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Suit e ~ diff ér ent es épi zooti es qui se so nt développ ées dans 
plusieurs régions du mond e chez l es principales esp~ces de bival ves 
élevées, des recherches en pathologie des Mollus qu es ont été init iées ~ 

l' éc helle internationale sous l'impulsion d'org anismes te l que l e CIE M 
(Comité In ternati onal d'E xpl orat ion de l a Mer). 

Des progr ès , qui port ent esse ntiellement s ur des maladies 
paras i ta ires du es ~ des protozoaires du phylum des Ascetospora ont été 
r éa li sés assez rapidement. Ains i la bonamiose de 1 'huître plate a acq ui s 
un s tatut de modble avec la mi se au point de protocoles de purifi cat i on 
du parasite , de reproduction i n vivo et in vitro de l' infection et 
l'é l abor at i on d'un immunodosage enzymatique ~ l'aid e d'anticorps 
monoclon aux. Des résu l tats si mi l ai res ont été obtenus pour une i nfecti on 
rickettsienne de l a coquil l e St Jacques. Par co nt r e, l es co nnaissances 
s ur l' ét ud e des mal ad i es vi r al es et sur l es ph énomè nes de ca ncéro l ogi e 
chez les Mollusqu es reste nt t r ~s l imitées malgré d'assez nombreux 
travaux descriptifs dont certai ns se rap por te nt ~ des cas d'épidémie. 

Ainsi, un e mal adi e endémique qui se traduit par une pr olif ér ation 
d ' hémocytes atypiques pr ovoque actue1 1 ement des mort al ités chez l a mou1 e 
Myti1us edulis dans l' état de Was hington aux Etats-Unis. Du fait des 
transferts de coquillag es , elle représente un risque potentiel pour l es 
act i vités myti1i coles d ' autr es régions du mond e. En effet, l 'hi stoi r e de 
l' ostréiculture r évèle qu e cert ai nes maladies de natur e inf ect i euse se 
sont rapidement étendues et pr ése nte nt maint enan t un caract ~re 

pandém iqu e . 

Tenant compte de l'im portance économ ique de l a myti liculture da ns l e 
monde (500 000 t) et en r aison de l'intérêt f ondame nt al l ié ~ l'étude de 
cette maladie , un programm e de collaboration a été étab l i entr e 
l'IFREMER, L. P . G.I. M. <laboratoire de pathologie et de génétique des 
Inv ert ébrés marins ) et l'institut de Battelle aux U.S .A. <laboratoi r e de 
biolo gie marin e ) . Au cours du stage de DEA réalisé au L.P . G. I.M ., je me 
s ui s attac hée ~ la mise au poi nt des mod ali t és expérimentales de 
r eproduct i on de l a mal adi e pour en préci s er 1 a nature et l' éti 0 l ogi e et 
il l' obtent ion d ' anti corps monocl onaux spécif iqu es des hémocytes 
atypiq ues. Ces der nie r s r eprésente nt un outil po uv ant êt r e appliqué au 
di ag nost i c de l a mala die mai s auss i il so n ét ud e en reche r che 
f ondam ental r,. 
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Dans diff~rents pays, de nombreux cas de tumeurs ont été décrits 
chez les Mollusques bivalves d'intérêt économique, Il s'agi t 
essentie l lement de "néoplasies" hémocytaires qui ont été mises en 
~vidence le plus souvent fortuitement, lors d'études anatomiques ou lors 
de contrôles épidémiologiques de maladies parasitair~s (tableau 1), 

