12h :

- exposition au cuivre seul : 10 ou 50 pg Cul/L,

- exposition au cadmium seul : 2, 10 ou 50 pg Cd/L,

- exposition aux meélanges : 10 pg Ce/LO pg Cd/lou 50 pug Cu/l+ 50 pg Cd/L.

Les niveaux d’expression des ARNm de la SOD, deAad, de la Se-GPx, de la pi-GST et de
la MT ont été mesurés dans la glande digestivesbtanchies grace a la technique de RT-
PCR en temps réel (Tableau 12). L’étude histologlidu systeme lysosomal et des lipides
neutres a été réalisée dans la glande digestivebikadves. La Réponse Intégrée des
Biomarqueurs (IBR) a ensuite été calculée dansue de standardiser les valeurs des

biomarqueurs seuls et ensembles, afin de fadiitéerprétation des effets biologiques.

Au niveau de la glande digestive, nous avons olsene diminution de I'expression de la

SOD aprés une exposition a 10 pug Cu/L, puis unenauatation aprés 50 pg Cu/L. Une

augmentation de I'expression de la SOD apres upesion a 10 pg Cd/L a également éte
notée et pourrait suggérer son implication dansligautation de I'anion superoxyde en

peroxyde d’hydrogéne.

L’expression de la Se-GPx augmente au niveau dexhies aprés une exposition a 10 ug
Cu/L, ainsi qu’a 2, 10 et 50 pg Cd/L. Ce résultatitpétre d a la production de peroxyde
d’hydrogéene produit par la conversion de I'aniopesoxyde résultant de la toxicité du cuivre

et du cadmium.
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Une augmentation significative de I'expression ABNm de GST-pi a été observée dans les
branchies aprés une exposition a 10 ug Cd/L, 50 ¢tg Cu/L.

Le niveau d’expression des transcrits de MT augensignificativement en réponse a une
intoxication a 50 pug Cu/L et 2, 10 et 50 pg Cd/hglées branchies, et a 10 ug Cu/L dans la
glande digestive.

Une inhibition de I'expression de la SOD, de la CAIE la Se-GPx et de la GST-pi a été
notée dans la glande digestive aprés une expositid® pg Cu/L. Une diminution de
'expression de la SOD et de la CAT dans les briescbt de la MT dans la glande digestive a
egalement été observée avec les plus fortes coatiens en Cu et en Cd. Ces observations
suggerent un effet toxique des métaux.

Les niveaux d'expression de la Se-GPx et de la @S¥ans les branchies et de la MT dans
les glandes digestives augmentent en réponse daible concentration en métaux, mais
tendent a diminuer apres une exposition a 50 pg/lCd ou Cd, ce qui suggere un possible

effet hormétique. Les capacités des organismegoaitiér les ROS peuvent étre débordées.

Cu Cd Cu+Cd
10 50 2 10 50 10+10  50+50
SOD-GD - + + -
SOD-BR - - - -
CAT-GD - - - ++
CAT-BR —— - - - - - -
Se-GPx-GD - - -
Se-GPx-BR ++ + + + + +
GST-pi-GD - - - - - -
GST-pi-BR ++ + + + +
MT-GD + - - - -
MT-BR - + + + + + + +

Tableau 12 : Récapitulatif des niveaux d’expressiemn ARNm de SOD, CAT, Se-GPx, GST-pi et
MT dans la glande digestive (GD) et les branchisd®) (deCorbicula flumineaaprés intoxication a 2,
10 ou 50 pg/L de cuivre et/ou cadmium pendant 12h.

(+) : augmentation significative du niveau d’exsies par rapport au témoin.

(-) : diminution significative du niveau d’expressioar papport au témoin.

( ) : aucune différence significative par rapgrttémain.

Les bivalves exposés au cadmium montrent un dépetopnt plus faible du systeme
lysosomal en raison d’'une plus faible quantité yidomes et non d’'une diminution du
volume des lysosomes. Cette observation est ephosenarquée chez les individus exposés
aux mélanges. Nous pouvons émettre I'hypotheselapiéysosomes contenant des métaux
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sont immédiatement expulsés des cellules.

Au contraire, le systeme lysosomal des organismesses au cuivre tendent a disposer d’'une
densité de surface plus importante, associée avegquantité de lysosomes plus élevée. Ces
observations pourraient étre dues a la fissiorptiesgrands lysosomes. Il a été établi que les
métaux peuvent étre neutralisés par la formationcdmplexes MT-métaux, qui sont
transportés dans les lysosomes pour minimiser [@essibles effets toxiques. Les lysosomes
et les MT jouent ainsi un réle important dans ltgiEation des métaux chez les invertébrés.
Les résultats ont montré une diminution de la gt lipides neutres aprés une exposition
au cuivre et au cadmium, ce qui pourrait étre dueeéaaugmentation de la consommation de
cette ressource énergétique dans le but de maitesrprocédés de détoxication cellulaires.
L’analyse de 'IBR nous a permis de noter que liést® de la combinaison du cuivre et du

cadmium sont additifs au niveau de la réponse mesdrqueurs.

Peu d’études sur la réponse précoce de I'expressides ARNm ont été réalisées chez les
bivalves d’eau douce. Ces travaux mettent en évidea la réponse du systéme lysosomal,
des lipides neutres et de tous les genes testés @i2s en réponse a un stress oxydant
géneéré par le cuivre et le cadmium. Nos résultatsiggerent que I'expression des ARNm

de SOD, CAT, Se-GPx, GST-pi et MT ainsi que le sy®whe lysosomal et les lipides

neutres peuvent étre utilisés comme biomarqueurs pcoces d’exposition au cuivre et au

cadmium chezCorbicula fluminea. L'utilisation d’une batterie de biomarqueurs parait

nécessaire pour I'évaluation des effets biologiqueune pollution environnementale.
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Early defence responses in the freshwater bivalv@orbicula fluminea

exposed to copper and cadmium: transcriptional andhistochemical studie$

Aurélie Bigot*, Laétitia Minguez*, Laure Giambérinand Francois Rodius*

* Lab. L.I.E.B.E - Université de Metz, CNRS UMR ®,&Rue Delestraint, 57070 Metz, France

Abstract

The aim of the present study was to measure the eféects of copper (10 and 50 pg/L) and
cadmium (2, 10 and 50 pg/L) in the freshwater big&orbicula flumineaexposed for 12h in
laboratory. Transcription levels of superoxide diase (SOD), catalase (CAT), selenium-
dependent glutathione peroxidase (Se-GPx), pi-ctiagathione S-transferase (pi-GST),
metallothionein (MT) in digestive gland and gillsnd response of lysosomal system and
neutral lipids in digestive gland were determiné@grathe exposure period. Results showed
that lysosomal system, neutral lipids content amdegexpression were modified, suggesting
their early response against oxidative stress aedt tmportant role in cell integrity. The
integrated biomarker response was calculated amdeshthat the effects of the combinations
of Cu and Cd on the biomarker responses are additM and pi-GST mRNA expressions
correspond to the broadest ranges of responseffidier’t biomarkers should have an early
warning capacity, SOD, CAT, Se-GPx, pi-GST, MT esgsions, lysosomal system and

neutral lipids could be used as biomarkers of nmiatamination in the aquatic environment.

Keywords: cellular and molecular biomarker€prbicula fluminea copper, cadmium,

antioxidant system, lysosomes.

! Article soumis a Environmental Toxicology
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1. Introduction

Environmental pollution by metals had increasethanlast decades due to their extensive use
in agricultural, chemical and industrial proces3#® selected two metals, copper (Cu) and
cadmium (Cd), which are among the main toxic medai®cted in the aquatic environment.
Although Cu is a trace element essential to lifés also one of the most toxic heavy metals
catalysing the formation of ROS (reactive oxygeacsgs) through the Haber-Weiss reaction
(Kayali and Tarhan 2003). Cd can also generateatixiel stress, but the mechanisms are
poorly understood.

Exposure of marine mollusks to metals had showmxadative stress induction due to the
formation of ROS (Viarengo et al. 1990). To protegainst oxidative stress, organisms
possess defences such as superoxide dismutases),(®@Rlase (CAT), glutathione
peroxidases (GPx), glutathione S-transferases (@8d)metallothioneins (MT).

SOD, CAT and GPx are major components of the aitléo# system. SOD catalyses the first
step converting superoxide radicals to hydrogerpéde and divalent oxygen (Fridovich
1989), then CAT and GPx catalyse the reduction yafrdgen peroxide (Deisseroth and
Dounce 1970). Two GPx isoforms have been identifssfienium-dependent GPx (Se-GPx)
and selenium-independent GPx. Se-GPx catalysesethection of organic and inorganic
peroxides while selenium-independent GPx reducdg organic peroxide (Almar et al.
1998).

GST are a multifunctional family of cytosolic enzgm involved in phase i
biotransformation. They catalyse the conjugationet#ctrophilic substrates with reduced
glutathione (Ketterer et al. 1983). Eight classéssoenzymes can be distinguished, alpha,
beta, zeta, theta, kappa, mu, pi and sigma, basdidear substrate specificity, immunological
properties and protein sequence homology (Sheehah 2001). Among GST isoforms, pi-
class GST is the highest expressed (Salinas and)\Wa®0).

MT are also involved in antioxidant defences viaitltapacity to scavenge hydroxyl radicals
(Thornalley and Vasak 1985), but their predomirraid is linked to cellular homeostasis and
detoxification of essential and non-essential nsef@oesijadi 1996; Vasak 2005). MT
binding to excess of metals protects the organigainat cytotoxicity (Cajaraville et al.
2000).

Like MT, the digestive lysosomal system plays armpontant role in sequestration and
detoxification of toxic metals, therefore inducingeasurable changes in the volume, size and

number of lysosomes (Moore 1988; Regoli 1992). Netuipids represent an important
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energy source for bivalve molluscs, particularlyridg gametogenesis. The neutral lipid
content can be influenced by several environmdatdabrs, like the food quality/quantity or
exposure to some pollutants. Several studies Hamersan accumulation of neutral lipids in
tissues associated with lysosomal system damages. i8creased levels are often attributed
to a chemically induced lipidosis and regarded @eciéic biomarkers of organic pollution
(Domouhtsidou and Dimitriadis 2001; Moore 1988).hét stressors such as metal
contamination seem to deplete digestive neutra Bnount (Regoli 1992). Lysosomes and
neutral lipid levels give general information abdbe physiological state of organisms
(Domouhtsidou and Dimitriadis 2001; Guerlet et28l06; Moore 1988).

