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INTRODUCTION 

La France est le premier pays européens producteur de coquillages. Parmi les espèces cultivées, 

l' huître creuse Crassostrea gigas possède une place particulière. Cette espèce représente en 

effet environ 70 % des coquillages produits, soit une production annuelle de 150 000 tonnes. La 

conchyliculture représente donc en France un secteur d'activité qui bénéficie du soutien de 

l'Etat et des collectivités territoriales. Cependant, cette activité d'intérêt peut être mis en 

danger par divers aléas comme la dégrodation du milieu d'élevage et/ou l'apparition et le 

développement de maladies infectieuses. Il est donc important de sovoir comment les hul'tres 

réagissent face à des situations de stress et vis à vis des agressions et à quel point leurs grandes 

fonctions physiologiques peuvent s'en trouver modifiées. 

De nombreuses études en cours s'attachent aujourd'hui à évaluer l'impact de polluants divers tels 

que les métaux lourds (cadmium, plomb, mercure), les xénobiotiques et les phytosanitaires sur le 

système immunitaire des huîtres (Oubella et al, 1994; Gagnaire et al, 2003) et à comprendre les 

mécanismes mis en jeu (Roch ,1999). En effet, il est possible de suspecter qu'un milieu contaminé 

par divers polluants puisse avoir un effet immunosuppresseur chez les coquillages et de ce fait 

soit capable de favoriser l'émergence et le développement de maladies infectieuses. 

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés aux hémocytes de l'hul'tre creuse Crassostrea 

gigas - les cellules impliquées dans les mécanismes de défense chez les bivalves - et plus 

particulièrement aux flux calciques qui peuvent exister dans ce type cellulaire. Le calcium est un 

second messager connu pour être impliqué dans de multiples fonctions comme la fécondation, 

l'adhésion, la migration cellulaire. Il assure en outre dans la cellule, la transduction de nombreux 

signaux de stimulation membranaires. Cet ion ubiquitaire est donc essentiel au bon 

fonctionnement de la machinerie interne de toute cellule, qu'elle soit issue d'un invertébré ou d'un 

vertébré, et on peut suspecter qu'il intervienne dans les mécanismes de défense. 

Le but de ce travail était dans un premier temps de vérifier que les protocoles d'étude des flux 

calciques habituellement uti lisés pour des cellules de mammifères étaient adaptables aux 

hémocytes d'huîtres. Dans ce contexte, des analyses de contrôle en cytométrie de flux ont été 

réalisées afin de tester l'innocuité des produits utilisés, dans les expériences sur le calcium, sur 

la viabilité et certaines fonctions des hémocytes. Dans un second temps, une fois les techniques 

validées, il s'agissait de mettre en évidence des mouvements de calcium au sein de ces cellules en 

essayant de déterminer la présence de certaines voies de transit calcique par l'utilisation 

d'agents pharmacologiques (BAPTA, ryanodine, caféine et 200K) connus pour leurs effets Sur les 

mouvements calciques de cellules de mammifères. Cette approche a été réalisée sur des 
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populations d'hémocytes par la technique de cytométrie de flux et sur hémocytes isolés grace 

aux techniques de cytofluorimétrie et de microscopie confocale. Par ailleurs nous avons tenté 

d'évaluer la quantité de calcium cytoplasmique - sous forme d'ions (calcium libre) - présent chez 

les hémocytes « au repos» (sans aucune stimulation expérimentale) groce à des calibrations du 

couple dispositif expérimental/cellule et à l'équation de Grynkiewicz (Grinkiewiczet al.,1985) . 

Comme précisé précédemment, à plus long terme, il s'agira de déterminer comment des variations 

de paramètres environnementaux (température, salinité, polluants) peuvent modifier ces flux 

calciques, et au fi nal, les processus de défense. 

RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES 

A/ Les huîtres: mollusQues bivalves 

Les invertébrés constituent environ 94 % des espèces animales connues. Les mollusques sont 

après les arthropodes le phylum qui contient le plus grand nombre d'espèces (50 000 espèces 

vivantes décrites). L'huître fait partie du groupe des lamellibranches (organismes sans tête 

possédant une coquille constituée de deux valves séparées et articulées au niveau d'une 

charnière). Elle dispose d'un système circulatoire dit semi-ouvert c'est à dire que l'hémolymphe 

(l'équivalent du sang chez les vertébrés) circule dans des vaisseaux et se déverse dans des sinus. 

L'hémolymphe baigne alors directement les organes. Le cœur est constitué d'un ventricule et de 

deux oreillettes. Il se trouve dans la cavité péricardique près du muscle adducteur (responsable 

de la fermeture et de l'ouverture de la coquille) et sa contraction permet la circulation de 

l'hémolymphe. 

B/ Les hémocytes: acteurs de l'immunité chez les bivalves. 

Les invertébrés ne possèdent pas de cellules capobles de reconnaître spécifiquement les 

antigènes (comme les lymphocytes Bou 1') . Ainsi, ils ne peuvent pos garder le souvenir de la 

rencontre avec un antigène et sont incapobles de produire des immunoglobulines. Ils ne 

développent donc pas de mémoire immunitaire adaptative (Holmblad et SOderhëill, 1999), et ne se 

défendent vis à vis des pothogènes que par des réponses rapides, mettant en jeu les processus 

de phagacytose et de réactions inflammatoires regroupés sous le terme générique d' « immunité 

non spécifique» ou innée. Cette dernière s'articule autour d'une réponse humorale et d'une 

réponse cellulaire assurée par les hémocytes circulant au sein de l'hémolymphe. 

On distingue grossièrement deux populations d'hémocytes, les granuleux ou granulocytes et les 

non granuleux nommés hyalinocytes. Au sein de ces deux catégories existent des sous types 

cellulaires en nombre variable suivant l'espèce d'invertébré considérée. (Auffret, 1989: Chagot, 

1989). 

? 



l/Immunité à médiation cellulaire 

Après une infection par des pathogènes, des substances toxiques ou une blessure plusieurs 

phénomènes inflammatoires se mettent en place: (i) constriction des vaisseaux et des sinus 

sanguins, (ii) élévation de la densité hémocytaire (leucocytose) et (iii) infiltration dans les tissus 

affectés. La phagocytose est un des mécanisme prépondérant de la réponse immunitaire des 

bivalves marins. Les cellules reconnaissent les particules à phagocyter grâce à des récepteurs 

spécifiques (type lectine s'attachant spécifiquement à des sucres). De plus certains composants 

des parois de corps étrangers tels que les lipopolyssaccharides (LPS), les peptidoglycanes (pGN) 

et les B-l,3-glucans, induiraient le chimiotactisme et donc le rapprochement du la cellule 

phagocytaire du corps étranger. Le mécanisme est favorisé par des opsonines, présentes dans 

l'hémolymphe, capables de lier le pathogène et de se fixer ensuite sur des récepteurs spécifiques 

des hémocytes. La membrane plasmique de la cellule immunitaire s'invagine alors pour englober les 

particules étrangères au sein d'une vacuole d'endocytose. Les lysosomes cellulaires migrent et 

fusionnent avec la vacuole formant un phagolysosome où les enzymes hydrolytiques relarguées 

dégradent l'agent infectieux. Ce mécanisme de destruction est associé à un métabolisme oxydatif 

intense (<<flambée oxydative,. ) conduisant à la formation de radicaux oxygénés toxiques. Il 

semble que chez les bivalves, granulocytes et hyalinocytes sont capables de phagocyter. Enfin, 

certains hémocytes d'invertébrés possèdent une pro-enzyme nommée prophénoloxydase localisée 

dans des granules (Soderhall et al., 1998). Elle est relarguée dans le sérum selon un processus 

actif de dégranulation induit par des agents infectieux et certaines molécules. Une fois déversée 

dans le sérum, elle est convertie par protéolyse (action d'une sérine protéase) en une forme 

active, la phénoloxydase (PO). Cette dernière est impliquée dans une cascade de réactions 

enzymatiques qui a été mise en évidence chez les crustacés et les tuniciers principalement (Niina 

Tujula et al., 2001). Elle permet la dégradation de corps étrangers et l'obtention au final de 

produit sous forme de pigments et notamment de mélanine. Des composants de la cascade 

peuvent aussi être impliqués dans l'opsonisation des pathogènes pour la phagocytose et être 

cytotoxiques. 