Quelques cas de prol iférations hémocytalres ont été signalés en 
Fran ce chez les hultres Crassostrea gigas et Os tr'ea edu li s (Bal()ue't et 
al" 1978) alors que la fréquence de ce type de maladie peut atteindre 
46 i des animaux chez la coque Cerastoderma edule (Poder et Auffret, 
1986), Chez Dstrea edulis, d'autres exemples de n~oplasies h~mo cyta ires 
sont cités en Espagne et en Yougoslavie (Mix J 1986), Aux Etats- Uni s, chez 
Crassostrea virginica, l'importance des néoplasmes semble limitée ~ 

quelques individus s ur plusieurs milliers examinés de manlere 
systématique (Mix, 191:16), Par contre, pl usi eUI's étulü,s f'évè,l ent l'impact 
de telles maladies chez Mvtilus edulis ainsi que chez Mya arenaria et 
des suivis épidémiologiques indiquent que la fréquence de diagnos tic de 
la maladie est plus élevée de Janvier ~ Mars (Mix, 1983 ; 8rousseau, 
19:::7) . 

La prolifération hémocytaire de la moule Mvtilu5 edulis qui a été 
décrite pour la premH,re fois dans l 'Orègon (IJ, 5,A) par Farley (1969), 
se caractérise paf' l'infiltrati on et l'envahi ssement progressif du t i ss u 
conjonctif par des cellules de grande taille dont certaines sont en 
phase de mitose, Dans l es infections précoces,ces cellules se loc ali sent 
dans les vaisseaux de l 'h~mo lymph e ou dans le tissu co njonctif 
vési cu l ai re. 

Des ét ud es cytologiques rév~lent deux types dl cellules atypiques 
(Farlay et 5parks, 1969), Le premier type cellulaire qui repr ésente la 
majorité des hémocytes anormaux, est caractérisé par un diam ~tre de 10 ~ 
15 ~m et par ' des noyaux lobés renfermant un ou plusieurs nucl~oles, Les 
cellules du second type possédant des noyaux de 4 ~ 6 ~m mesurent de B ~ 
10 wm de diamètre, En fait ces cellules correspondraient ~ deux types 
morphologiques d'une seule cellule (Mix et al " 1979), 

D'un poi nt de vur, 1.11 tl'astructural, Mi x et al, (19"19) ont étudi é ces 
hémocytes qui présentent certaines caractér istiqu es décrites chez les 
cellules malignes de Vertébrés, notamment de grands noyaux polymorphes, 
de grands et nombreux nucl éol es, des appare i ls de Gol [Ji altérés, 

Aux Etats-Unis, aucun agent infectieux n'a pu Etre mis en évidence 
en association avec cette maladie, Certains auteurs incriminent divers 
composés ctlimiques d ' opigine industr 'i elle ou "9I'icole, Mix et al. (1979) 
~tablissent une corr élation signif icative entr e des co ncentrati ons de 
benzopyrène r,t l'incidence des néoplasies chez Mytilus Idu lis, Cependant, 
l 'exposition expérimentale de Mollusques ~ du pétrole ou ~ des PAH 
(Petroleum Aromatic Hydrocarbur es) n'induit jamais la formation de 
néoplasmes, 
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rétrovi rus 
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inconnue 

; nconnu e 
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Canada 
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--- ------ -----
U5A 
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U5A 
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USA 

1 , Ir l and e 
: France , 

inconnu e U5A 
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------ ______ 1 ______ ------ - -

Far1ey ( 1969 ) 
Lowe & Moore ( 1978) 
Mi x ( 1979) 
Mix ( 19E:3) 
Enllnett ( 1984 ) 
Cos son-Mannery ( 1 984) 

------------------ -------
Yevisch & Barscz (1977) 
Brown & al ( 1979) 
Oprandy (1981) 
Cooper & al (19:::2) 
Rei nisch ( 1983) 
Reinisch (1984) 
Far l ey (19E:6) 
Brouss ea u ( 1987) 

, , 
: Twomey & Mu1cahy (19E:4) ; 
: Pod er & Auffret (1986) , 

Frierman (1976) 1 
Hars hbarger & al (1977) 1 
Co uch (1984) 

1 , inconnue , Espagne Al derman & al (1977) 
Ostrea edu l i s , 0.43 % : hémocyto10gie inconnu e '1 France Ba10uet & Poder (197:3) 
---------------------~------------------ - -~---------------------- ------------------ -------- - - - - ---- ---- ---- ---- -------- ----