The use of antioxidant enzymes, MT, lysosomal syséed neutral lipids as biomarkers of
metal contamination has been evaluated by sevetAbis inDreissena polymorphdDe
Lafontaine et al. 2000; Gagné et al. 2002; Gianmbénd Cajaraville 2005Mytilus edulis
(Lemoine et al., 2000Mytilus galloprovincialis(Hoarau et al. 2006) ardrassostrea gigas
(Geffard et al. 2002; Jo et al. 2008).

Bivalve molluscs are relevant species to studyqinaity of the aquatic environment. They
are sedentary, filter water to cope with nutritibaad respiratory needs and can accumulate
pollutants. Corbicula flumineais a freshwater bivalve originating from Asia, wini has
progressively colonised North America and Europeti@ and Morton 1979).

The aim of this study was to measure a set of hikensa (SOD, CAT, Se-GPx, pi-GST, MT,
lysosomal system and neutral lipids) as early waynsignals of chemical exposure in
Corbicula fluminea Clams were exposed to CyGind CdC] for 12h. Fewer studies have
been performed on short-time exposure in ordehtavspossible early response. SOD, CAT,
Se-GPx, pi-GST and MT mRNA levels were studiedha tigestive gland and the gills,
whereas lysosomal system and neutral lipids wesdysed in the digestive gland. These
tissues have been chosen as they are importaet angans for metal accumulation (Tanhan
et al. 2005). Integrated biomarker response (IBR$ walculated as defined by Beliaeff and
Burgeot (2002). This method standardises the vatidesingle biomarkers and puts them

together, enhancing the interpretation of biolobgfects (Damiens et al. 2007).
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2. Materials and methods

2.1. Exposure protocol

Corbicula flumineaadult specimens (27 to 37 mm in length) were ctéeat a reference
location (Moselle River, France). They were acctized to the experimental conditions for 2
days in dechlorinated water under oxygenation. rAftes step, mussels were randomly
divided into groups of six specimens. Each group subjected to an exposure condition, six
specimens were kept as controls (T-Oh). The exposas conducted at 18°C in 1 L tanks.
Mussels were exposed to 10 and 50 pug Cu/L; 2, #058nug Cd/L; and mixtures of 10 pg
Cu/L+ 10 pg Cd/Land 50 pg Cu/k 50 pg Cd/l. Cu exposure levels were chosen aouprd
to a previous study performed in our laboratorychhshowed a significant increase of the
volume of the digestive lysosomal and peroxisonyatesn inDreissena polymorphafter 2
days of 10, 20 and 40 pg Cu/L exposure (unpublistesdlts). Cd exposure levels were
selected to surround the water quality limits fantan consumption (10 pg/L) established by
the World Health Organization.

After 12h, organisms were collected at each caorlifcontrol and exposure) to measure the
SOD, CAT, Se-GPx, pi-GST and MT mRNA expressiond &m analyse the lysosomal
system response and the levels of neutral lipidge®ive gland and gills from each
Corbicula were immediately dissected. A piece of each digesgland was cryoprotected
during 10 minutes in phosphate buffer solution 380 pH 7.4) containing 10% sucrose,
embedded in Shandon Cryomatrix, frozen in nitrogapors and conserved at -80°C until
sections (Giambérini and Cajaraville 2005). Themmes were used for the histochemical
study of lysosomes and neutral lipids. Gills angl iimaining digestive glands were placed in
4 M guanidium isothiocyanate solution (Fermentds ktiences, Vilnius, Lithuania) and also

conserved at -80°C in liquid nitrogen to avoid RNégradation.

2.2. Total RNA extraction and cDNA synthesis
Total RNAs were extracted from 30 mg of tissue gsihe RNeasy Mini Kit (Qiagen,
Valencia, USA). The RNA integrity was estimatedddgctrophoresis on a 1.5% agarose gel

in TAE (Tris 40 mM, Acetic acid 1 mM, EDTA 40 mM)ulfer and visualisation under UV
light.
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Reverse transcription was performed opglof total RNA using the Revert Aid MuLV RT
Kit (Fermentas Life Sciences, Vilnius, LithuaniReaction was conducted at 42°C for 30 min
in 10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, 5 mM MgG| 1 mM dNTP mix, 2.5 uM of OligodT primer,
2.5 U/uL of Revert Aid MuLV RT and 1 U/uL of Ribatk RNase Inhibitor.

2.3. Quantitative real-time PCR

Evaluation of SOD, CAT, Se-GPx, pi-GST and MT gex@ressions were carried out by
real-time quantitative PCR using a SYBR Green dy@plied Biosystems, Foster City, USA)
in a MiniOpticon System according to the manufaatgr instructions (Bio-Rad, Hercules,
USA). Specific primers (SOD.CF400, SOD.CR400, CAH300, CAT.CR300, GPx.CF100,
GPx.CR100, GST.CF100, GST.CR200, MT.CF400 and MB@R were used to amplify
cDNA of SOD, CAT, Se-GPx, pi-GST and M:actin cDNA was co-amplified as control
using ACT.F100 and ACT.R200 primers. The primersrewebtained from Invitrogen
(Carlsbad, USA) and their sequences are given lmeTh

Negative controls were carried out: no templatetradr{NTC) and no reverse transcriptase
control (No RT). NTC provides a control for extdroantamination or other factors that can
result in a nonspecific increase in the fluoreseesignal. No RT control should show no
amplification in the subsequent PCR step since Dpblymerase cannot amplify RNA
templates. Optimal primers quantity was evalua@dss a range of concentrations between
150 and 600 nM. Dilutions of the cDNA mixture beemel:10 and 1:160 were tested to
calculate the PCR efficiency (E), the results atkdated in legend of figure 1.

PCR were performed in triplicate in the followingxtare: 4 puL of diluted cDNA, 10 pL of
Power SYBR Green PCR Master Mix, and 300 nM of A@TMT primers, or 600 nM of
SOD, CAT, pi-GST or Se-GPx primers. The PCR stepsisted of 3 min-initial denaturation
at 95 °C followed by 40 cycles of heat denaturativ@5 °C for 30 s, annealing at 60°C for 30
s, polymerisation at 72°C for 30 s, and a 10-mmalfiextension at 72°C. A melting curve of
PCR products (30-98°C) was also performed to entheeabsence of artifacts (data not
shown).

Fluorescent signal from each PCR reaction was aelieas peak-normalised values plotted
versus the cycle number. The normalized fold SOBT CSe-GPx, pi-GST or MT expression
was calculated from the“2“' method (Livak and Schmittgen 2001) taking intocact the
PCR efficiency (E). The Ct corresponds to the nundfé®CR cycles at which a significant

exponential increase in fluorescence is detected.
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2.4. Histochemistry and Image analysis

Four to six sections (8um) of digestive glands wewne¢ in a CM3000 cryostat (Leica

Instruments GmbH, Germany) and conserved at -8@tiCrequired for staining.

2.4.1. Revelation of the lysosomal system and aklipids
The cytochemical reaction for lysosonflaglucuronidase was carried out in unfixed cryostat
sections using the substrate Naphthol AS3E)-glucuronide (Sigma N1875) as described by
Cajaraville (Cajaraville et al. 1991), and adaptedreshwater organisms by Giambérini and
Cajaraville (2005). An incubation in the substratedium containing acetate buffer 0.05 M,
NaHCG; 50 mM, polyvinyl alcohol at a 20% (w/v) was cadieut at pH 4.5 and 37°C for 30
min in moist atmosphere. After a rinsing step viNthClI, slides were stained with Fast Garnet
GBC (Sigma F8761) (0.1% in phosphate buffer 0.0 7.4), and then fixed in Baker’'s
formol before mounted in Kaiser’'s gelatine.
Unsaturated neutral lipids were demonstrated byeull O staining (Moore 1988). Cryostat
sections were fixed in Baker's formol for 15 mimllébwed by a rinsing step with
triethylphosphate (60% in distilled water), stainada 1% solution of Oil Red O in 60%
triethylphosphate and washed in 60% triethylphospha

2.4.2. Image analysis
Biomarker responses were quantified by image amsa{ysalysis pro 3.2, Olympus) using a
Sony DP 50 colour video camera connected to an @igmBX 41 microscope with a 100-x
objective. For each individual, five fields of viewere randomly analysed on one section.
Areas not belonging to digestive tissues were dilethfrom the analysis. Four stereological
parameters were calculated for lysosomes: volumnmsige (Vv = Vi /V¢), surface density
(Sw. = S/V¢), surface to volume ratio (8/.), and numerical density (N\v= N, /V¢) where C
= digestive cell cytoplasm, L = lysosomes, N = neml!$ = surface, V = volume. For neutral
lipids, only surface densities could be calculai®d,. = S\/Vc, where C = digestive cell
cytoplasm, NL = neutral lipids, S = surface and Watume), indead neutral lipid droplets
often formed clusters in the digestive gland cetid their separation with image analysis was
difficult.
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2.5. Data analysis

For all statistical analysis, differences were cd&®d as significant if P<0.05. SOD, CAT,
Se-GPx, pi-GST and MT expressions in the digesilaad and the gills were analysed with
the parametric Student test using Statgraphics lftware (Statgraphics, 1995).

Responses of lysosomal system and neutral lipidgeats were studied with one-way
analysis of variance (ANOVA) followed by Duncantsst after testing homoscedasticity of
the data (assessed by Brown-Forsythe test), udaijsita software version 7.1, Statsoft,
USA.

A method allowing the visualization of responsetqrais of a battery of biomarkers termed
“Integrated Biomarker Response” (IBR) was appliedt this experiment (Beliaeff and
Burgeot 2002). In a first step, an IBR gatheringD6@AT and Se-GPx expression in the
digestive gland was calculated and named “OxStrd$® final IBR consisted of “OxStress”,
pi-GST, MT, lysosomal system and neutral lipidsly®urface density (Y among the four
lysosomal parameters was used for star plots egaiz in order to avoid a lysosomal
response over-represented in the final index valMlereover, Sy corresponds to general
response of lysosomal system. The basis of theulasilen for each biomarker is briefly
described here (Beliaeff and Burgeot 2002). (1)c@ation of mean for each exposure
condition. (2) Standardisation of data for eachosxpe conditionY = (X — m)/swhereY is
the standardized value of the biomark¥rjs the mean value of a biomarker from each
exposure condition, m is the mean of the biomaclkdculated for all the exposure condition,
ands is the standard deviation calculated for the empogondition-specific values of each
biomarker. (3) Using standardized dafawas computed asY in the case of an activation
and-Y in the case of an inhibition, then the minimumueafor all exposure condition for
each biomarker was obtained and added.tBinally the scores was computed aS =Z +
Iminl whereS> 0 andimin| is the absolute value. Star plot areas were caledlfor all the
biomarkers treated. Finally, the integrated bioreanesponse for each exposure condition

and biomarker was calculated via the following fata

IBR=%Sin(Z/N) XS XS+ ... +%Sin(2/n) X S1x S
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3. Results

3.1. Biomarkers of defence response€anbicula flumineadigestive gland

The results of SOD, CAT, Se-GPx, pi-GST and MT gexgressions are reported in Fig. 1.