2/Immunité à médiation humorale 

L'immunité humorale est encore peu connue chez les mollusques bivalves mais il semble que ce 

mécanisme ait un rôle prépondérant et essentiel dans la défense antibactérienne chez les 

invertébrés. Les composants humoraux sont des molécules circulantes pouvant être produites par 

les hémocytes eux même et qui semblent intervenir les premiers contre les particules étrangères 



(Oubella et 01.,1996). Ces substances peuvent directement être sécrétées par les hémocytes et 

agissent de manière coordonnée avec eux (comme le complément et les anticorps avec les 

lymphocytes chez les mammifères). 

Enfin, les hémocytes possèdent une activité de type neuroendocrinienne. Cette activité 

interagirait directement avec la fonction immunitaire en modulant et souvent, en favorisant, la 

migration par chimiotactisme, la motilité et la phagocytose (Ottaviani et Franceschi., 1997; 

Malagoli et al., 1999; Ottaviani et al., 2001). Ces molécules sont connues chez les vertébrés pour 

être impliquées dans les mécanismes de réaction au stress et dans des processus inflammatoire. 

C/ Rôle du calcium et mécanismes de signalisation impliqué dans la motilité, la migration 

par chimiotactisme et la phagocytose des hémocytes (figure 1). 

Le calcium est un ion essentiel à la réalisation de nombreuses fonctions cellulaires. La fonction 

immunitaire et en particulier les mécanismes impliqués dans la réponses dite « innée» nécessite 

des réarrangements du cytosquelette suggérant l'implication des ions calcium. De nombreux 

auteurs ont d'ors et déjà mis en évidence leur rôle fondamental chez les cellules immunitaires de 

mammifères (neutrophiles et macrophages~ Actuellement certaines études tentent de décripter 

ces mécanismes chez les cellules immunitaires d'invertébrés. Peu de données existent cependant 

concernant les hémocytes des mollusques bivalves. 

Il apparaît ainsi que la voie des phosphoinositides soit impliquée dans les changements de forme, 

la migration et la phagocytose hémocytaire. Ainsi, la liaison d'une particule ou d'une bactérie à un 

récepteur couplé à une protéine G entraînerait le clivage du phosphatidylinositol-4,5-bis­

phosphate (PIPz) en diacylglycerol (DAG) et d'inositol 1,4,5-triphosphate (IP3). La fixation de 

1'IP3 sur le R-IP3 du réticulum endoplasmique est responsable du relargage du Coz, dans le 

cytoplasme. Le DAG, en activant une GTPase pourrait alors interagir avec le Caz• libéré pour 

activer et/ou recruter des protéines non identifiées actuellement (Yuan et al., 2000), mais 

probablement impliquées dans la régulation du cytosquelette et la formation de la vacuole de 

phagocytose (Seaston et al, 1998) mais aussi dans la motilité et la migration cellulaire (rlnai et 

al., 2002). Des auteurs suggèrent d'autre part que le processus d'internalisation de la particule 

soit accompagné d'une migration du réticulum endoplasmique et de sa fixation autour de la 

vacuole d'endocytose par l'intermédiaire de protéines d'ancrages à l'actine comme la coronin et 

l'Aip1. Ce phénomène permettrait alors à des protéines liant le Coz. comme la careticuline ou la 
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calnexine (stockées dans le RE) de contrôler le niveau de calcium requis pour la formation du 

phagosome (Müller-Taubenberger., 2001). 

Des études chez la moule Mytilus galloprovincialisont d'autre part montrées que le DAG pourrait 

activer la protéine kinase C (PKC) alors responsable de la phosphorylation de résidus thréonine ou 

sérine de différents substrats cytoplasmiques. La voie de l'AMPc semble aussi participer à cette 

l'iMPe 

Phosphoryltrtion spécifique (selon 1 .. 
ActivotiOll ri/ •• ... c ...... .-m .,. ./ protéine kinase) cie substrat. 

prot.in ... "",",<art ~ cytoplasmique. 

'" phog.crt·.. @ T?i ~tiIit" ot, _,....mn VOU'$ 1" 
•• te Infoct. ou Id ...... 

FiguN 1 (modifié d 'aproès Seaston etaL.98 et Ottayiani et al.,OI): Modèle décrivant les évènements 
moléclJlaîres prf.lDablement impliqués dans la. motilité, la. migration par chimiofaxie et Ja phagocytose 
hémocytaire .chez les invertébrés, 

PiP,' phospatidylinositol-4.5·biphosphate; IP,'inositol 1.4,5 trIphosphate; DAG, diacylglycérol;PLC, 
phospholipase C; RE: reficulum endoplasmlque: PKCI A: protéine kinase CI A~ GEF: guanine exchange 
factor. 

signalisation. Ainsi, l'adénylate cyclase (AC), en transformant L'ATP en AMPc entraînerait 

l'activation de la protéine kinase A, elle aussi responsable de la phosphorylation de substrats 

cytoplasmiques (Ottaviani et al., 2001). 

Cette signalisation intracellulaire aboutirait alors à l'expression de certains facteurs de 

transcriptions tels que les protéines de la famille jun et fos ou encore la protéine smad qui, après 

fixation sur des complexes de transcription seraient responsables de la synthèse d'ADN impliqué 

dans la réorganisation de l'actine, la prolifération, la chimiotaxie et la survie cellulaire. 

DI Transferts calciques des hémoCY!es et implications dans la réponse immunitaire 

(figure 2);De nombreuses similitudes concernant la transduction du signal existent entre les 

cellules immunitaires humaines impliquées dans les réponses inflammatoires et la phagocytose 

(types neutrophiles et macrophages) et les hémocytes d'invertébrés. Aussi les données 

existantes concernant les canaux calciques des cellules de mammifères constituent des bases de 



(lew €t Stossel.,OO) 

SOC 
Stol"e-Operate ,;:aldum 

Channel 
(parekh et R oynold., 95) 

Figare 2 : Récapitulatif des canaux calciques pOlJvant participer 'lUX variations calciques neceS$lli,.es au 
Fonctionnement des cellules immunitaires impliquées dans lu réponse« innée" chez les mammifères. 
la pompe Cai:'+~ATPos. et le R-IP3 pOUI"f"aft participer ala régulation calcique d' hémocytes d'invertébrés. 
RE;. réticulum endoplosmique. 

réflexion et d'études pour déterminer ceux existant au niveau des hémocytes de mollusques 

bivalves et en particulier de l'hu1'tre creuse Crassostreo gigas. 

Chez les cellules immunitaires de mammifères, il est établit qu'une augmentation du calcium 

intracellulaire est nécessaire aux modifications du cytosquelette impliqués dans la chimiotaxie, la 

phagocytose et dans l'induction de la flambée oxydative (Marx and Maxfield, 1990: Thelen et 

aI..1993). De plus une série de mécanismes d'expulsion existent pour éviter les effets délétères 

d'une forte concentration en calcium dans le cytoplasme: pompe ATP-ase et échangeur 

sodium/calcium notamment. Une voie majeur d'entrée de calcium dans ces cellules serait 

constituée des SOCs (Store-Operated Ca 2+ Channel) largement présents dans les lymphocytes et 

les macrophages ( Pareck and Reinold., 1995: Parekh, 2002). L'entrée du calcium via les SOCs 

est contrôlée par la vidange calcique des stocks intracellulaires (Putney., 1986). 

D'autres voies transmembranaires ont été décrites et en particulier des canaux dépendants du 

voltage, de type L, observés dans des cellules tumorales (type macrophage) de souris (Kong et 

al., 1991). Cependant il est à noter que la présence de calcium extracellulaire ne semble pas 

systématiquement nécessaire à l'activation de la phagocytose chez les cellules de mammifères 

(Thelen et al., 1993) suggérant le rôle prépondérant des stocks calciques intracellulaires dans ces 

mécanismes. 

Chez les invertébrés, des travaux concernant l'exocytose du système prophénoloxydase chez les 

hémocytes de certains invertébrés (Styela plicata), ont mis en évidence l'implication de la pompe 

Ca 2+ -A TPase dans la polymérisation de la tubuline en microtubules (Tujula et al., 2001). ri a ainsi 

été montré que le tributyl étain (TBT), un inhibiteur de la calmoduline (régulateur subcellulaire 

du calcium), perturbait le système de signalisation impliquant l'activité Ca 2+-ATPasique et à 

fortiori la polymérisation des protéines de tubuline en microtubules. De plus des études réalisées 



sur l'ascidien Botry/lus schlosseri (Ballarin et al.,1998) ont montré l'importance des R-IP3 dans 

ces mécanismes. Par contre aucun effet n'a été observé avec la ryanodine et la caféine 

suggérant l'absence de R-Rya chez cette espèce d'invertébrés. De la même manière, les canaux 

de type L ne sembleraient pas jouer un rôle dans la phagocytose. 