Tableau 1 Etudes des néoplaSMes héMocytaires chez les Mollusques 



Au Danemark , chez la mime espèce , un virus a été associé à des 
granu l ocytomes qui sont différents d'un point de vue anatomopathologique 
de la néo plasie précédemment citée. Sur la base des crit~res de forme 
(icosahèdre), de ta'ille (27 nm), de sa localisation ( intr acytop l asmique) 
et sur la na'ture ci e l'acide nucléique (pas de DN A viral>, ce virus a été 
assimilé par Rasmuss en (1 986) ~ un p; corrldv;rus, Cependant, aucu ne 
infectio n expéri mentale ne permet de 1 'assoc i er avec l e d~veloppement 
des t1panulocytomes. Pap contpe, chez Mya èlpenaria. Oprc3ndy et al. ( 19EI1, 
19::13) o nt i so l é,ave c ou sans induct 'i o n par la bromodeoxyuridin e, un 
rétrovirus de type B. Ce viT'us, qui indu it la maladi e chez des animaux 
sa ins, est réi so l é de ces clams infect és expérimenta l ement,satisfaisant 
ai nsi le postul at dr, Koc h. Cependant, i l faut notE'T' que ce travai l qui 
n'a pu êt r e reproduit par d'autres auteurs, présente de ce fait un 
caractère controversé (El ston , comm . pers.). 

En ce qui concerne les réac t ions immun itaires vis à vis des 
processus tUffi()raUX, quelques cas de r ém i ssion ont été supposés chez 
Mua ar enaria, suite ~ des ex amens hi sto l og i ques (Cooper et al, 1 1982) et 
sembl ent démontrés chez Mytilus edul is par Elston (1988) à l' aide de 
techniques de cytofluorométrie . 

D'un point de vue méthodologique, la néoplasi e hémocytaire de 
Cerastoderm a edule a été reproduite au laboratoire par transplantatio n 
d'hémocytes dans l esque l s aucune in clus ion virale n'a pu Itre observée 
en microscop i e électronique (Twomey et Mulcahy, 19B8). 

Enfi n, des ant 'i corps monoclonaux 5péci fi gues des hémocytes 
néoplas iques de !:!>@. arenaria ont été obtenus (Reinisch et al., 190::3) et 
utilisés pour appliquer un e t ec hniqu e d'immunoperoxydase indirecte au 
diagnost i c de la maladie (Smolowitz et Reinisch, 19861. 

L'ens emble ' de 
essentiellement de 

ces données 
la descl'iption 

l'absenc e de pro gramme su i vi s ur 
chez les Mollusques. 
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MAT E RIE L S E T METHODES 



1 - ANIMAUX 

1 . 1. Animaux néoplasiques 

Les moules Mytilus edulis sont originaires de la côte ouest des 
Etats--Uni s, Puget So und (~tat de Washingtorl), Le transport est 
ef 'fectué par avion et nécessite 48 heures. Les arlim aux néoplasiq ues 
sont identifiés par l 'observation ~ l '~tat frais d'un pr'l~vem ent de 
l ' hémo 1 ymphe. 

1 . 2 . Animaux sains 

Les moules sai nes M.edulis provierlnent du bassin de Marennes-Oléron . 

2 - DESCRIPTION DES INSTALLATIONS 

Cette maladie n' étant pas connue sur les côtes françaises , une salle 
spéciale a été aménagée pour des rai sons de prophy l axie sa nit aire. Les 
animaux so nt pl acés dans des bacs de 30 1 en circuit fermé avec 
filtration s ur charbon actif. L'eau renouvelée une fois par semaine est 
tra itée par l 'hypochlorite de sodium (3 % v/v NaOCl 4B"C1I pendant 24 ~ 
48 h avant d'~tre rejetée avec les eaux mén ag~res vers une stat ion 
d'épuration. De plus, l'accès de cette sa ll e est r igo ureusement contrô l é. 