In the digestive gland, a significant decrease ©DSCAT, Se-GPx and pi-GST transcript
levels and a significant increase of MT transclépel were observed after exposure to 10 pg
Cu/L. Cd exposures and mixtures of Cu and Cd prediicdecrease of pi-GST mRNA level.
CAT transcript level increased significantly afeetposure to mixture of 50 pg CuA.50 pg
Cd/L.

3.2. Biomarkers of defence response€anbicula flumineagills

In the qills, exposure to 10 pug Cu/L produced aificant increase of Se-GPx and pi-GST
MRNA expressions compared to control (Fig. 1). &dosure produced an increase of Se-
GPx expression level at 2 and 10 pg Cd/L treatmestsreas pi-GST expression showed
only a significant increase at 10 pg Cd/L treatménsignificant increase of MT expression

was observed at 2, 10 and 50 pg Cd/L exposure.xosere to metal mixtures increased
MT, Se-GPx and pi-GST mRNA expressions. A significdecrease of CAT expression was
observed after metal mixtures exposures and noteffas observed for SOD expression.

3.3 Biomarkers of physiological integrity @orbicula flumineadigestive gland

The quantitative measurement results of the lysas@ystem structure and neutral lipids

accumulation are reported in Fig. 2. Lysosomalewstolume and surface, and numerical
density showed a significant metal effect, wherthes surface to volume ratio, which is

interpreted as the inverse of the lysosomal simmlalyed no variation according to metals.
Volume, surface and numerical density parametedei to increase in clams exposed to Cu,
whereas in organisms exposed to 50 pg Cd/L thesamgders displayed a significant

decrease compared to control. This reduction washnmmarked in clams exposed to the
mixture, which presented about three-times lesstaodtimes smaller lysosomes than non-
exposed organisms. No significant difference bebwaetal concentrations was observed. A
decrease of the neutral lipid amounts was obsarvelhms for each exposure condition. This

depletion was more pronounced in clams expose@ {oglCu/L, 50 pg Cd/L and mixtures.
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3.4. Integrated biomarker response€aorbicula flumineadigestive gland

The integrated biomarker responses are shown ir8Fig

The final IBR (“OxStress”, pi-GST, MT, LS and NLhewed that in clams exposed to Cu and
Cd, the higher responses were obtained with 50 pfi @nd 50 pg Cd/L. The highest
response was obtained with the mixture of 50 pd-@u0 pg Cd/L showing that the effects
of the mixtures of Cu and Cd on the final biomane=mponses are additive.

Major biomarkers responses are pi-GST and OxStoeszsand 10 pug Cd/L, pi-GST and MT
for 50 pg Cd/L and for the mixture of 10 ug Cu/l10 pg Cd/L. For the mixture of 50 ug
Cu/L+ 50 pg Cd/L, lysosomal system and neutral liplissged highest responses.

4. Discussion

Our results showed increase or decrease of biomaesponses in organisms exposed to
metals.

Fifty pg Cu/L exposure had no significant effecttba CAT expression in digestive gland. In
the freshwater planaria®ugesia (Girardia) schubarti CAT activity was induced at
concentration of 40, 80 and 160 pg Cu/L after 24posure (Guecheva et al. 2003). It could
be interesting to test longer time exposures tavshgossible CAT induction at the mRNA
level.

In the digestive gland, SOD expression decreased Hy pug Cu/L exposure, then increased
after exposure to 50 pg Cu/lSimilar results have been observed in cl&uditapes
decussategxposed to 0.5, 2.5 and 25 pg Cu/L (Geret et@2p Cd inhibits the electron
transfer chain and causes superoxide radical faomgWang et al. 2004). Therefore, the
increase of SOD expression @orbicula flumineadigestive gland exposed to 10 ug Cd/L
could suggest its active involvement in dismutabbsuperoxide to hydrogen peroxide.
Se-GPxmRNA expression increased after exposure to 10 wg,@nd after exposure to 2,
10 and 50 pg Cd/L in the gills. These increases beague to the production of hydrogen
peroxide resulting from the continue conversionsaperoxide as a result of Cu and Cd
toxicity. These results are consistent with othiadigs: GPx activity increased in the gills of
the mussePyganodon grandisfter exposure to 1.8g Cu/g dw (Giguére et al. 2003). In
oysterCrassostrea gigasxposed to 100 ug Cd/L, the Se-GPx mRNA expressiorased
up to 3 days (Jo et al. 2008).

83



Résultats et discussion

s

In Corbicula flumineagills, pi-GST transcript level showed significaimicrease after
exposure to 10 ug Cd/L, 10 and 50 pg Cu/L. Theseltseare consistent with GST activity
which was found to be induced by the presence nbws metals in cralCarcinus maenas
and in clanRuditapes philippinaruniMartin-Diaz et al. 2008).

The level of MT mRNA transcript increased signifitlg in response to 50 pg Cu/L and Cd
exposures in the gills, and to 10 pg Cu/L in thgedtive gland. Our results are in accordance
with other studies. An induction of MT expressioasareported in the gills of the freshwater
crabSinopotamon henanensgposed to 5.8 mg Cd/L during 1 day (Ma et al.8Ghd in the
aguatic wormg ubifex tubifexexposed to 50 ug Cu/L during 7 days (Mosleh.2@06).

An inhibition of SOD, CAT, Se-GPx and pi-GST exmies was observed with 10 pug Cu/L
exposure in the digestive gland. A decrease of @@ICAT expressions in the gills and MT
expression in the digestive gland were also obslenith higher concentrations of Cu and Cd
(50 pg/L). Similar results were obtained in otheralves. A significant inhibition of SOD
activity in the gills of musseBathymodiolus azoricusas pointed out after exposure of 25.4
Hg Cu/L (Company et al. 2004). These observatioay norrespond to Cu and Cd toxic
effects as previously observed in rat (Del Carmenl.e2002), in oystePinctada fucada
(Jing et al. 2006) and in crabharybdis japonicgPan and Zhang 2006). Our study showed
that Se-GPx and pi-GST expressions in the gills ifdexpression in the digestive gland
increased in response to low concentrations of Iimewé decreased after exposure to 50 pg/L
of Cu or Cd, suggesting a possible hormesis effigoe. organism ability to detoxify oxygen
free radicals could be dropping. Our results areamelation with those obtained with crab
Charybdis japonicaexposed to Cd (25 and 50 pg/L): SOD, CAT and G&wities were
reduced to the control level with 50 pug Cd/L dosposure (Pan and Zhang 2006).

Clams exposed to Cd showed a less developed lysdsystem (lower Vi) compared to
control organisms, due to less numerous lysosonibs result was much marked in
organisms exposed to the mixture. In marine molkegoosed to both organic and metallic
pollutants, the decrease of lysosome number hash dfeen reported as concomitant with
lysosomal enlargement, indicating a fusion processmall lysosomes into larger ones
(Marigomez et al. 1989; Moore 1985; Regoli 1998)our study, the organelle size did not
change suggesting that lysosomes loaded with ms&taks immediately expulsed of cells (e.qg.
increased exocytosis); this had been previouslpgeed as possible detoxification process
(Guerlet et al. 2008; Viarengo and Nott 1993; Zoset al. 2006). In contrast, the lysosomal
system in copper-exposed organisms tended to gigpigher surface densities associated

with more numerous lysosomes. Our results showeddme pattern than those obtained by
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Alvarado et al. (2005) and Dondero et al. (2006grelScophthalmus maximus Mytilus
edulis exposed to growing copper concentrations showéatged lysosomes. In our study,
changes in lysosome structure in copper-exposeah@gs could be due to a fission process
of larger ones (Marigomez and Baybay-Villacorta 208ince no variation in the organelle
size was observed compared to control. Variatidhantioxidants and lysosomal stability
were confirmed as sensitive early warning signaisfological disturbance.

Metal exposures caused a cascade of related celidsponses that involve the
metallothionein pool and the lysosomal system gesliive cells. Metals are neutralized in
form of MT-metal complexes that are transported itlte lysosomes to minimize their
possible toxic effects (Alvarado et al. 2005). MVéls and lysosomal responses are valuable
biomarkers to assess metal exposure. Lysosomedvidndre very effective to sequester
metals and they may represent the most importesmbgimetal detoxification in invertebrates
(Viarengo and Nott 1993).

Our results showed a reduction in the amount ofraklipids, expressed as a decrease in their
surface density after exposure to Cu and Cd. Otlstuslies explained that metal
contamination are likely to deplete digestive unssted neutral lipid contents in freshwater
snail Radix peregratransplanted for 0, 3, 14 and 21 days at polluiegs and in mussel
Mytilus galloprovincialisexposed to Cu and Cd for 15 days (Guerlet etGfi62Koukouzika
and Dimitriadis 2008). The observed neutral lipiepkktion may be due to an enhanced
consumption of these energetic resources in omlsustain cellular detoxification processes
(Regoli 1992).

The IBR allows to examine differences in resporsss/een several doses of metal exposure
by using variable biomarker combinations. The numbg biomarkers included in the
calculation of the IBR plays an important role affieg the relative weight of each biomarker
in the final index value (Broeg and Lehtonen 2006).

The effects of the combinations of Cu and Cd onfithed biomarker responses (“OxStress”,
pi-GST, MT, LS and NL) are additive. However, cactthg results have been observed in
musselDreissena polymorphanixtures consisting of 5 pg Cu/L + 2 ug Cd/L, i@ Cu/L +

2 ug Cd/L, 10 pg Cu/L + 20 pug Cd/L did not modifhetMT response compared to single-
metal exposure (Lecoeur et al. 2004).