El Effets de certains polluants sur le système immunitaire des huîtres. 

Des effets de contaminants métalliques (métaux lourds type Cd, Mg, Cu) et organiques (atrazine) 

sur les fonctions immunitaires de mollusques bivalves ont été rapportés dans la littérature 

(Oubella., 1996; Gagnaire et al., 2003). Les polluants incriminés proviennent des rejets issus des 

activités industrielles, agricoles ou urbaines. Ainsi, certaines études ont révélé que l'exposition 

des huîtres à des doses sub-Iétales d'ions métalliques (Cd2
• et Cu2

,) largement retrouvés prés 

des côtes modifiait l'hémocytose (augmentation du nombre d'hémocytes nécessaire à la lutte 

contre le pothogène) ainsi que la formule hémocytaire (Oubella et Auffret). D'autre part, il a été 

montré que l'activité phagocytaire se trouvait réduite en présence de concentrations élevées en 

mercure, cuivre, aluminium, cadmium et en présence de faibles CGncentrations de tributylétain 

(Fisher et al., 1990). Il semblerait en outre que des concentrations élevées en cuivre 

endommageraient la membrane du lysosome contenant les enzymes hydrolytiques portici pont à la 

dégradation des particules étrangères lors de la phagocytose (Nicholson., 2000). Des études 

récentes ont d'autres part mis en évidence les effets délétères de "cocktails" de pesticides 

retrouvés dans le Bassin Marennes-Oléron sur l'activité phagocytaire et enzymatique des 

hémocytes de l'huître Crassostrea gigas (Gagnaire et al., 2003). Enfin le mécanisme d'agrégation 

spontannée des hémocytes d'huître et de moule (mécanisme essentiel à l'immobilisation du 

pathogène ayant envahi l'hôte) est inhibé en présence de 400ng/l de TBT et 10pgll de Cd2t• Cet 

effet, comparable à celui de l'EDTA, suggère que certains métaux interférerait directement 

avec l'homéostasie calcique intra-hémocytaire. 

Le système immunitaire des bivalves pourrait donc être affecté par une exposition à certains 

types de polluant (effet dépendant de la concentration de polluant et du temps d'exposition de 

l'organisme à ce polluant). Il est actuellement suggéré que certains polluants pourraient 

contribuer à rendre les mollusques plus sensible à certaines attaques de pathogènes. 
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MA TERIELS ET METHODES 

AI Matériel biologique 

1/ lu hu?ttvs 

Les hu?tres utilisées dans ce travail sont des animaux d'un an, produits en 2001 à l'écloserie 

IFREMER de La Tremblade (Charente Maritime). Les animaux ont été maintenus en bassin béton 

alimenté en continu en eau de mer à la station IFREMER de La Tremblade jusqu'à leur expédition 

(Chronopost) au laboratoire de Poitiers. A leur réception, les huîtres sont placées dans un boc 

contenant de l'eou de mer oxygénée à 14-15°C et un système de filtration élimine les déchets. Un 

à deux jours d'acclimatation sont nécessaires avant chaque expérimentation pour limiter les 

effets du stress induit par le transport. 

21 PtIIICfiDn de l'MmoIymphe 

La ponction d'hémolymphe est réalisée à travers la membrane péricardique. A ce niveau le cœur 

baigne dans l'hémolymphe. Une seringue de 1 ml munie d'une aiguille stérile de 25 mm de longueur 

et de 0.6 mm de diamètre sont utilisées pour ne pas léser les cellules. Les hémocytes sont 

conservés dans la glace le temps du prélèvement. 

a/ Pour la cytométrie de flux: 

L'hémolymphe est centrifugée pendant 10 minutes à 4°C et 1500 g/minute. Le surnogeont est 

éliminé. La concentration en hémocytes du culot est évaluée par comptage sur lame de Malassez. 

Le culot est ensuite repris dans de la Solution Physiologique (SP) (tableau I) ou dans 

l'hémolymphe de manière à obtenir 1 million de cellules/ml. La suspension cellulaire est ensuite 

divisée en aliquots de 200 pl. Les échantillons sont alors placés à 18°C pendant 30 minutes ou 

3h30. 

b/Pour la cytofluorimétrie et la microscopie confocale: 

Après la ponction, 500 pl d'hémolymphe sont placés dans une boîte de Pétri fond verre (35 mm) 

La poly-L-Iysine (BIOCHROM AG) est utilisée comme facteur d'attachement (temps de contact 

10 minutes puis rinçage à l'eau désionisée). Les cellules sont mises à adhérer 30 minutes à 

température ambiante. Puis la sonde Indo-l-AM est ajoutée (6 pM au final) pendant 45 minutes à 

l'obscurité pour les expériences en cytofluorimétrie. La sonde Fluo-4-AM est ajoutée (6 pM) 

pendant 15 minutes à l'obscurité pour les expériences en microscopie confocale. 



SP 200K oCa 20 Ca 
SOLUTION Solution de Solution de 

PHYSIOLOGIQUE Calibration Calibration 
en mM en mM en mM en mM 

Noel 458 268.5 458 458 

ICa. 10.5 200 10.5 10.5 

CaCl2• 2HzO 10.5 10.5 0 20 

MgCIz. 6HzO 28 28 28 28 

MgS04 anhydre 22 22 22 22 

HEPES 5 5 5 5 

E6TA 1 

lonomyclne O.OZ O.OZ 

. . . , 
Table4u l : ComposItIon des solutIons perfusees dans 1 envIronnement externe des hémocytes. Le pH des 
solution est ajusté à 7.4 (Malagoli et al., 1999) avec du Tris base. L'osmolarité des solutions est vérifiée 
dans chacun des cas avec un osmomètre fonctionnant par détermination de point de cO"9élation. Elle doit 
être d'environ 1000 mOsmoles. 
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Figure 3 : les différentes possibilités d'analyse multiparamétrique de cellules isolées en cytométrie de flux. 



BI Technigues d'analyse 

1/ Cytométrie de fJux 

a/principe 

La cytométrie de flux consiste à étudier certaines caractéristiques physico-chimiques de cellules 

ou de particules entl'QJ"nées dans un flux liquide. Les cellules passent une à une devant un laser de 

longueur d'onde précise. Les informations sont obtenues soit de manière directe par diffraction 

de la lumière du laser, soit de manière indirecte, lorsque des marquages sont réalisés 

(fluorachromes et/ou anticorps monoclonaux et palyclonaux), par l'enregistrement de la 

fluorescence réémise par la sonde. 

La cytométrie de flux intègre trois systèmes principaux gérés par informatique: fluidique, 

optique et électronique. 

Lors de l'injection des cellules, le liquide de gaine coaxial ( solution saline isotonique) exerce une 

pression sur le flux central contenant les cellules, ce qui permet leur alignement. Elles passent 

ainsi une par une devant la source lumineuse (Figure 3). Cet écoulement est qualifié de laminaire. 

Le système optique permet de focaliser un ou plusieurs faisceau(x) laser sur le flux par le biais 

de lentilles. Il s'agit ici d'un laser argon produisant une lumière monochromatique de 488 nm. La 

fluorescence émise par les cellules est alors transmise par l'optique de réception (comprenant 

miroir dichroïques et filtres) vers les détecteurs (photomultiplicateurs et photodiodes) qui sont 

chargés de convertir les signaux lumineux en signaux électriques (courants puis tension). Ceux ci 

sont ensuite triés et répartis en fonction de leur voltage respectif. Les signaux de même voltage 

sont répartis dans un même canal (il existe au maximum 1024 canaux allant de O.OlV à lO,24V). 

Les données analogiques sont ensuite digitalisées par le système électronique et visualisables sur 

PC sous forme d'histogrammes (Figure 4) ou de cytogrammes (Figure 7 à droite). 

Les mesures directes de diffraction de la lumière (modification de la direction, sans 

modification de la longueur d'onde) par les cellules non marquées permettent d'obtenir 

l'empreinte morphologique de chaque cellule par le biais de deux paramètres : 

la taille (FSC : Forward Scatter height) obtenue pour une diffraction inférieure à un angle 

de 10°. 