3 - TECHNIQUES DE REPRODUCTION DE LA MALADIE 

3 . 1 . Prélèvement d'hémolymphe 

Un e entail le est pratiquée avec une lime ~ l a jonction des deux 
valves ~ proximité du musc l e adducte ur postérieur . Ci nq cents ~ mill e 
cinq ce nts ml d'hémolymp he so nt ponctionnés à l'aide d'une seringue 
cie 1 ml dans le s inus intramusculaire. 

3.2. Inoculation 

Des hémolymphes de 
supérieuT~ à 90 % des 
techniques d'inoculation 

moules dont le taux d'hémocytes atypiq ues est 
hémocytes totaux, so nt uti li sées. Différentes 
so nt pratiquées . 
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- Inocu l at i on d'h émolymphe 
Le nombre d'hémocytes est estimé ~ l'aide d'une ce llul e de 
Malassez et la densité cel lulaire des suspe nsions aj ustée par 
dilution dans de l'eau de m€,r' 'fi l trée autoclavée (EMFA). Un 
volume de .50 III de s uspension d'hémocytes (1 million de 
cellu l es) est 'in jecté cla ns le Slnus du muscle aclcluctf.~ur' 

postérieur de chaque moul e. 

- Inoculation de surnageant de broyats d'hémocytes 
Des cel l ul es sont broyées ~ l ' ai de d 'u n homogé néi se ur de tissus 
de type Potter après comptage et di l uti on éve ntuell e dans de 
1 ' EMFA. Le broyat est ensui te centri 'fugé (15 000 g, 30 mn, :3°C). 
Le surnageant est inoculé comme décrit ci -dess us. 

- Inoculation de surn ageant de broyats d'hémocytes filtrés 
Le broyat d'hémo cytes obtenu camme pr écé demment est fi l tré sur 
une membrane de porosité 0.45 pm avant d'Itre injecté. 

3.3 . Conditions d'expériences 

Les expéri ences ont été réali sées à la températ ur e de 20 ~ 2°C qui 
corresponda it ~ l a temp érat ur e de la sal l e d' expéri mentation et ~ la 
températu r e de [, ± 1°C obtenue ~ l'ai de de cryostats. 

4 - INDUCTION DE FORMATION DE PARTICULES VIRALES 

Les hémo l ymphes de mou l es d'o,~igine américai ne sont exam in ées ~ 

l'état ft'ai s. Les ani maux sont mai nt,!nus dans des bacs de 2 1 rJ' eau de 
mer où l es traitements so nt effectués par balnéation pendant un e durée 
de 5 jours ~ l a température de 5 ± 1°C. Trois lots ont été préparés de 
la mani~re su i vante: 

Nombr~ Etat des animaux TT' ,ri tellle nts [Jo se 

10 non malades Eau de me r (témoin) 

10 non malades Bromodéoxyuridine 100 ~g/Illl 

.5 ma l ades Bramadéoxyuridine 100 pg/Illl 

A l'issue de l'expérience, des échant 'illons cI'hémolymp he sont fixés 
et préparés pour l a microscopie électronique. 
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5 - TECHNIQUES HISTOLOGIQUES 

5 .1. Microscopie photonique 

. Etat frais 

Une goutte d'hémolymphe est déposée sur une l ame. Après sédimentation 
(15 mrl ). les ce l l ul es sont observées au microscope invers~ équipé d'un 
dispositif de contraste interférentiel. 

Frottis 

Un e goutte d' hémo l ymphe di 1 ude au !:f. Dans cie l' eau cie mer fi 1 tr'd e es t 
déposée sur une LUlI' prétra 'i tée à l a po l y-L- lys ine. Ap r ès 30 mn, un 
l avage est effectué avec de l'eau de mer stérile et l es ce llul es sont 
f i xées par du méthanol et colorées (kit Hémaco l or Mr, rck, morJificat 'ion de 
la coloration hémato logique de May- Grünwald- Giemsa) . 