Fewer studies on early defence responses had le@rmped in freshwater bivalves. Our
study pointed out a response of lysosomal systewtral lipids and all genes tested, as soon
as 12h in response to the oxidative stress gemkebgt€u and Cd. The IBR showed that the

effects of the combinations of Cu and Cd on themaikker responses are additive. It appears
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essential to include integrated multivariate analysf biomarker responses to enhance

information about global adverse environmentalaéfe

As efficient biomarkers should have an early wagncapacity. Results suggest that SOD,
CAT, Se-GPx, GST-pi, MT expressions, lysosomalesysand neutral lipids could be used as
biomarkers of Cu and Cd exposure in the aquatidre@mwent in Corbicula fluminea

Nevertheless, field studies are necessary to @se tfndings in pollutant monitoring.
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Primers Sequences (5" - 3)

ACT.CF100 TTGCCGGCAGAGATCTTACT
ACT.CR200 AACCACCGATCCAGACTGAG
MT.CF400 TGCGCTACAACTGGTACGTG
MT.CR500 AGTCGCTCTCACATTTGCAC
SOD.CF400 TTTGACGAGATGAAGGCAGA
SOD.CR400 GTAAGCGTGCTCCCAAACAT
CAT.CF300 GAACCCCTGATGGGTACAGA
CAT.CR300 GTTGCCCTCAGCAATAGCAT
GST.CF100 TGTTTGACCTGTTGGACGAC
GST.CR200 TGTAGCAAGCTCGGAAACAA
GPx.CF100 GGAGGGTGTGGCACTATCAT
GPx.CR100 CTCGGTGAGAGGAAAGTTCG

Table 1 Sequences of primers used for real-time PCR.
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Figure 1 Normalized fold expression (x10) of superoxide ditase (SOD), catalase (CAT),
selenium-dependent glutathione peroxidase (Se-GPg)ass glutathione S-transferase (pi-GST) and
metallothionein (MT) in the digestive gland and giks of Corbicula fluminesexposed to Cu (10 and 50
pg/L), Cd (2, 10 and 50 pg/L) and mixtures of 10GugL+ 10 pg Cd/L(M10) and 50 pg Cu/k 50 pg
Cd/L (M50) during 12h. PCR efficienciessdp = 1.16, Ear = 0.92, Ee.gpx= 1.07, Eigst= 1.05, Fyr =
0.97 and Kk, =1.00. Histogram bars represent meai®D. Means with same letters are not significantly
different (P>0.05).
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Figure 2 Stereological parameters of lysosomal system anttaidipids in the digestive gland cells
of C. fluminea For lysosomal system: volume density, Vgurface density Sy surface to volume
ratio S/, numerical density Nv For neutral lipids: surface density\gvHistogram bars represent
meanst SD. Means with same letters are not significadifferent (P>0.05).
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Figure 3 Biomarker star plots and integrated biomarker rasps (IBR) measured in digestive gland
of Corbicula flumineaexposed to Cu (10 and 50 pg/L), Cd (2, 10 and@Q)and mixtures of 10 pg
Cu/L+ 10 pg Cd/(M10) and 50 pg Cu/k 50 pg Cd/L (M50) during 12h. Final IBR consistefd
“OxStress” (SOD, CAT and Se-GPx), pi-class glutatiei S-transferase (pi-GST), metallothionein
(MT), lysosomal system (LS) and neutral lipids (NL)
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PUBLICATION 3

SOD and CAT cDNA cloning and expression patterdetbxification genes in

the freshwater bivalvE®nio tumidustransplanted into the Moselle River

La premiére partie de cette étude porte sur l'ifieation des séquences codantes de SOD et
CAT chezUnio tumidus Ces résultats ont été présentés précédemmetie(ppet nous ont
permis de choisir des amorces spécifiques.

Les séquences de la MT, de la Se-GPx et de la G®hgz Unio tumidusavaient été
identifiées lors d'études précédentes (numéros cdssion: EF185127, DQ830766,
AY885666).

L’identification de ces séquences nous a permimdsurer I'expression de ces genes, dans
les glandes digestivesUhio tumidustransplantées au niveau de quatre sites de lallose
(M1 & M4) pendant 8 et 21 jours. Ces stationsalisées en amont et en aval d’Epinal (88),
couvrent une zone soumise a des perturbationgydies agricole, domestique et industrielle.
Le niveau d’expression des ARNm a été mesuré grdaeechnique de PCR en temps réel.
Des différences de niveau d’expression des gen&Ode CAT, Se-GPx, GST-pi et MT ont

été observées en fonction du site et du temps d&tipn (Tableau 13).

8 jours 21 jours
M1 M2 M3 M4 M1 M2 M3 M4
SOD + + + ++ + + - ++
CAT + + + + + + - ++
Se-GPx + + + + + + - + +
GST-pi + ++ + ++ + ++ + ++
MT + + ++ ++ - ++

Tableau 13 : Récapitulatif des niveaux d’expressles ARNm de SOD, CAT, Se-GPx, GST-pi et
MT chezUnio tumidudransférés sur les sites M1, M2, M3 et M4 de Isdile, pendant 8 et 21 jours.
(+) : augmentation significative du niveau d’exsies par rapport au site témoin.

(-) : diminution significative du niveau d’expressioar papport au site témoin.

( ) : aucune différence significative par rappartsite témoin.
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Le site M3 se situe en aval d’Epinal, d’'une papetet d’'une graviere. Au bout de 21 jours
d’exposition, une diminution de I'expression de&slaD, de la CAT, de la Se-GPx et de la MT
par rapport au témoin a été notée et pourrait déolinefficacité des bivalves a neutraliser
limpact des peroxydes, des polluants organiquedest métaux lourds présents dans les
effluents de la papeterie et de la graviere.

Une augmentation de I'expression de tous les gétugbés a été observée au niveau des sites
M1, M2 et M4 avec une expression plus élevée aeauivdu site M4 aprés 21 jours
d’exposition. Ces résultats pourraient correspordise réponse antioxydante adaptative a
un stress chez les organismes. La présence de HAWR/@au du site M2 pourrait expliquer
laugmentation du niveau transcriptionnel des gemes détoxication. Nous pouvons
également supposer que des composés générant &£tRW®N mesurés lors des mesures
chimiques pourraient étre présents au niveau tes. $tar exemple, des pesticides provenant
des terres agricoles situées pres du site M4 peuntrétre lessivés dans la riviere et provoquer

un stress oxydant.

Des études précédentes avaient mis en évidencsadatons de I'activité de la GPx et de la
glutathion réductase ainsi qu'une augmentatioradeytotoxicité caractérisée par I'induction
de la lipopéroxydation au niveau des sites M3 et Mde modification de I'expression d’'un
ARNmM avait également été détectée chez les bivataasférés au niveau du site M4 ; elle
pourrait correspondre a [linduction d'un gene axjoant associé a un stress. Des
perturbations écologiques avaient été notées amecdiminution de I'abondance et de la
diversité des invertébrés benthiques et une madific de I'espéce dominante. Cependant,
des mesures chimiques réalisées sur ces sitesaniapas montré de pollutions importantes.

Nos résultats montrent que le site M4 est soumisume perturbation importante due aux
activités anthropiques, et sont en corrélation avedes dégradations écologiques
identifiées précédemment.

Les approches biologiques apparaissent donc commeed outils indispensables a la
détection de perturbations environnementales et dévaluation de I'impact des activités

anthropiques sur le systeme aquatique.
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SOD and CAT cDNA cloning and expression pattern odletoxification genes

in the freshwater bivalve Unio tumidus transplanted into the Moselle Rivef

Aurélie Bigot*, Paule Vasseur*, Francois Rodius*

* Lab. L.I.E.B.E - Université de Metz, CNRS UMR ®,ARue Delestraint, 57070 Metz, France

Abstract

The cDNA sequences encoding manganese superoxdauidise (Mn-SOD) and catalase
(CAT) were isolated in the freshwater bivalwénio tumidus by reverse-transcription
polymerase chain reaction (RT-PCR) using degenerateers.

Quantitative real-time PCR approach was used ttuateathe mRNA expression patterns of
SOD, CAT, selenium-dependent glutathione peroxid@&eGPx), pi class glutathione S-
transferase (pi-GST) and metallothionein (MT), hre tdigestive gland ofJnio tumidus
transplanted from a control site to four statiamshie Moselle River (M1 to M4), for a period
of 8 and 21 days. These sites were chosen upstaeairdownstream of populated areas.
Chemical analysis performed on sediments from tloseéMe river sites did not show high
levels of pollutants. Decrease of SOD, CAT, Se-@Rat MT mRNA levels were observed at
M3 site after 21-day exposure compared to conitel $hese results suggest inefficiency of
antioxidant systems affected by cytotoxic mechasisamd confirm an environmental
perturbation. Organisms transplanted at M4 sitewsldoa strong increase of biomarkers
transcriptional levels after 21-day exposure. Thedactions could correspond to an adaptive
response to an altered environment. Our resultsvesthahat biological approaches using
multibiomarkers appear as essential tools compléamgio measurement of contaminants, to

detect environmental degradations.

Keywords: cDNA cloning, biomarkers, oxidative stggefield studies, quantitative real-time
PCR,Unio tumidus

2 Article accepté dans Ecotoxicology
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1. Introduction

The rapid elimination of excessive reactive oxygeecies (ROS) is essential for organism
survival. This is performed by antioxidant systemeliiding superoxide dismutase (SOD),
catalase (CAT), selenium-dependent glutathionexi@éase (Se-GPx), pi class glutathione S-
transferase (pi-GST) and metallothionein (MT). S@©&alyses the first step converting
superoxide radicals to hydrogen peroxide and dntabxygen (Fridovich 1989), then CAT
and GPx catalyse the reduction of hydrogen peroXidd is a tetrameric hemoprotein which
eliminate excessive hydroperoxide and maintainutaell redox balance (Deisseroth and
Dounce 1970). Se-GPx catalyses the reduction oédmcgand inorganic peroxides like
hydrogen peroxide (Almar et al. 1998; Epp et aB3)9pi-GST belongs to a multifunctional
family of cytosolic enzymes involved in phase llotbansformation and catalyses the
conjugation of electrophilic substrates with redligiutathione (Ketterer et al. 1983; Sheehan
et al. 2001). pi-GST catalyses the synthetic caupagn reactions of many xenobiotic
compounds including hydrocarbons, organochlorineegticides and polychlorinated
biphenyls (PCBSs), in order to facilite the excreasdf chemical (George and Buchanan 1990;
Van der Oost et al. 2003). MT are the most abunphracellular metal binding proteins and
play a predominant role in the metabolism and kadaiity of essential metals such as Cu
and Zn (Richard and Cousins 1975; Viarengo et @B0) They are also involved in free
radical scavenger (Sato and Bremner 1993) anderd#toxification of essential and toxic
metals such as Cd, Hg and Ag (Suzuki and Yoshike®u&l; Vasak 2005). The role of MT
sequestering metals is well established, and thdirction by exposure to a wide variety of
metals is associated with an exposure protectioation (Amiard and Cosson 1997; Kagi and
Schaffer 1988; Martin-Diaz et al. 2007).