La complexité (SSC : Size Scatter height) pour une diffraction inférieure à 90°. 

Les analyses concernant les cellules marquées se basent sur la capacité des cellules, excitées à 

une longueur d'onde donnée, à émettre un rayonnement à une longueur d'onde différente. 

L'appareil utilisé dispose pour cette application de quatre lentilles permettant la réception de 

quatre longueurs d'ondes différentes: le vert de 500 à 550 nm (détecteur FLl), le jaune de 550 à 



600 nm (FL2), l'orange et le rouge de 560 à 670 nm (FL3), et le rouge de 640 à 700 nm (FL4) 

(Figure 1). 

b/ Paramètres hémocytaires analysés 

L'étude de chaque activité s'est faite sur une base de 3 000 événements analysés. Les résultats 

se présentent sous forme de cytogramme représentant la tai Ile (F SC), la complexité (SSC) et le 

canal de fluorescence de l'activité testée (Figure 3). 

*Viabilité des cellules: elle est testée grâce à l'iodure de propidium (IP- Interchim -1 mg/l), un 

fluorochrome qui se fixe à l'ADN et à l'ARN uniquement lorsque la membrane est lésée. 200 JJI 

d'hémolymphe sont mis à incuber avec 5 JJI d'IP pendant 30 min à l'obscurité et dans la glace. Les 

cellules mortes émettent une fluorescence rouge captée par le photomultiplicateur FL3. 

*Phagocv!ose: elle est testée grâce à des billes synthétiques de 1 /IIfI de diamètre (Interchim) 

marquées à l'isothiocyanate de fluorescéine (FITC). 10 JJI sont ajoutés à 200 JJI d'hémolymphe. 

L'incubation est de lh30 à température ambiante et à l'obscurité. Les cellules ayant phagocyté 

les billes émettent une fluorescence verte détectée en FL1. On considère qu'il y a phagocytose 

lorsque les cellules présentent une fluorescence identique ou supérieur à la valeur de 

fluorescence de trois billes (Figure 4). 

...---2biU .. ~ Inum'fhédlt 
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Figure 4: Histogramme de fluorescence (FLI) rapportant les résultats de phogocytose des billes pour les 
hémocytes de f" hu1tre creuse Crossostrea gigos. Ordonnu=nombre d' évènements comptés. Abscisse= 
intensité de fluorescence (échelle log). 

*Estérases: l'activité des estérases est déterminée grâce à l'utilisation du kit« Cell Probe 

fluoresceine diacetate (FDA) Esterase» (Beckman Coulter). L'émission de fluorescence n'a lieu 

que quand le substrat estérifié des estérases (ayant pénétré dans l'hémocyte) est clivé par 



l'enzyme. L'intensité de fluorescence est fonction de la quantité d'estérases présentes. On 

ajoute 20 tA du kit à 200 tA d'hémolymphe. L'incubation est de 15 min à température ambiante et 

à l'obscurité. 

c/ Les substances et milieux testés en cytométrie de flux 

On peut distinguer deux types de test. Le premier consiste à contrôler qu'un certain nombre de 

composés utilisés lors de l'expérimentation (notamment en cytofluorimétrie et en microscopie 

confocale) n'interfèrent pas de façon significative avec l'objet de l'étude: DMSO et sondes 

calciques par exemple. Le second participe à l'étude elle-même: les modulateurs calciques font 

partie de ce type. Quant aux milieux SP et Hémolymphe ils font partie des deux types puisqu'il 

s'agissait à la fois de choisir le meilleur milieu pour l'étude et de vérifier qu'un milieu artificiel 

pouvait convenir. 

*Test du milieu SP et de l'hémolymphe: les hémocytes ont été mis à incuber dans de 

l'hémolymphe et dans du SP pour comparer l'effet du SP sur la viabilité, les activités 

phagocytaires et enzymatiques des hémocytes par rapport au milieu contrôle naturel qui est 

l'hémolymphe. 

*Test du DMSO: le DMSO est utilisé pour solubiliser les sondes fluorescentes (Indo-l-AM et 

Fluo-4-AM). Une gamme de 4 concentrations de DMSO (préparée dans le SP) a donc été réalisée 

pour évaluer son effet (mortalité et activité estérases) sur les hémocytes (l/8oo; 1/400; 1/200 

et une valeur extrême de 1/5). Cette gamme est faite dans du SP. Les analyses en cytométrie de 

flux sont réalisées à 30 minutes et à 3h30 pour avoir une idée de l'effet du DMSO sur des 

temps d'incubation long avec les hémocytes. Dans chacun des cas, les échantillons sont répliqués 

3 fois et l'expérience réalisée 3 fois pour avoir une analyse statistique fiable. 

*Test des sondes fluorescentes: l'effet de l'indo-l-AM est testé à deux concentrations 

différentes: 3 pM et 6 pM après 3/4h de mise en contact avec les hémocytes. L'effet de la 

sonde calcique Fluo-3-AM a été également .testé à trois concentrations différentes 2.5, 5 et 10 

!lM après 30 minutes d'incubation. 

*Test des modulateurs calciques sur le niveau de calcium intracellulaire et sur les capacités de 

phagocytose des hémocytes: 

Le BAPTA-AM est un chélateur calcique. Il permet d'abaisser la concentration calcique 

intracellulaire et donc aussi de vérifier que nos dispositif expérimentaux de mesure du 

calcium sont bien capables d'enregistrer une telle diminution. Après avoir mis les 



hémocytes à incuber avec le fluo-3-AM (10 pM) pendant 30 minutes à lS·C ou avec les 

billes de phagocytose, le BAPTA-AM est mis à agir 30 minutes à 10 f./M. 

La ryanodine est un activateur de la libération du calcium contenu dans les stocks internes 

sensibles à la ryanodine (Récepteurs RyR). Après avoir mis les hémocytes à incuber avec le 

fluo-3-AM (10 pM) ou avec les billes de phagocytose pendant 50 minutes à lS·C, la 

ryanodine à 5 pM est ajoutée et mise à incuber 10 minutes avec les hémocytes. 
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Fïgurc !i: Histogramme (à gauche) et cytogramme (à droite) de fluorescence 
représentant le nombre d'hémocytes marqués et non marqués par le fluo-3-Ca 2<, 

d/ Mesure du calcium 

La mesure du calcium a été réalisée grâce à la sonde fluo-3-AM (voir figure 5) sur environ 3000 

hémocytes par échantillon (nombre d'échantillons: 9). Sa partie AM (AcétoxyMéthylester) lui 

permet de franchir la double couche lipidique. Une fois dans la cellule, les estérase clivent la 

molécule et libère le fluo-3 sous forme active, capable de se lier au calcium. Cette sonde est 

excitée dans le visible (un maximum d'absorption sous forme liée à la longueur d'onde de 506 

nm) et un maximum d'émission sous forme liée à 526 nm. La fluorescence est détectée en FU. Le 

positionnement d'un seuil (lignes rouges sur la figure 5) permet de classer les cellules en cellules 

"marquées" et "non marquées", Ainsi lorsque le calcium augmente, la proportion de cellules 

"marquées" augmente (déplacement de l'histogramme vers la droite). 

2/ CytDfllRIrimétrie (O$P 100 O/yttIpus) 

a/ Principe de la méthode ratiométrique 



Les cellules sont chargées dans un milieu de base contenant 6 J.1M Indo-I-AM 

(AcetoxyMéthylester) (Sigma) pendant 45 minutes à l'obscurité et à température ambiante. Il 

s'agit de l'Indo-I-AM, dont la partie ester lui permet de franchir facilement la double couche 

phospholipidique membranaire. Une fois dans le cytoplasme les estérases présentes dé­

estérifient la sonde qui est alors piégée dans la cellule. Cette sonde fluorescente a alors une 

affinité pour le calcium. Ainsi, la proportion de sonde sous forme liée et sous forme libre est 

fonction de la concentration de calcium cytoplasmique présent dans l'hémocyte. L'indo-I est une 

sonde calcique à simple excitation / double émission (Figure 6) . 
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Figure 6: A/Structure chimique de l'Indo-l-AM et de L'Indo. BlSpectre d'émission de la sonde Indo-l en 
fonction de la concentration calcique interne. Les deux pics correspondent à la forme liée au calcium 

(405 nml et à la forme libre (485 nml. 