. Coupes histologiques 

Les an inl dux ent i ers sont fi xés darlS du li quid e de Carson, 
déshydratés et i nc l us dans 1. paraffine. Des coupes d' épaisseur J ~m 

sont préparüs et co lor ées par l ' hématoxyl i ne-éosi ne. 

5.2. Microscopie électronique 

Les hémocytes en sus pens i on 
!,l l utaral déhyde ( 1 .25 %) tamponné 
pH 7.4- 7 . 6) dont l 'osmo larité a 
saccharose. Après postfixation par 

sont fixés (vol /vo l) 
par' du cacodylate (I-Ie 1 

~té ai ustée à 1000 mosm 
du tétT'aoxyde d'osm i um à 

dans du 
0 .1 M, 

avec du 
1 :;';j 1 es 

cellules sont inc luses dans de l'agarose, pu is successiveme nt 
déshydratées et imprégnées d ' épon par passage dans un automat e 
(Ult roprocesseur, LK8). Des coupes cI' épai sseur 60 à 90 nm so nt 
contrastées à l' a i de (j 'un automate CUI tT'ostai neT' , U<B ) pa T' l' acétate 
d 'uranyl e aque ux et l e citr'ate d~ pl omb. Les observatio ns sont T' éa li sées 
au microscope électronique Jeol 1200 CX. 

6 - TECHNIQUES DE CULTURE CELLULAIRE 

6.1. Prélèvement aseptique de l 'hémolymphe 

Le musc l e a d cl u ct e UT' postép 'j euro cie 
transparence au travers de la coquille 
optique. La coquil le est l avée avec de 
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flambée, Un trou au nlveau du musc l e est alors pratiqu~ de mani.re ~ 

per'm ettrE! l' i ntToduct:ibn d' un~ serl nflU{~ dans l f~ si nus i rrtT"aml.lscul aiT"e. 
les hémocytes sont ens uit e mis en culture dans des bo'tes de type Nunc 
(:~5mm), 

6.2. Milieux de culture 

les différents milieux testés ont été 
mi] i eu 199 et l'eau de mer' fi l trée (0.22 
d'antibiotiques a été ajouté en début de 
pénicilline; 450 ~g/m l de bacitracine ot 
(anti bi ot iques agissant sur l a paroi). 

l e mi l 'j eu 199/RPM:r, lB 
~m) (annexe) . Un mélange 

cul ture 450 1.19/ 011 de 
150 llQ/ml dl:! vancomyci ne 

7 - TECHNIQUES IMMUNOLOGIQUES 

7.1. Immunisation 

Immunisation active 

Quatre so uri s Balb/c sont immunisées par des injec t ions 
intrave ineuses de 300 ~l d'hémocytes atypiques (70 millions de 
cellules/mll dilués au tiers dans de l'eau distillée de manièl'B à 
obtenir une solution isoosmotique du sérum de so uris. Quatre rappels 
sont effectués à 15 jours d'intervalle, 

Six autres souris sont immunisées in itialement de la même manière 
mai s r eçoi vent un seu l rappel . 

. Immunisation passive 

Une série de quatre injections de 300 ~l d'hémocytes normaux a été 
réalisée sur une souris Balb/c ~ intervalles r ég ul ier s de 3 jours . Une 
sema i ne pl us t ard, l' ani mal est sai gné afi n de récupére,r le sér um qui 
est incubé pendant 2 h à 37"C avec 1 ml (70 milli ons de cellules) 
d'hêmocytes anormaux. Apr~s ce ntrifugation, les cellu l es so nt récupérées 
dans un tampon NaCl 0. 2 M. Cette sus pens ion cellulaire est inj ectée ~ 

une souris Bal b/c s ous 300 pl ~ 4 reprises , par i ntervall es de :~ jours. 