SOD and CAT have been proposed as biomarkers afsex for environmental monitoring
programs (Jena et al. 2009; Richardson et al. 2008)nduction of SOD activity has been
observed inMytilus galloprovincialisafter urban pollution (Nasci et al. 2002). Inceshs
activity of CAT had been demonstrated in responsexposure to organochlorines and PCBs
in Perna viridisandRuditapes philippinaruniDe Luca-Abbott et al. 2005). Among different
invertebrates exposed to PCBs and PAHSs, inducfi@&S3 and GPx activities were observed
(Forlin et al. 1996; Machala et al. 1998; Martirabiet al. 2007, 2008). MT were used as
biomarkers of heavy metals exposure on severalnesges including vertebrates and
invertebrates: mic&us spretugMarques et al. 2008), fishcatophagus argudNikpour et al.
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2008), crabCarcinus maenagPedersen et al. 1997), musd&tilus edulis(Geffard et al.
2005), and clanRuditapes decussat@damza-Chaffai et al. 1999).

Bivalve molluscs are appropriate sentinel specmsstudy the quality of the aquatic
environment. They are sedentary, filter-feedingcsgse bioaccumulating high amounts of
environmental micropollutants and can easily bedierred to contaminated areas.

The aim of this study was, in a first step, to tifgnthe SOD and CAT mRNA of the
freshwater bivalveUnio tumidususing RT-PCR (reverse-transcription polymeraseincha
reaction) performed with degenerate primers dedfimed SOD and CAT conserved coding
sequence. In a second step, we used quantitataldime PCR to establish the mRNA
expression of MT, SOD, CAT, Se-GPx and pi-GST igediive gland of autochthonous
freshwater bivalvaJnio tumidustransplanted into several Moselle river statiam®ider to

point out anthropic effects.

2. Materials and methods

2.1. Experimental animals

Five freshwater bivalvetnio tumiduswere collected from a control pond located close to
Manom (C) (Moselle) in order to identify SOD and TADNA, and fifty were collected to
study the expression pattern of detoxification gene

For the expression pattern of detoxification gemeglves were transferred and encaged for
8 and 21 days at the water-sediment interface wat dtations along the Moselle River, from
upstream to downstream: Les Mitreuches (M1), Arelse{M2) located upstream from the
town of Epinal, Igney (M3) which stands downstrefiom Epinal, a paper mill and a gravel
pit, and Velle-sur-Moselle (M4) located downstretom the town of Charmes. M3 and M4
sites are affected by urban and agricultural acwi(Fig. 1). After exposure, five mussels
were collected per station and their digestive dgawere immediately removed, immersed in
a 4 M guanidium isothiocyanate solution (Fermerttifs sciences, Vilnius, Lithuania) and

conserved in liquid nitrogen to avoid RNA degradati
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2.2. Total RNA extraction frortdnio tumidus

Total RNAs were extracted from 30 mg of digesti@nd using RNeasy Mini Kit (Qiagen,
Valencia, USA). RNA integrity was estimated by Ua¥elation after electrophoresis on 1.5%
agarose gel in TAE (Tris 40 mM, Acetic acid 1 mMDEA 40 mM) buffer.

2.3. Primers design

The primers were obtained from Invitrogen (Carlsda8A) and their sequences are given in
Table 1. Degenerate primers (SOD.F4d, SOD.F5d, 8Ba@d).SOD.R5d, CAT.F5d, CAT.F6d,
CAT.R5d and CAT.R6d) were chosen in the SOD and CAiserved coding regions from
Caenorhabditis elegan€ orbicula fluminea, Crassostrea gigasnd Danio rerio (GenBank
accession no. D85499, EF446611, EU420128, AY1958&7)SOD sequences; and from
Corbicula fluminea, Crassostrea gigas, Danio reriareissena polymorpha, Mytilus edulis
and Mytilus galloprovincialis(GenBank accession no. EF446609, EF687775, NM13091
EF681763, AY580271, AY743716) for CAT sequences.

SOD and CAT specific primers were chosen accordom@nio tumidusSOD and CAT
sequences identified in this study. Se-GPx, pi-G&d MT specific primers were chosen
according toUnio tumidusSe-GPx, pi-GST and MT sequences identified inlaboratory
(GenBank accession no. DQ830766, AY885667 and EFAB5

2.4. Reverse transcription-polymerase chain rea¢iI-PCR)

Reverse transcription was performed opglof total RNA using the Revert Aid MuLV RT
Kit (Fermentas Life Sciences). The reaction wasdoeted at 42°C for 30 min with 10 mM
Tris-HCI, 50 mM KCI, 5 mM MgC4, 1 mM dNTP mix, 2.5 uM of OligodT primer, 2.5 U/uL
of Revert Aid MuLV RT and 1U/uL of Ribolock RNasehibitor.

PCR amplifications were performed on 100 ng of cD&Ml different reaction mixtures were
tested: 10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, 1, 1.5 or 2 mMgkal,, 200uM of each dNTP, 1 or 2
uM of each degenerate primers and 0.025 U/uL of DA\ Polymerase (Fermentas Life
Sciences). Several amplification conditions westet@: a 5-min initial denaturation at 94°C,
40 cycles of heat denaturation at 94 °C for 30 5 min, annealing at 30, 35, 40, 45, 50, 55 or
60°C for 1 or 2 min, polymerisation at 72°C for 8@r 1 min, and a 2-min final extension at
72°C.
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2.5. Cloning and sequencing@hio tumiduscDNA

PCR products were purified using the Wizard SV &al PCR Clean-up system according to
the manufacturer’s instructions (Promega, Madidd8A) and were cloned into pGEM-T
Vector system (Promega). Following transformatioto iEscherichia colicells (JM109),
individual colonies were screened by PCR usingsttecific primers in order to confirm the
presence of an insert corresponding to CAT or SONA. Plasmid DNA was extracted and
purified from the positive clones with Wizard PI8Y Minipreps-DNA Purification System
(Promega). Three clones were sequenced on botidstiay MWG Sequencing Department

(Martinsried, Germany).

2.6. Sequence analysis

Amplimer sequences were translated using the sen opading frames (ORF). Nucleotide
and amino acid sequences obtained were identifyesubmission to databases available on
the National Center for Biotechnology InformatioNQBI) site (www.ncbi.nlm.nih.gov
using BLAST programs (Basic Local Alignment Seafdol) (Altschul et al. 1997).

2.7. Quantitative real-time PCR (QPCR)

Evaluation of MT, SOD, CAT, Se-GPx and pi-GST gerpressions were carried out in each
bivalve by real-time quantitative PCR using a SYBReen dye (Applied Biosystems, Foster
City, USA) in a MiniOpticon System (Bio-Rad, Heres] USA) according to the
manufacturer’s instructions. Specific primers SOBER00, SOD.UR200, CAT.UF100,
CAT.UR100, GPx.UF100, GPx.UR100, GST.UF100, GST.Q0R1 MT.UF100 and
MT.UR100 were used to amplify cDNA of SOD, CAT, 6€&x, pi-GST and MT irJnio
tumidus B-actin cDNA was co-amplified as control using ACF100 and ACT.UR200
primers. Primers sequences are given in Table 1.

Two negative controls comprising no template cdnthdlC) and no reverse transcriptase
control (No RT) were carried out. NTC provides atcol for external contamination or other
factors that can result in a nonspecific incredsi® fluorescence signal. The no RT control
should show no amplification in the subsequent PSI&b since Taq polymerase cannot
amplify RNA templates. Optimal primers quantity wawvaluated across a range of

concentrations between 150 and 600 nM. Dilutionthef cDNA mixture between 1:10 and
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1:80 were tested to calculate the PCR efficiency (f&e results are indicated in legend of
figure 4.

PCR were performed in the following mixture: 4 pfldduted cDNA, 10 pL of Power SYBR
Green PCR Master Mix, 600 nM of ACT, MT, SOD, GPx@ST primers, or 300 nM of
CAT primers. The PCR steps consisted of 3-minahiienaturation at 95 °C followed by 40
cycles of heat denaturation at 95 °C for 30 s, almg at 60°C for 30 s, polymerisation at
72°C for 30 s, and a 10-min final extension at 72A0nelting curve of PCR products (30-
98°C) was also performed to ensure the absenagifaicts (data not shown).

Fluorescent signals from each PCR reaction weleatetl as peak-normalised values plotted
versus the cycle number. The normalized folds oDSGAT, Se-GPx, pi-GST and MT
expression were calculated using th&*2 method (Livak and Schmittgen 2001) taking into
account the PCR efficiency (E). The Ct (threshold&) corresponds to the number of PCR

cycles at which a significant exponential increiasituorescence is detected.
2.8. Statistical analysis

Parametric Student test using Statgraphics Plusvard (Statgraphics 1995) was performed
to identify differences between SOD, CAT, Se-GPxGBT and MT expression levels.
Differences were considered as significant if P§0.0

2.9. Sediment analysis

Sediments from control and Moselle River sites wagkected at the end of the experiment
and their contaminant levels were measured (Tabl€He chemical analysis were performed
by the Centre d’Analyse et de Recherches—Hydrolegi&nvironnement, lllkirch, France.

Sediments were sifted through a 1 mm mesh sievgcybic aromatic hydrocarbons (PAHS)

were analyzed by HPLC and spectrofluorometric dietecPolychlorinated biphenyls (PCBs)

were measured using gas chromatography with antreteccapture detector. Metal

concentrations were determined by atomic absorpspectrophotometry. Analyses were
carried out with standard methods, as previouségideed (Cossu et al. 2000).
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3. Results

3.1. Identification otJnio tumidusSOD and CAT coding sequences

A 251 bp product was obtained with the degenerdtagps SOD.F4d, SOD.F5d, SOD.R4d
and SOD.R5d (Fig. 2), using an annealing tempezanfiis0°C, 2 mM MgGl and 2uM of
each degenerate primer (data not shown). A 216 dgupt was obtained with the degenerate
primers CAT.F5d, CAT.F6d, CAT.R5d and CAT.R6d (Fig), using an annealing
temperature of 50 and 55°C, 1.5 and 2 mM Mg&id 2uM of each degenerate primer (data
not shown).