Après avoir été excitée dans l'ultaviolet à 350 nm, la sonde émet à deux longueurs d'onde 

différentes: 405 nm lorsqu'elle est sous forme liée (Indo-I-Ca) et 485 nm sous forme libre 

(Indo-I). L'enregistrement de la fluorescence émise à 405 nm et à 485, permet d'obtenir un 

ratio: R " F 405 / F 485. Le rapport obtenu permet, après calibration, de calculer la 

concentration intracellulaire en calcium. 

L'enregistrement de la forme liée et libre de la sonde calcique ainsi que le ratio se fait par un 

appareillage de cytofluorimétrie, J'OSP 100 Olympus (figure 7). 
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Figur'fl 7: Principe de fonctionnement du cytofluorimètre OSP 100 Olympus 

Ce système ratiométrique présente l'avantage d'éliminer certains artéfacts liés au 

photobleaching ou photolyse (destruction de la sonde), à la fuite de la sonde, au phénomène de 

compartimentalisation, au déplacement et à l'épaisseur variable de la cellule, à l'absorption de la 

fluorescence par certaines molécules testées (caféine par exemple, O'N'eill et 01.,1990). Du fait 

de son pouvoir tampon vis-a-vis du calcium (molécule dérivée d'un chélateur calcique (EGTA », elle 

devra être utilisée à faible concentration sous peine de modifier la cancentration calcique que 

l'on veut mesurer. 

b/ Détermination des paramètres de calibration 

Si l'on souhaite estimer la concentration absolue de calcium dans la cellule on devra covertir le 

ration R de fluorescence en calcium par l'intermédiaire de J'équation de 

Grynkiewicz (Grynkiewicz et a( 1985) : 

1 [Ca]i = Kd*fl*(R-Rmin)l(Rlnax-R) 



Cette équation permet de déterminer la quantité de calcium intracellulaire [Cali. 

Kd est la constante de dissociation de l'Indo-1-AM d'avec le calcium. 

R min: rapport minimal de fluorescence forme liée /forme libre. Il s'obtient en perfusant une 

solution sans calcium (Tableau I) et contenant de la ionomycine (ionophore calcique qui augmente 

la perméabilité de la membrane au calcium) et de l'EGTA à 1 mM (chélateur de calcium). 

R max: rapport maximal de fluorescence forme liée / forme libre. Il s'obtient en perfusant la 

solution à 20 mM de calcium et de la ionomycine (Tableau I). 

ft : rapport des valeurs de fluorescence à 485 nm en OCa et à saturation (20 Ca). 

c/ Détermination du Kd de /'Indo-J-AM 

Pour avoir une idée du Kd de la sonde calcique dans l'hémocyte, nous avons choisi de reconstituer 

le milieu intracellulaire des hémocytes de manière artificielle en tenant compte des informations 

existant dans la littérature à ce sujet. En effet, il semble que les invertébrés possèdent dans 

leurs cellules une quantité importante de composés organiques (contrairement aux cellules de 

mammifères) tels que des acides aminés (praline, glycine, alanine, sérine, acide glutamique ou 

asportique) des polyols et des sucres. Ces composés seraient responsables de la forte osmolarité 

intracellulaire dans ces cellules. Le milieu synthétique mimant le milieu intra-hémocytaire a été 

synthétisé avec 470 mM d'acide glutamique, 10 mM de NoCI, 4 mM de MgCI2, 20 mM d'HEPES, 3 

mM d'EGTA. Le tout était ajusté au pH 7.4 avec de la potasse KOH (Curtis et al., 1999). Une 

gamme étalon de calcium a été réalisée, huit concentrations ont ainsi été testées: 33 nM, 100 

nM, 333 nM, 1 JJM., 33 pM, 100 JJM., 333 pM et 1 mM. La quantité de calcium à mettre pour obtenir 

précisément les concentrations calciques souhaitées a été obtenue grâce à l'utilisation du logiciel 

MaxChélator (http://www.stanford.edu/-cpatton/maxc.html). Les mesures ont été réalisées en 

utilisant la sonde calcique Indo-1 sous forme de sel (Sigma) à 4 concentrations: 0.025 JJM., 0.25 

pM, 2.5 JJM. et 25 JJM.. Les mesures du Kd ont été obtenues grâce à l'utilisation du logiciel Prism 

(Prism 3.0; http://www.graphpad.com). 

d/Test des modulateurs calciques sur le niveau calcique intracellulaire des hémocytes 

* Solution hyperpotassique (Tableau I): cette solution est couramment utilisée pour mimer la 

dépolarisation physiologique subie par la cellule in viloO (Gomez et al., 1994). La cellule répond à 

cette stimulation en mettant en jeu l'ensemble des mécanismes voltage-dépendants responsables 

de l'augmentation en calcium intracellulaire. Cette solution est perfusée directement sur la 

cellule sélectionnée.*Caféine (10 mM): Elle se fixe au niveau des récepteurs à la ryanodine du 

réticulum endoplasmique et permet la libération des stocks intracellulaires (Hove et al., 1998; 



Harwood et al., 2000). Cette solution est également directement perfusée sur la cellule 

sélectionnée. 

3/ MicrtlscDpill ctmftH:6111 (SioRad 1024 MRC) 

Les hémocytes sont mis à incuber à température ambiante pendant 15 minutes avec la sonde 

calcique fluo-4-AM qui, comme l'Indo et le fluo-3 est hydrolysée dans la cellule par les 

estérases, rendant le fluo-4 disponible pour lier le calcium. Le Fluo-4 est excitée à 494 nm par le 

laser et émet autour de 516 nm lorsqu'il est lié au calcium (Figure 8). L'intensité de fluorescence 

augmente avec la concentration calcique intracellulaire. Cette analyse ne nous permet pas de 

quantifier le calcium intracellulaire mais nous permet de visualiser les mouvements calciques, 

d'analyser leur localisation et leur répartition spatiale. Les images sont des coupes horizontales 

de la cellules au cours du temps. La fréquence d'acquisition est d'une seconde. Ayant eu que peu 

recours à cette technique celle-ci, faute de place, n'est pas décrite plus avant. 
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Figure 8: Représentation schémotique du principe de fonctionnement du microscope BioRad 1024 MRC. 

4/ Ana/ysil statistiqull 

Dans la partie résultat les données sont moyennées pius ou moins l'écart-type. Comme nous ne 

connaissons pas la distribution des données (Gaussienne ou non), l'analyse statistique est réalisée 

en utilisant des tests non paramétrique. Le test de Mann-Whitney U-test est utilisé pour tester 

la significativité de l'effet d'un produit par rapport au contrôle. Le test de Kruskall-Wallis est 

utilisé pour tester la significativité de l'effet dose de l'Indo-I-AM par rapport au contrôle. 



RESULTATS 

AI Analyse en cytométrie de flux 

11 AMIy. prlliminaire llérifiant l'inDcuité du produits utilisés lin cytofllltlf'imétrill lit 

miCl'tlScopitl confDcalll sur la viabilité lit CtIrlai_ activités lrénwcytaires. 

Les résultats (Figure 9) mettent en évidence un effet de la solution physiologique (SP) sur les 

hémocytes par rapport à l'hémolymphe (H), le milieu naturel des hémocytes. Ainsi, la mortalité 

des hémocytes passe de 9% en H à 5.7% en SP (Figure 9A), le pourcentage de cellules 

présentant des activités estérases passe de 40.7% en H à 68% en SP (Figure 9B) et le 

pourcentage de cellules présentant des activité phagocytaires passe de 25% en H à 21% en SP 

(Figure 9C). De plus les tests réalisés sur les activités aminopeptidases (résultats non présentés) 

montrent que le pourcentage de cellules présentant des activités aminopeptidases passe de 85% 

en H à 13% en SP. La concentration de DMSO utilisée en cytofluorimétrie pour diluer les sondes 

calciques est de 1/400. Les effets du DMSO 1/400 ne diffèrent pas des effets du SP suggérant 

que les variotions observées sont le fait du SP dans lequel le DMSO était préparé. 