Unio tumidusSOD and CAT cDNA partial sequences have been deposr GenBank
database under accession no. FJ608580 and FJ608579.

3.2. Analysis of SOD and CAT sequences

The deduced amino acid sequencedb tumidusSOD and CAT were compared to several
bivalves protein sequences (Fig. 3) using MULTALf¥ogram (Corpet 1988). Multiple
sequence alignment afnio tumidusSOD and CAT identified with other known amino acid
sequences of invertebrates revealed that theyiging/ltonserved.

Sequences obnio tumidusSOD and CAT displayed highest identity with seqeerof
HyriopsisschlegeliiMn-SOD (95 %) andreissena polymorph&AT (81 %) respectively.

3.3. Gene transcription levels in bivalves transidd into Moselle sites

SOD, CAT, Se-GPx, pi-GST and MT mRNA levels Umio tumidusdigestive gland are
shown in Fig. 4.

After 8-day exposure, SOD, CAT and pi-GST exprasdevels increase significantly in
bivalves transferred at M1, M2, M3 and M4 siteanpared to mussels from control site. MT
MRNA level was significantly increased at M2, M3daM4 sites compared to control site,
whereas GPx mRNA expression increased significamtly at M3 and M4 sites.

After 21-day exposure, significant variations in[RCCAT, Se-GPx and MT mRNA levels
were seen in mussels at the different locatioresetivas an increase at M1 and M2 sites (only
at M2 site in the case of MT), followed by a deseeat M3 site and a strong increase at M4

site in comparison to control site. Strong increaskepi-GST MRNA levels were found in
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mussels transferred at M1, M2 and M4 sites compapenhdividuals located in Manom,

whereas a less pronounced increase was notedanisngs transferred at M3 site.
3.4. Physico-chemical parameters

Analysis showed that PAHs, PCBs and metals coratoris in sediments sampled in the
Moselle River stations corresponded to thresholduaflity 1, except for PAHs concentration
at M2 site which corresponded to threshold of quak. According to the French water
agency, thresholds of quality 1 and 2 correspond teery good or good water quality

respectively.
4. Discussion

In this study, SOD and CAT cDNA sequences wereeddinom the freshwater bivaluégnio

tumidus Sequence alignment analysis demonstrated thse¢ thartial sequences shared high
identity with Mn-SOD and CAT from other bivalvesdentification of these sequences
allowed us to select specific primers in order teasure the mRNA expression level in

mussels transferred into Moselle stations.

The biomarkers surveyed in the bivalves transfeimemithe Moselle River for 8 and 21 days
were the mRNA expression of the antioxidant enzy®@®, CAT and Se-GPx, the phase II
detoxifying enzyme pi-GST and the protein MT whialas measured as a biomarker of
exposure to metals.

Differences in SOD, CAT, Se-GPx, pi-GST and MT mRE¥pression were observed with
respect to location and time of exposure.

The M3 site is located downstream from the towrEpinal, a paper mill and a gravel pit.
Industrial waste from gravel pits is composed ofdnauiginating from washing alluvium or
crushed rock. Paper mill effluents are complex ores of heavy metals, chlorophenols,
dioxins, furans, catechols, PAHs, fatty acids aesir acids ; and are reported to induce
oxidative stress in aquatic organisms (Aaltoneal.e1997; Jokinen et al. 1995). Decrease of
SOD, CAT, Se-GPx and MT transcriptional levels waserved after 21-day exposure and
could demonstrate inefficiency of organisms to raife the impact of peroxides, organic
pollutants and heavy metals of paper mill and draie effluents not measured in the

chemical analysis performed. In fishes exposedfftoesmt collected from paper mill, it has
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been observed an activation of the circulatory phges, which further contribute to increase
the burden of reactive oxygen species (Ahmad e20410; Fatima et al. 2000). A paper mill
effluent (1 %) induced consistent significant deses in the activity of GPx, CAT and GST
in the catfishChanna punctatugill and kidney, after 15, 30, 60 and 90 day-expes
(Ahmad et al. 2000).

A significant increase of SOD, CAT, Se-GPx, pi-G&md MT mRNA expressions was
observed at M1, M2 and M4 sites after 21-day expnsuith higher expression levels at M4
site. The increase of these mMRNA expressions coarlicespond to an adaptative antioxidant
stress response. Sediments of M2 station are tisé coataminated by PAHs (928 pg/kg dw).
An increase of CAT and GST activities was repotitedhe liver of fishSparus auratusn
response to 0.444M of PAHs mix (phenanthrene, pyrene and fluore@pecka-Pilarczyk
and Correia 2009). Significant inductions of CATd&OD were also observed in barnacle,
Balanusbalanoidescollected from PAH polluted sites (Niyogi et ab(). PAH compounds
are organic component that may generate free rbsliby photo-reaction in the aquatic
environment (Zafiriou et al. 1984), and/or metabaictivation (Cavalieri and Rogan 1985).
In a study carried out in our laboratory, DNA oxidaly formed lesions were induced in
digestive gland and gills ddnio tumidusafter exposure to 100 pg/L of benzo[a]pyrene for 6
days (Lemiere et al. 2005). The presence of PAH#dcexplain the increase of biomarker
transcriptional levels at M2 site, but it could ingeresting to test markers of genotoxicity to
show possible DNA damages.

Mussels seemed to be exposed to an oxidative siressve could suppose that compounds
generating ROS not measured in chemical analysifddoe present at Moselle sites and
could explain the increase of mMRNA transcriptioleakls. Oxidative stress could be resulted
by the leaching of pesticides (organophosphatesaobamates) into the river from the
agricultural lands located closed to M4 site. EtedaSOD, CAT, GPx and GST activities
were reported iPerna viridis exposed to organochlorine pesticides (between &r@20.1
png/L) for 4 weeks (Richardson et al. 2008). An @ase of MT expression level was also
shown in Caenorhabditis elegansxposed to 10 pg/L of chlorpyrifos (organophospkor
pesticide) for 24 hours (Roh and Choi 2008)

Previous studies, performed @mio tumidustransplanted into the Moselle river, revealed a
degradation of the bivalve conditions at M3 and #fdtion (Thiébaut et al. 2006). Indeed,
variations of GPx and glutathione reductase a@&wiaind reduced glutathione quantity were

pointed out and an increase of the cytotoxicity vedsracterized by lipoperoxidation
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induction. We also detected modification of mMRNAoesssion in the bivalves transferred into

M4 site which could correspond to the inductionaof antioxidant stress-associated gene
(Rodius et al. 2002). Moreover, the chemical anallyave not revealed major pollution in the

sediments of the control and the Moselle sitesldggeal perturbations were noted at M3 and

M4 sites: a decrease of abundance and diversityenthic invertebrate populations, and a
change of dominant species were observed (Thiéiaalt 2006). As theses sites are located
downstream of populated and industrial areas, tudiess showed they seem to be the most
affected by human activities.

Our results pointed out that chemical analysisgreréd are not sufficient to predict
biological effects. The biological approaches appsaessential tools to detect environmental
disturbances and to evaluate anthropic impactscosystem. MT is a scavenger of heavy
metals and free radicals; SOD, CAT and Se-GPxrarelved in the antioxidant system and
pi-GST is an antioxidant enzyme involved in phddadtransformation. As these biomarkers
are involved in different detoxification procedseit expression level could be used as early

warning indicator of complex mixtures of contamitgean
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Primers Sequences (5" - 3)

SOD-F4d AATGGWGGDGGWCATWTBAAN
SOD-F5d CARGGMTCMGGMTGGRGMTGGN
SOD-R4d TGYTCCCARACRTCWATHCCN
SOD-R5d ARWGGRTCYTGRTTRGCACAN
CAT-F5d CACCAGGTSTCBTTCCTSTTCN
CAT-F6d ATGAAYGGHTAYGGHWSBCAN
CAT-R5d TCDGCYTSYTCVDRBGTCATN
CAT-R6d CCABGADGGGWADTTBCCN
ACT.UF100 TGCTTCTGGTCGTACCACTG
ACT.UR200 GGTGCCTCCAGATAATACGG
MT.UF100 GCCTTGAGACCGGAGAATGT
MT.UR100 TTGCATGAACATCCAGAGTCA
SOD.UF200 GAAGTGCTTTGTCCGACAGG
SOD.UR200 GACCTGTTGTTGGTTCCAATG
CAT.UF100 GGCATAATCTGGGTCACTG
CAT.UR100 CACCCCAGATGGTTATCGTC
GPx.UF100 CCATCTTGTACGAGCCCATT
GPx.UR100 TCCCATGCCCATGTAAAGTT
GST.UF100 GGAAAGCAGGAGTTCATTGC
GST.UR100 GGTGCCAGCAAAAGATGAAT
OligodG-Anchor GACCACGCGTATCGATGTCGAC(@H
Anchor GACCACGCGTATCGATGTCGAC

M: A/IC:R: AIG:S:G/IC:W:A/T;Y:C/T;B:C/F;D: AIGIT ; H: AICIT ; V: AICIG

Table 1Sequences of primers used for PCR amplifications
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Threshold of Les Velle-sur-
quality pg/kg dw Manom Mitreuches Archettes Igney  Moselle

1 2 (Control) (M1) (M2) (M3) (M4)
Total PAHs * 360 4600 22 84 928 307 279
Total PCBs 2 22 <QL <QL <QL <QL <QL
Cadmium 700 4200 <QL 0.06 0.58 0.29 0.93
Mercury 130 700 <QL <QL 0.17 0.20 0.06
zZinc 124000 271000 44,9 39.1 90.7 89.2 63.5
Arsenic 700 7000 9.6 14.6 10.9 7.6 4.6
Chromium 5200 52000 21.5 32.6 26.5 27.5 24.8
Copper 1900 19000 8.7 6.6 194 17.4 10.9
Nickel 1600 16000 16.4 8.6 12.2 10.5 11.4
Lead 4100 41000 10.3 7.1 49.7 35.1 23.5

Table 2 Organic and inorganic pollutant concentrations Kggdw) in sediments (<1 mm

fraction) sampled in the Moselle River stations

* Benzo(a)pyrene, Benzo(a)fluoranthene, Benzo(ghilene, Benzo(k)fluoranthene

dw: dry weight
QL: quantification levels
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Les Mitreuches (M1)

Fig. 1 Localisation of the sampling stations in the Mos&iver
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SOD

aat cactcgttattttgggaagtgcttt gt ccgacaggaggt ggggaacccaagggt gac
NHSLFWEVLCWPTGS GG GEUP K GD
ct gat ggacat aat aagaagagat tttggatt attt gaaaacat gaaaaat gaatt gatc

L Mm DI I RRDUZFGLFENMMKNEL I
aacagat ct gt ggcaat t caaggt t caggct ggggat ggct t gggt acaacccagccaca
NR SV AI Q GS GWGWL GYNWPA AT
ggcagact gcgaat aaacact acagct aat caggat ccat t ggaaccaacaacaggt ct g
G R LRI NTTANOQIDWPLEWPTTGL
atacctttgtt
I P L

CAT

t ct gaccgt ggcaccccagat ggt t at cgt cacat gaacggct at ggcagt cacacattc
S DR GTWPDGYRHMNMNGY G S HTF
aaaat ggt gaacaaggacggcaagccagt ct act gcaagt t ccact ggaagact gaccag
K MV NKDGIKWPVY CKUFHWKT D Q
ggt at caaaaact t gccagcaaacaaagcagcagaaat ggccggcagt gacccagat t at

G I K NL P A NKAAEWMAGSUDUZPUDY
gccat aagagacct gt acaat gccat t gct gagggce
Al R DL Y N AI A E G

Fig. 2cDNA and deduced amino acid sequencddrob tumidusSOD and CAT

112



sal10ads oAl 1Se9| 1B Ul [e2NUSRISN|J Ul SpIde oulwe ‘Sa10ads [[e ul [eanuappaJtril SpIoe oulwy Yueguas) ul a|gejieAe saouanbas
1VD pue dOS SelelgalaAul [eI9ASS YIMSNPIWN] OlU0 SIJBIMER oulwe |vD pue dOS padnpap ayl Jo uosreredwo) € “Bi

Résultats et discussion

OV ISNA TAHIANVAALASOS TOVIAYS INH DOASHAH AN AAYIOANNA THH LHSOADNADHADAL 19HAS eydauk jod g
O3S IVNATIAY IVAAQALSS THAYOIVYS TOM B0 LM AHAMDAAVOOANNA LM LTHSOADNASHADALLIOHAS S | [e 19U 1A0 1do | [eb N
O3S IVNATAY IVAQAA LSS THAYOIVYS 0N D0A LY AH AN AAVODANNA LY LTHSOADNATHADAL 19HAS S 1npa N
ONY IVNATAY ISAAAA LYY THAYIIAD INY EONIHAHIHDANALDODOYNA THH LHSOADNAHIADAD DHAS ollai@
O3S IWNG 1A IVAADANYS TEVVOAWA INY D0d LY HH MO AADYOIHNNAANH LTHSOADNAMEON 19HAS 11811e} D
9a3 INNATIAY IVAACATVYS TANYIYYS INO ©X0A LY AH AN AAIMAANNA THA LHSDADNATHADAL 19HAS seb 16 D
OV IVNA TAHIAVAALSSOV TADVIAWA INH DOADMH MO AAYINANNA T LHSDADNADHADAL 19HAS wnJseu idd 1 1yd A
O3V IWVNA AN TVAALSSOV INDVIAWA INH DOADM AH AN AAINDTWYNA THA LHSOADNAHIADAL 19HAS eau wn |10
OV IVNATAY IVAQJASOWAIVYINYA INM _oookﬁfuvo?n_vo@_zﬁxu_kxw@@zzzm@oabmom_ snp wnin
_ _

09 (0] 0z T
1vD
Id IMOLLdITdAONYLIN H T LLANAD MEVOSDO IVASEN 1TINMANIS BHAH | IAATED -Md3 99 1dS AN TISHN 1] 1968 |yos H
1A B LLVA TdAONYIVSAE TOSAINDD MWOSOOALAYSY L TIMMNTAASD AN IDHA T -AdFOOONdSIAINA ISHN | 1po Jsydedd 'H
A LLYATAAONYILYAN T PONIIAD MEWVOSDOAVALSYS OO INA1SDAASH IVL 1TV -SdI -00aMV INKMAL ISHN suebas |8 D

A B LLAD TdAONYIVY 1 TINSAINDD MEWVOSOOAY LSVSS T3 ANVIASDATEN IAT 11 -SdFOOINAS IAINA ISHN sue lpelll'y
TAAE L LD THAONYD LYAL TANSAN D VVOSOOAVYASYNS TILIAVIASDATEN IAFA T -SADOOONIS TADNA ISHN S I1ISUB0SS8A N

Id 1D LID0 THAONYOWY [ THOSTIHID MIVOSDOAVALYYS IIMAMOASDSAEN VAT 1D -OdIO0ONdS NI 11HN o0lJalqd
TAA B LLY TTdAONYI LA TSHYWIAAD MSVOSDONDASYI L TVIN VAT LASTAT 1T1AM TvOADdZ0000dS 11N ISHN seb 16 "0
TAABLLYO THAONYILY 1O THONVOMD MIVOSDD DASYOS TAVINIAISDANGY 1TINATIAD -MdVOOONdS TAIN ISHN eau wn 49
Id 'O LLdATAAONYLIN T LYANAD MOVOSDO IWASHN 1TANMANTS 408 | IAN 10D -Md3009 Ld0 TAIN ISHN snp wnin

_ | | | |
AN 08 09 ov 02 1
o aos

113



)

Résultats et discussion

~

10000 1000 €
o f o
8% 10004 e gl
23 O3 100 d d
S d dg g T2 c be c
5 g 10 = b
€3 c E 2 aa
o .2 o2 104
= aa =
i | b Z : |_I
c c f
[ [
1 1 T T T T
Control M1 M2 M3 M4 Control M1 M2 M3 M4
100 4 d 10000 -
. c c e e e
d
o b o
g S, b KX 1000 c c
¢ 2 a a Q2 ¢
n 2 aa al b
T ® p—
® & 10 T & 100
2o N O
5 S ==
Eg ES aa
2 a o 0 101
8 8
= o =
1 14
Control M1 M2 M3 M4 Control M1 M2 M3 M4
100 d d
c
S
= X b b
=
g2 aa a a O 8-da)
8 10
£ 9
55 e [ | 21-day
Z =
Q
[72]
c
o
l,
Control M1 M2 M3 M4

Fig. 4 Normalized fold expression of metallothionein (MByperoxide dismutase (SOD),
catalase (CAT), selenium-dependent glutathionexigase (Se-GPx) and pi class glutathione
S-transferase (pi-GST) in the digestive gland ahsplantedJnio tumidus(n=5) in M1 (Les
Mitreuches), M2 (Archettes), M3 (Igney) and M4 (Mesur-Moselle)

PCR efficiencies: frr = 0.91, Eop = 1.15, Eat = 1.06, Ee.gpx= 0.97, Eigst= 1.06 and k

= 1.05. Histogram bars represent mear&D. Means with same letters were not significantly
different (P>0.05)
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les objectifs de cette étude étaient de caractédise marqueurs moléculaires d’exposition
chez les bivalve€orbicula flumineaet Unio tumidus Pour atteindre ces objectifs, les études
ont été conduites en deux étapes. Dans un preemgrst les séquences codantes de MT chez
C. flumineaetU. tumiduset de la SOD et de la CAT cheiz tumidusont été identifiées. Ces
travaux nous ont permis, dans un deuxieme temgs$udier le niveau d’expression de ces
géenes ainsi que ceux de la Se-GPx et de la GS&lpih da saison et également chez des

bivalves soumis a diverses perturbations (Figuje 40

Corbicula fluminea Unio tumidus
Séquences codantes de SOD, Séquences codantes de Se-GPx
CAT, Se-GPx et GST-pi connues et GST-pi connues
Identification d’'une séquence Identification des séquences
codante de MT codantes de MT, SOD et CAT

Expression saisonniére des
génes de détoxication sur 1 an

'\ ~

Expression des genes de Expression des genes de
détoxication apres détoxication chez des bivalves
intoxication au Cu et au Cd transplantés en milieu
pendant 12h anthropisé

Figure 40 : Résumé des travaux réalisés chez\at/bsC. flumineaetU. tumidus
[ Expérimentation en laboratoire {] Expéritagion terrain

Nous avons identifié les séquences codantes coesptlt MT cheZorbicula flumineaet
Unio tumidus elles codent pour une protéine de 73 et 71 acid@sés respectivement et sont
caractérisées par leur forte teneur en résidugiogstui représentent 30 % des acides aminés
totaux de la protéine. La comparaison de ces ségseNlT avec les séquences MT de
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différents bivalves révele de forts pourcentageasdedtité et une forte conservation des
positions des résidus cystéines. Les deux séquafitedentifiées possedent 75 % d’identité
entre elles et neuf motifs Cys-X-Cys qui sont impés dans la formation des groupements
thiolates et permettent la fixation des ions migfadls. Les 21 résidus cystéine et 'absence de
motif Cys-Cys suggerent que les séquences MTaldbicula flumineaet dUnio tumidus

correspondent a des isoformes MT-10.

Nous avons identifié des séquences codantes pestidéd Mn-SOD et de CAT cheznio
tumidus en utilisant des amorces dégénérées choisies l@anségions conservées des
séquences SOD et CAT de différents bivalves. Spsesees codantes partielles comprennent
251 et 216 nt respectivement et sont fortementaregss chez les invertébrés, avec 95%
d’identité avec la séquence Mn-SOD ldgriopsis schlegeliet 81 % avec la séquence CAT

deDreissena polymorpha

L’étude de I'expression saisonniere des protéirestoess oxydant a démontré I'importance
des facteurs autres que les polluants chimiques ldarg@ponse des génes de détoxication chez
Corbicula flumineaet d’autant plus chebnio tumidus En effet, seule une augmentation
significative de I'expression de la MT en juilletéé notée chef. fluminea alors que
I'expression de tous les autres géenes est sigtifezaent plus élévée au mois de décembre
chezU. tumidus Les ACP ont révélé une plus forte similarité desaux d’expression des
genes de détoxication tout au long de I'année @wabicula flumineapar rapport dJnio
tumidus

Nos résultats ont montré que les variations du auive’ARNmM observées pourraient
correspondre a des parametres saisonniers tela tgmpérature ou le cycle de reproduction.
D’autres facteurs tels que le sexe, I'age et ledpales organimes étudiés ou encore la
disponibilité alimentaire peuvent également inflcemla réponse de I'expression des ARNm.
Ces travaux soulignent la nécessité de prendreoerpte les variabilités saisonniéres du
niveau d’expression des genes de détoxication lgaocadre d’'une étude de biomonitoring a

long terme, et particulierement chénio tumidus

Dans de nombreuses études, I'exposition de molesgudes métaux a montré une induction
du stress oxydant par la formation de ROS. Une &#ipo a court terme (12h) au cuivre et au
cadmium a été réalisée dans le cadre de notre éhetele bivalveCorbicula fluminealLe

niveau d’expression des ARNm de MT, SOD, CAT, Se«c@PGST-pi a été mesuré dans la
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glande digestive et les branchies. L’étude hisiglog du systeme lysosomal et des lipides
neutres a également été réalisée dans la glandstidigydes bivalves.