La figure 10 indique que la sonde calcique Indo-l-AM ne semble pas affecter la viabilité et la 

phagocytose des billes en hémolymphe (H) ou en SP après 45 minutes d'incubation. Par contre, il 

semble que l'Indo-l-AM puisse induire une légère diminution du pourcentage de cellules 

présentant des activités estérases en fonction de la concentration quand les hémocytes sont 

dans le SP. Cette série d'expériences ne met pas en évidence de différences significatives entre 

les hémocytes mis à incuber dans SP et l'hémolymphe (H) pour ce qui concerne la mortalité et la 

phagocytose des billes (contrairement à la figure 9). Par contre l'effet du SP sur les activités 

estérases des hémocytes demeure (le pourcentage de cellules présentant les activités estérases 

passe de 35% en SP à 56.6% en hémolymphe) (Tableau n). 

Enfin, la figure 11 indique que la sonde calcique fluo-3-AM affecterait la viabilité hémocytaires 

dans l'hémolymphe, en fonction de la concentration. L'effet est également observé dans le SP 

mais le pourcentage d' hémocytes morts n'augmente pas avec la concentration de sonde. 
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figure 9: Effet de la solution d'eau de mer reconstituée (SP) et du DMSO sur la viabilité, l'activité 
estérase et phagocytaire des hémocytes de l'huttre creuse Crassostrea gigas, H=hémolymphe. 
L'hémolymphe est la valeur de référence. *= test de Mann Whitney significatif à O.05<p<O.OI. 
NS=différence non significative. Chaque histogramme est la moyenne des résultats obtenus pour 9 
échantillons testés plus ou moins l'écart type. 
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figure 10: Effet de la sonde Indo-l-AM à 3J1M et 6 pM sur la viabilité, l'activité estérases et phagocytaire 
des hémocytes de l'huî'tre creuse Crassostrea gigas. H: hémolymphe; Sp: Solution Physiologique (eau de 
mer reconstituée). *: test de Kruskall Wallis significatif pour O.05'p'O.Ol. 
Chaque histogramme est la moyenne des résultats oblenus pou 6 échantillons testés plus ou moins l'écart Iype. 
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tableau II : Test de comparaison de l'effet de fluo-3-AM entre les milieu SP (Solution Physiologique) et H 
(Hémolymphe). En vert pour la mortalité, en rouge pour les activités estérases, en bleu pour les activités 

phogocytaires. *= test de Mann Whitney significatif pour 0.05<p < 0.01. **= test de Mann Whitney 
significatif pour 0.01< p < 0.001. NS= Non significatif. 

SP SP SP 61111. 

31111. indo-l-AM indo-l-AM 

H NS ; ""'; NS 

H 3 pM indo-l-AM NS ; **; N5 

H 61111. indo-l-AM NS ; 'Ilr; NS 
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Figure 11: Effet de la sonde calcique fluo-3-AM à trois concentrtations différentes sur la viabilité des 
hémocytes de Crossostrea gigaS. H= hémolymphe; SP= Solution Physiologique. 
,....= test de Kruskall-Wallis significatif pour 0.01 <p<0.001. NS= différence non significative. 
Chaque histogramme est la moyenné des résultats obtenus pou 9 échantillons testés plus ou moins l'écart 
type. 

2/ Effets de tn«fuIatsurs calciques sur la CDfICentration calcique intracytDp/asmique, tutu 
grâce ci la sonde calcique FIUD-3-AM. Effets de ClIS mbnu modulatsurs sur l'activi1W 

phagocytaire des héinacytu testés grâce aux billu en latllX. 

a/ Effets d'un chélateur, le BAPTA-AM et d'un stimulateur de la libération calcique, la ryanodine 

sur le [Ca 2'J intracytoplasmique hémocytaire. 

Les mesures indiquent encore une fois l'effet non négligeable du milieu artificiel SP sur les 

hémocytes par rapport à leur milieu naturel: l'hémolymphe. En effet, l'effet des modulateurs 
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sur le calcium intracellulaire (figures 12A et 13A) semble exacerbé en SP par rapport à 

l'hémolymphe. Il apparaît cependant que ces modulateurs agissent sur le [Caz'] 

intracytoplasmique dans les deux milieux. En présence de BAPTA, le pourcentage de cellules 

marquées par le fluo-3 diminue d'environ 46 % en SP et de 20 % en H. En présence de ryanodine, 

le pourcentage de cellules marquées augmente d'environ 53 % en SP et de 36 % en H. A noter 

cependant, le faible pourcentage de cellules marquées. 

b/Effets du BAPTA-AM et de la ryanodine sur les capacités de phagocytose des hémocytes 

Les capacités de phagocytose des billes en latex semblent diminuer en présence de BAPTA en 

hémolymphe (-13 %) et en SP (-6~.) mais la différence n'est pas significative en SP (figure 12B). 

Par contre même si l'on observe une légère augmentation de la phagocytose en présence de 

ryanodine (figure 13B) en hémolymphe (+4.5%) et en SP (+6.6 %), ces variations ne sont pas 

significatives dans les deux milieux. 

A 

B 

Effet du BAPTA-AM ..... les hémocytes de Crossost,..". gigas 

IilIContrôle 

• BAPT A 10 pM 

H SP 

MilietJ)( testés 

Effet du BAPTA-AM SUr les capacités de phagocytose des 

hémocytes de Crossostreo gigas 

H 

Milieux testés 

SP 

, ElContrôle 

.BAPTA-AM 10 pM 

figure 12: Effet du chélateur calcique BAPTA-AM (5 pM) sur le calcium intracellulaire (A) et les capaCités 
de phagocytose (B) des hémocytes de Crassostreagigas. *= test de Mann Whitney significatif pour 0,05<p < 
0.01. **= test de Mann Whitney significatif pour 0.01< p < 0.001. NS= différence non significatif. Chaque 
histogramme est la moyenne des résultats obtenus pou 9 échantillons testés plus ou moins l'écart type. 
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1 A Effet de la Ryanodine sur les hémocytes de Crassostrea 

B 

gigas 

. [;] Contrôle 

• Ryanodine 5 pM 

H SP 

Milieux testés 

Effetde la ryanodine sur les capaci1és de phagocytose des 
hémocy1es de Crassoslreo gi9O$ 

Mi lieux -teSlés 

figure 13: Effet de la ryanodine (5 pM) sur calcium intracellulaire (A) et les capacités de phagocytose (B) 
des hémocytes de ClYISsostreagigas. *= test de Mann Whitney significatif pour 0.05<p < 0.01. **= test de 
Mann Whitney significatif pour 0.01< p < 0.001. NS= différence non Significative. Chaque histagramme est la 
moyenne des résultats obtenus pou 9 échantillons testés plus ou moins l'écart type. 

BI Analyse sur cellule isolée par CY!ofluorimétrie et microscopie confocale. 

Les anolyses en cellules isolées ont été réalisées afin d'évaluer la quantité de calcium 

cytoplasmique au repos et après stimulation. 

1/ Cillibrati_ 

Quantifier la concentration de calcium intracytoplasmique nécessite au préalable de déterminer 

le ratio de fluorescence maximal (obtenu par la perfusion de la solution 20 Ca ) et le ratio minimal 

de fluorescence (obtenu par la perfusion 0 Ca). Cette démarche demande, en outre, d'obtenir une 

valeur du coefficient de dissociation (Kd) de la sonde Indo-l dans le milieu intracytolasmique des 

hémocytes. 

a/O Ca" et 20 Ca" 

Les valeurs des ratios de repos sont variables et oscillent de 0.7 à 2 suivant le lot d' huîtres (10 

lots d'environ 20 huîtres ont été testés à raison d'un lot par semaine). Mais, lorsque les valeurs 

de ratios sont trop élevées, il est difficile d'obtenir des réponses aux perfusions des solutions 
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de calibration (0 Ca 2+ et 20 Ca 2+). Cette grande variabilité est donc probablement la 

conséquence de la présence de lots d'huîtres présentant des niveaux de colcium d'emblée très 

important, peut-être dus au stress des animaux. La wleur du ratio maximal de fluorescence 

enregistré suite à la perfusion de la solution 20 Ca 2+ est de 2.0 t 0.3 (N=4), avec comme wleur 

la plus forte enregistrée : Rmax = 2.5. La valeur du ratio minimal de fluorescence enregistré 

suite à la perfusion de 0 Ca 2+ est de 0.70 :!: 0.36 (N=5) avec comme wleur la plus faible 

enregistrée : Rmin = 0.4. Un exemple d'enregistrement est donné en figure 14. 
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Figure 14: Effet d'une perfusion d'une solution à 0 mM de calcium suivie d'une perfusion d'une solution à 
20 mM de calcium sur le ratio de repos d'une hémocytes. 
Analyse en cytofluorimétrie avec la sonde calcique indo-I-AM (6 pM). 