Nos travaux mettent en évidence la réponse delésugenes testés, dés 12h en réponse a un
stress oxydant généré par le cuivre seul a 10 @tgd0 et par le cadmium seul a 2, 10 et 50
Mo/L, et également en mélange. Le mélange 10 plg €40 pg Cd/L a un effet additif alors
gue le mélange 50 ug Cu/L + 50 pg Cd/L tendraiv@iraun effet synergique puisque la
réponse est 1,6 fois supérieur a la somme des sépaiu cuivre et du cadmium seul a 50
Ho/L. Il a été observé un plus fort niveau d’expras des genes de détoxication au niveau de
la glande digestive par rapport aux branchies.

Les bivalves exposés au cadmium montrent une falilde quantité de lysosomes. Un
procédé de détoxication suggérant que les lysosoomdenant des métaux soient
immédiatemment expulsés des cellules a déja étpopéo et pourrait expliquer cette
observation (Guerlet et al., 2008; Viarengo et Nt#93; Zorita et al., 2006).

Par contre, les organismes exposés au cuivre teaddisposer d’'une densité de surface du
systeme lysosomal plus importante, associée avecquantité de lysosomes plus élevée.
Cette observation pourrait étre due a la fissiaples grands lysosomes.

Il a été décrit une augmentation de la consommaties lipides neutres comme ressource
énergétique dans le but de maintenir les procée@gtbxication cellulaires.

L’analyse de I'IBR nous a permis de noter queilisation d’'une batterie de biomarqueurs
parait nécessaire pour I'évaluation des effetsoigues d’'une pollution environnementale.
Les MT sont connues pour fixer les métaux, la S@OCAT et la Se-GPx sont des enzymes
intervenant dans le systéme antioxydant et la GSEEtpune enzyme antioxydante intervenant
en phase Il de biotransformation. Ces protéines stlamc impliquées dans différents
processus de détoxication et leur étude permet eltremen évidence un large spectre de
contaminants.

A l'issue de cette étude, les niveaux d’expressiess ARNm de MT, SOD, CAT, Se-GPx et
GST-pi ainsi que la réponse lysosomale et les dpidieutres apparaissent comme des

biomarqueurs précoces d’exposition au cuivre etaaimium cheZorbicula fluminea

Une étude de I'expression des ARNm de MT, SOD, C8d-GPx et GST-pi a été realisée
chez le bivalveUnio tumidustransféré pendant 8 et 21 jours au niveau de eustes

localisés sur la Moselle. Ces sites sont caraé®par des perturbations d’origines agricole,
domestique et industrielle. Des analyses physiamHgiies ont été réalisées au niveau des

sédiments de chaque site et aucune pollution iraptatn’a été révélée. Le but de cette étude
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était de deéterminer si les génes de détoxicationvagient étre utilisés en tant que
biomarqueurs de perturbation environnementale thméa tumidus

Cette étude nous a permis d’identifier des vanetidans les profils d’expression au niveau
des stations M3 et M4. Le site M3 se situe en digpinal, d’'une papeterie et d’'une graviere.
Une diminution de I'expression de la SOD, de la CA& la Se-GPx et de la MT a été notée
au niveau de ce site et pourrait démontrer l'iceffité des bivalves a neutraliser les ROS
générés lors d’'un stress oxydant. Au niveau duMie le niveau d’expression de tous les
genes augmente et pourrait correspondre a une séotioxydante adaptative a un stress.
M4 parait donc soumis a une perturbation importdngaux activités anthropiques, ce qui se
correle avec les dégradations écologiques ideasifitans une étude précédente.

Nos résultats confirment la nécessité de mettreosenvre une approche biologique pour
évaluer I'impact des activités anthropiques suétEsystémes. En effet, les analyses physico-
chimiques, bien que nécessaires sur le plan regl@me, ne suffisent pas a prévoir les effets
biologiques sur les espéces vivantes. Ces anabgs#snon exhaustives et ne donnent pas
d’'information sur la biodisponibilité des polluantses résultats obtenus valident |'utilisation
des génes de détoxication en tant que biomarquetucemme éléments prospectifs de la

gualité des systemes hydriques sur le long terre@ eomplément de I'approche écologique.

Ces résultats nous laissent entrevoir differenéespgectives de travail.

Il serait intéressant d’étudier I'expression sarmsere des genes de détoxication chez des
bivalves prélevés sur une période de 2 ans etde®intervalles de prélevement plus courts,
dans le but de déterminer si les réponses de auss g@ont reconductibles d’'une année a
l'autre.

L’étude du niveau d’expression des genes de dettaic chez des corbicules intoxiquées au
cuivre et au cadmium nous a permis d’observerréesnses dés 12h d’exposition. Il serait
également intéressant de réaliser une intoxicatiétong terme pour déterminer si les effets
observés sont ou non réversibles chez les orgasisx@osés. Une intoxication au cuivre et
au cadmium devra également étre réalisée dméz tumidus

L'expression d’autres géenes tels que les cytochsd®d&0 qui est un systeme enzymatique de
biotransformation de phase |, la GST-alpha qui muprésenter une activité enzymatique
peroxydase sélénium indépendante (Zhao et al.,)1BFOMXR (multi-xenobiotic resistance)
intervenant en phase Il de biotransformation owoem les HSP (heat shock protein)

pourraient étre étudiés.
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Des travaux pourraient étre réalisés grace auxspacADN dans le but d'identifier une
batterie de génes dont le profil d'expression vaekn I'échantillon (témoin et exposés a
différents polluants).

Il serait intéressant de comparer le niveau d'esgom des genes impliqués dans les
mécanismes de détoxication entre plusieurs popuaktieDreissena polymorpharovenant
de différents sites témoins et de sites plus oingpollués. La comparaison de I'expression
génique nous permettrait de comprendre les mécasigfadaptation de ces bivalves.
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RESUME

Les perturbations environnementales peuvent induies changements au niveau génétique,
biochimique et physiologique chez les organismgwsés. Pour faire face a ces perturbations, les
bivalves possedent des défenses antioxydantes wglle la métallothionéine (MT), la superoxide
dismutase (SOD), la catalase (CAT), la glutathiemogidase sélénium dépendante (Se-GPx) et la
glutathion S-transférase de classe pi (pi-GST).bjectif de ce travail est de contribuer a la
compréhension des mécanismes de détoxication @wedivalves d’eau doucenio tumiduset
Corbicula fluminea Les mollusques bivalves sont largement utilis&sroe espece sentinelle pour
étudier la qualité de I'écosystéeme aquatique. G des organismes sédentaires, filtreurs, pouvant
bioaccumuler une grande quantité de micropollueantdronnementaux et qui peuvent étre facilement
transférés dans des milieux contaminés. La séquaraante de MT d€orbicula flumineaainsi que

les séquences codantes de MT, SOD et CAOnib tumidusont été identifiees par RT-PCR en
utilisant des amorces dégénérées. L'expressionedegénes, ainsi que ceux de la Se-GPx et de la
GST-pi, a ensuite été étudiée au niveau des ARNm ddférents cas d'études : (i) chez des bivalves
prélevés sur une période d'un an dans le but difd@nune éventuelle variation de I'expression en
fonction de la saison, (ii) ch&zorbiculaflumineaexposée au cuivre et au cadmium, (iii) et ddeio
tumidustransférée au niveau de stations situées le lerlg Moselle. Nous avons mis en évidence des
variations du niveau d’expression des genes dules arameétres saisonniers tels que la température
de l'eau et le cycle de reproduction, principaletr@rezUnio tumidus Nos résultats ont montré que
les niveaux d’expression des ARNm de MT, SOD, CA&;GPx et GST-pi peuvent étre utilisés en
tant que biomarqueurs précoces d’exposition aurewev au cadmium che2orbicula fluminea Des
variations d’'expression de tous les genes étudiéstgalement été observées chiro tumidus
mettant en évidence une anthropisation du miliawatique, non détectée par les analyses physico-
chimiques. Les approches biologiques apparaissent adomme des outils indispensables a la
détection de perturbations environnementales.

Mots clés: ARNm, biomarqueurs, bivalves, PCR quativie en temps réel, stress oxydant.

ABSTRACT

Environmental perturbations can induce geneticch®mical and physiological changes in exposed
organisms. To protect from oxidative stress, bigalpossess defences such as metallothionein (MT),
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), saleniapendent glutathione peroxidase (Se-GPx)
and pi class glutathione S-transferase (pi-GST)e ®m of this study is to contribute to the
understanding of the detoxification mechanisms he freshwater bivalvedJnio tumidus and
Corbicula fluminea Bivalve molluscs are appropriate sentinel spetiestudy the quality of the
aquatic environment. They are sedentary, filtediieg species, bioaccumulating high amounts of
environmental micropollutants and can easily bedierred to contaminated areas. The MT coding
sequence o€orbicula flumineaand the MT, SOD and CAT coding sequencelib tumiduswere
identified by RT-PCR using degenerated primers.nThike mRNA expression level of MT, SOD,
CAT, Se-GPx and pi-GST was measured in differamndiss: (i) in bivalves sampled during a 1-year
period in order to identify possible seasonal ‘amies of the expression pattern, (ii) @orbicula
flumineaexposed to copper and cadmium, (iii) andJimio tumidustransplanted in stations located
along the Moselle River. Fluctuations of the mRN&vdl, supposed to correspond to seasonal
parameter such as water temperature and reprodwstttute, were noted, principallylimio tumidus.

Our results pointed out that MT, SOD, CAT, Se-GIRa &ST-pi mRNA expression level could be
used as early exposure biomarkers of copper andiaadexposure iil€orbicula flumineaVariations

of gene expression were observed Unio tumidus highlighting anthropic impacts on aquatic
ecosystem no detected by chemical analysis. Bicdbgipproaches appear as essential tools to detect
environmental degradations.

Key words: mRNA, biomarkers, bivalves, Real-Timea@titative PCR, oxidative stress.
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