b/ Ca/œ/ du Kd 

Comme précisé dans le matériel et méthode, le milieu intracellulaire a une composition et une 

osmolarité différente du milieu intracellulaire des cellules de mammifères; ce qui est susceptible 

de modifier le comportement des sondes fluorescentes et en particulier leur Kd. Des mesures de 

fluorescence ont donc été réalisées dans des solutions mimant le milieu intracellulaire des 

hémocytes (forte osmolarité de 1000 mOsmoles), in vitro, afin de suivre l'évolution du ratio de 

fluorescence en fonction de la concentration de la sonde (0.025 à 25 pM) et de calcium (33 nM à 

1 mM). Les mesures ont été réalisées grâce à la sonde Indo-l sous forme de sel (c'est à dire sans 

partie estérifiée) à ces 4 concentrations car nous n'avions aucune idée de la quantité de sonde 

entrant dans les cellules lors des expérimentations in vivo. Chaque courbe de la figure 15 

représente donc l'évolution du ratio de fluorescence en fonction des concentrations colciques et 

ceci à 4 concentrations différentes en Indo-1. Chaque sigmoïde correspond à la régression non 

linéaire la plus proche des points et a pour équation: 
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y= Rmin + (Rmax - Rmin) / 1 + 10 exp «log EC 50 - X)*3» 

Avec EC 50 = Kd c'est à dire la valeur de X quand Y = (Rmax - Rmin) / 2. Les valeurs de Kd 

obtenues sont variables suivant la quantité de sonde introduite dans la solution: 

- Kd (0.025 JJM indo-l) = 509 nM 

- Kd (0.25 JJM indo-l) = 458 nM 

- Kd (2.5 JJM indo-l) =861 nM 

- Kd (25 JJM indo-l) =567 nM 

2/ Calcium de f'fIpos : différents nillflou de calcium suillf11lt 1. Kd 

Nous avons choisi de nous servir des deux valeurs les extrèmes des Kd (458 nM et 861 nM) pour 

estimer la quantité de [Ca2+] intracytoplasmique (Tableau m) grâce à l'équation de Grynkiewicz 

(Grynkiewicz et al. 1985) : [Ca 2+]i = Kd * B * «R-Rmin)/(Rmax-R». 

Equation de Grynkiewicz intégrant les valeurs Rmin et Rmax obtenues in vivo (paragraphe Bla): 

[Ca 2+]i = Kd" 1.2 * «R-0.7)/(2-R» 

Les résultats semblent indiquer que la concentration calcique de repos intracytoplasmique des 

hémocytes pourrait se situer entre 772 nM (:!: 716) et 1451 nM (:!: 1041) selon la valeur du Kd (458 

nM et 861 nM) (Tableau ml. Mais la variabilité inter-hémocytes reste très élevée du fait de la 

forte hétérogénéité des ratios de fluorescence des hémocytes au repos. 
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figure 15: évolution du ratio de fluorescence en fonction de la concentration d'ions calcium libres dans le 
milieu artificiel pour quatre concentrations d'Indo. 



3/ Réponse des héllltlCYfeS aux stimuiatitHIS 

a/Pourcentage de réponses hémocytaires 
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Figure 16: Observation d'un hémocyte en microscopie confocale (BioRod 1024 MRC). Acquisition d'une 
image toutes les secondes. Les images 45s et 160s ont été sélectionnées pour représenter le niveau de 
fluorescence de la sonde calcique avant et après la perfusion de la caféine 20 pM. La sonde calcique utilisée 
était le Fluo-4-AM à 6 pM. 

Les réponses obtenues en cytofluorirnétrie et microscopie confocale ont montré que 58% des 31 

hémacytes testés ont réagit à la perfusion de caféine (Figure 16) et seulement 29% des 24 

hémocytes testés, à la solution de 200 K. Enfin, seulement 26'7. des 19 cellules testées ont réagit 

à la perfusion de la solution 0 Ca 2· et 39% des 18 cellules testées ont réagit à la perfusion. de la 

solution 20 Ca 2 •• 

b/ Variations de la concentration calcique intracytoplasmique hémocytaire suite aux différentes 

stimulations. Répof/$es obtenues en cytofluorimétrie (Tablœu III). 

L'ensemble des valeurs ont été obtenues pour les valeurs de Kd de la sonde Indo-l de 458 et 861 

nM qui constituent les valeurs extrèmes (la plus petite 458 nM et la plus forte 861 nM) de Kd 

obtenues lors des test in vitro (Figure 15). 
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Tableau m: Concentrations du calcium cytoplasmique sous forme libre ( [Ca 2+]i) au repos et variation de 
la concentration cytoplasmique après stimulation. Résultats obtenus gr8ce à l'équation de Grynkiewicz: [Ca 
2+] i = Kd*B*[(R-Rmin)/(Rmax-R»). Avec B=1.2: R=1.3: Rmin=O.4 et Rmax=2.5. Ces derniers paramètres ont 
été obtenus gr8ce à l'analyse des courbes de résultats de cytofluorimétrie. Rmin= valeur la plus petite 

obtenue suite à la perfUSion 0 Ca 2+: R max= valeur la plus foMe obtenue suite à la perfusion 20 Ca 2+. Les 
résultats ont été moyennés plus ou moins l'écart-type. 

KdennM 458 861 

[Ca 2+] intracytoplasmique de repos en nM N=38 n2 1451 

.716 ,1041 

Variation de la [Ca "~li d'un hémocyte perfusé avec +906 +1696 

du 20 Ca" N=3 .344 .648 

Variation de la [Ca '1i d'un hémacyte perfusé a_ -314 -590 

duOea 2+ N=5 t 108 .:!:203 

Variation de la [Ca "]i d'un hémacyte perfusé avec +121 +227 

de la caféine 20 pM N=3 t49 .93 

Variation de la [Ca "~li d'un hémocyte perfusé avec +551 +1036 

du 200 N=5 ! 822 ! 1545 

Les augmentations de calcium intracytoplasmique mesurées suite à la perfusion de la solution à 

20 mM de calcium se situent entre 906 nM (t 344 nM) et 1696 nM (t 648 nM). Les diminutions de 

calcium intracytoplasmique mesurées suite à la perfusion de la solution 0 mM de calcium se 

situent entre 314 nM (t108 nM) et 590 nM (t 203 nM). Ces variations n'ont été observées que 

sur un petit nombre de cellules (3 cellules en 20 mM calcium et 5 cellules en 0 mM calCium) et 

devront être confirmer. 

Les augmentations de calcium intracytoplasmique mesurées suite à la perfusion de la solution de 

caféine à 20 mM se situent entre 121 nM (t 49 nM) et 227 nM (t 93 nM) pour trois cellules 

analysées. Enfin les enregistrements réalisés suite à la perfusion du 200K montrent une 

augmentation de la concentration intracytoplasmique (observée chez 5 cellules) se situant entre 

551 Ct 822) et 1036 Ct 1545) selon la valeur du Kd. On observe une très forte variabilité inter­

hémocytes dans ce dernier cas. 



DISCUSSION 

A/Analyse préliminaire de contrôle: effet du SP, du DMSO et des sondes calciques sur 

la viabilité, certaines activités enzymatiques (estérases et aminopeptidases) et les 

activités de phagocytose. 

La solution d'eau de mer reconstituée (SP) ne semble pas affecter la viabilité des hémocytes. Par 

contre, cette solution induit significativement une augmentation du nombre d'hémocytes 

présentant des activités estérases. De la même manière, il a été observé un effet significatif de 

cette solution sur le pourcentage d'hémocytes présentant des activités aminopeptidases (quasi 

totale disparition des hémocytes présentant des activités aminopeptidases en SP). La solution de 

SP semble donc affecter, d'une manière non expliquée, certaines activités enzymatiques des 

hémocytes. Probablement manque-t-il dans ce milieu artificiel des composants importants 

présent dans l'hémolymphe qui semblait, dans ces conditions, le milieu le plus adapté. Cependant, 

devant les difficultés techniques associées à l'utilisation de ce milieu biologique pour étudier les 

flux calciques en cytofluorimétrie , il a été choisi de travailler en SP. On devra donc réviser ce 

choix au cas où les expérimentations futures portent sur le activités enzymatiques. Les analyses 

concernant le DiMéthylSUlfOxide (DMSO) n'ont pas montré de toxicité de ce produit à la 

concentration 1/400 utilisée en cytofluorimétrie et microscopie confocale. Par contre sa toxicité 

semble avérée dès 1% (Zhang et al., 2002; Prochazca et al., 1997) puisque nous avans observé une 

diminution significative de l'activité estérase (résultats non montrés). On devra donc toujours se 

garder d'utiliser des concentrations excessives de DMSO lors de son utilisation comme solvant 

des composés d'intérêt. Enfin, le fluo-3-AM à 2.5, 5 et 10 pM semble affecter la viabilité et 

l'Indo-1-AM à 3 et 6 pM semble diminuer sensiblement les activités estérases sans pour autant 

affecter la viabilité et la phagocytose. Là aussi on devra prendre garde à la concentration finale 

des sondes afin d'éviter de perturber significativement le comportement, notamment 

enzymatique, des hémocytes. On devra enfin rappeler les limites actuelles de l'expérimentation 

sur l'huître: ces animaux sont sous l'influence de nombreux paramètres environnementaux 

(variation de température, de salinité) non contrôlables par l'expérimentateur lorsqu'elles sont 

dans leur milieu naturel. Ces variations sont susceptibles de stresser les hémocytes et de les 

rendre plus sensibles aux produits testés dans certains cas. L'ensemble de ces résultats devrait 

être vérifié dans des conditions standards et strictement contrôlées c'est à dire sur des huîtres 

élevées dans des bassins d'eau de mer dont la température, la salinité et l'oxygénation sont 

contrôlées et maintenus constantes par l'expérimentateur. 
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B/Concentration calcique cytoplasmique 

Après avoir constaté que les variations de niveau de fluorescence induites par les diverses 

stimulation étaient relativement faibles par rapport à ce qui est habituellement obtenu sur les 

mammifères, il a été décidé de mesurer le Kd de la sonde Indo-l pour le calcium dans un milieu se 

rapprochant des conditions trouvées dans le milieu intracellulaire des cellules de mollusques (en 

particulier l'osmolarité). Les mesures de Kd in vitro en présence de différentes concentrations 

de calcium et d'Indo ont donc permis, après détermination des valeurs de calibration, de calculer 

pour la première fois dans ces cellules, la concentration du calcium intracellulaire sous forme 

libre. Les mesures réalisées montrent que la concentration calcique cytoplasmique de repos 

moyenne se situerait entre 772 et 1451 nM suivant le Kd utilisé. Ces valeurs sont supérieures à 

celles trouvées dans la littératures car souvent les auteurs conservent la valeur de Kd des 

sondes calciques déterminée in vitro à 22°C dans 100 mM de KCI, 10 mM de MOPS pH 7.2 et 0 

(EGTA) et 10 mM de calcium (pour les calibrations). Ainsi chez la truite arc en ciel, les valeurs de 

calcium de repos mesurées dans des macrophages (Indo-l-AM, Kd=250 nM) est d'environ 300 nM 

(Duchiron et al., 2001). Les lymphocytes de la carpe commune ont une concentration en calcium 

cytoplasmique d'environ 100 nM (mesure avec la sonde Indo-1-AM, Kd=250 nM) (Reynaud et al., 

2002). Enfin les mesures réalisées chez les hémocytes d'un autre mollusque bivalve, la moule 

(Mytilus edulis) indiquent une valeur de calcium cytoplasmique de repos de 71 nM (sonde fluo-3-

AM, Kd=400 nM) (Viarengo et al., 1994). Cette dernière valeur est très inférieure à celles que 

nous avons obtenues. Il est à noter cependant que même si les valeurs de Kd obtenues in vitro 

l'ont été dans des conditions de forte osmolarité, nous n'avons pas tenu compte des protéines et 

des sucres présents dans le milieu intracellulaire et susceptible de modifier le spectre 

d'émission de la sonde. Néanmoins on peut raisonnablement s'interroger sur la valeur, des 

résultats obtenus par les auteurs qui ne se sont pas interrogés sur la valeur du Kd. 

C/Mécanismes de transferts calciques 

La ryanodine 5 JJM et la caféine 20 fJM ont induit une augmentation du calcium 

intracytoplasmique des hémocytes. Ces deux produits étant connus pour stimuler ou moduler la 

libération du calcium des stocks internes tels que le réticulum endoplasmique via les RyR, il est 

donc probable que de tels canaux existent dans les hémocytes et participent à l'augmentation de 

calcium cytoplasmique nécessaire à certaines de leurs fonctions. En effet, les calculs réalisés 

suite aux mesures en cytofluorimétrie, ont montrés, dans le cas de la caféine, un augmentation 

moyenne de 121 nM (ou de 227 nM selon le Kd) ce qui représente lIième de l'au9mentation 

maximale moyenne que l'on peut observer avec la solution 20 Ca 2. (906 nM ou 1696 nM selon le 

?Q 



Kd). Cependant ces valeurs n'ont été obtenues que sur l'enregistrement réussi de trois 

hémocytes. Aussi des mesures complémentaires sur cellules isolées doivent être réalisées. 

D'autre part, les analyses en cytométrie de flux avec la ryanodine ont montré une augmentation 

significative des cellules marquées par le Fluo-3 en hémolymphe et en SP suggérant encore une 

fois que les RyR participeraient à l'augmentation de la concentration cytoplasmique de calcium 

Les analyses en cytométrie de flux avec la ryanodine ont de plus montré une très légère 

augmentation de la phagocytose des billes par rapport au contrôle sans que cela soit significatif 

selon le test non paramétrique de Mann-Whitney. D'autres analyses en cytométrie de flux ont 

montré que le chélateur calcique (BAPTA) diminue la concentration en calcium cytoplasmique. Il 

semble également diminuer les capacités de phagocytose des billes de manière significative, par 

contre uniquement quand les cellules sont dans leur milieu naturel: l'hémolymphe, mais pas 

lorsqu'elles sont dans le SP. L'ensemble de ces données pourrait indiquer que le calcium joue bien 

un rôle dans le mécanisme de phagocytose chez les hémocytes de l' huî'tre creuse Crassostreo 

gigas. La littérature suggère, en effet, que le calcium est impliqué dans différentes étapes de la 

phagocytose comme l'induction de la flambée oxydative chez les mammifères comme chez 

certains invertébrés (Azumi et al.,2002), la formation du phagolysosome qui met en jeu des 

protéines de liaisons membranaires dépendante du calcium type annexine (Majeed et al., 1997) et 

dans la libération par les lysosomes d'enzymes hydrolytiques type peroxydases dans le 

phagosome (Rodriguez et al., 2003). Enfin, peu d'hémocytes ont réagi au 200 K (29% sur 24 

hémocytes testés) lors des études en cytofluorimétrie et nous n'avons pas testés le 200 K en 

cytométrie de flux. De plus les augmentations de la concentration calcique cytoplasmique 

mesurées chez seulement cinq cellules présentent une telle variabilité qu'il est difficile de 

conclure quant à l'implication de canaux calciques membranaires voltages-dépendants dans 

l'augmentation de [Ca 2<li. Certains auteurs ont déjà suggéré la faible implication du calcium 

externe dans ces mécanismes de capture du pathogène chez les neutrophiles de mammifères 

(Stendahl et al.,1994). 

CONCLUSION/PERSPECTIVES 

Ce travail a permis d'évaluer pour la première fois le niveau de calcium sous forme libre dans les 

hémocytes d' huî'tres creuses et a permis de mettre en évidence des flux calciques. De plus, les 

résultats obtenus indiquent que leS hémocytes sont capables d'augmenter leur quantité de 

calcium cytoplasmique via les RyR localisés au niveau d'organites de stockage de calcium tels que 

le réticulum endoplasmique mais des expériences complémentaires doivent être réalisées pour 

confirmer ces résultats. La présence de canaux calciques voltage-dépendants au niveau de leur 



membrane plasmique n'a pas été mis en évidence. Enfin, les résultats pourraient suggérer que des 

variations de la concentration calcique cytoplasmiques modifient les capacités de phagocytose du 

pathogène. D'autres analyses devront être réalisées paur approfondir et valider ces premiers 

résultats. A plus long terme il sera probablement possible de passer à l'étape supérieure à savoir 

étudier l'impact de polluants sur les tronsferts calciques que nous avons commencé à mettre en 

évidence chez l' huître Crassostrea gigas. 
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