7.2. Obtention et épuration des anticorps polyclonaux 

le s ang est prélevé au 
puis centrifugé (900 g, 20 mn, 

L'épuration de sérum est 
normauxjtraités par l'acéton e, 
le culot est séché et réduit en 

nlveau du sinus rétroorbital de la so uY" 'is 
::J°C) . 

effectuée avec des 
Apr.s ce ntrifugation 
poudre , 
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broyats d 'h émocytes 
(3500 g, 30 mn, BOC) 



TECHNOLOGIE DE L'HYBRIDATION LYMPHOCYTAIRE 

Immunisation 

Préparation des 
cellules 

Principe de préparation 
d'hybridomes 

Fusion par traitement chimique (PEG) 

Sélection des hybridomes 

Sélection d'hybridomes sécréteurs 
d'anticprps spécifiques 

Clonage des hybridomes 

Production des hybridomes 

inoculation 
purifi~s 

myelome II.C.I•.n.T. 

rate • 108 lymphocytes 
Q 

10 cellule3 

r:usrou 

KYELOI<B • L Yl<PIIOCYrB 
.Hc:N:tion d'&ntico~ 
. pa. de aul t1plic•t1on 
.HCPRT • 

.pu do a6cr6t1on d'anticorpa 

.aultiplication Ulia1Ue 

.KCPRT -

HYDRlDOtal 
.Mcr4t1oa d'anticorpe 
. .W.t1plieat1on illiatt~e 
.HCPRT • 

microculture en milieu s~lectif (liAT) 

te~t de c~lection d'anticorpc cp~cifiqucc 

00000000000 0 
000000000000 
000000000000 
000000000000 
000000000000 
000000000000 
000000000000 
00000000000 

Schéma 1 



7 . 3. Hybridation lymphocytaire 

Le protocol e utili sé est un e variante de la mét hode de Ko hl er et 
Mil stf, in ( 1975) et est r ésumé dans l r, schéma 1 . L'hybr'idation entr e les 
l ymphocytes B sp l éniques de l a so uri s immuni sée et l es ce llul es de l a 
1; gnée myél onlat e use P3·- X63-AgB-653 ( .') l ymphocyte s pouP 1 myélome) est 
ass urée par l a fusion des membran es de ces cel l ules so us l' effet du 
po l yéthyl~ne glycol. Les ce llul es so nt ens uit e distribuées dans des 
puits de cultur e (p l aque à 96 pui ts, Fa l co n) à raiso n de 150 000 
ce llul es par puits . Le rendement de la fus ion étant de l'ordre de 
1 .5 x 10 -5 , i l va donc se développer en moye nn e un hybr'i dome par puits 
correspo nd ant ai nsi ~ un pr éc l ona ge. L'addit io n d'un mi li eu de culture 
sé lectif HAT (Hypoxa nthin e Am i noptéri ne Thymidin e) un jour apr ~s l a 
fusion permet de conserver uniquement les hybridomes . 

Criblage des hybridomes sécréteurs d ' anticorps spécifiques 
des hémocytes atypiques. 

La méthode de sélection des hybridomes est basée s ur une doub le 
i:lnal ys~ dr~ 1 t acti vi té flnt; corps des s urnageant~:; dl hyb p; domes j d 'un e 
part vis à vi s des hémo cytes atypiques! et d'autr'e part vis à vis 
d' hémocytes normaux. Pour ce faire, celJx-ci SO llt adsorbés à r ai son 
de 50 000 ce ll ules par puits, par aspi r at i on s ur l a membrane dur apo r e 
(0 . 22 wm) d'une plaque de mi crotitration de type GU (Millipor e), La 
fixation d'anticorps spécifiques s ur ces antigènes est révél ée ~ l'aide 
d'une t ech niqu e r adi oimmunolo giqu e in dir'e ete, Le protocole de cette 
te chnique est résum é dans l e sc héma 2, 

. Clonage 

Le c l onage des hybridomes reten us pour le ur spécif i cité est effectué 
pOUf' s ' aSS UP €r de leur caT~c1ctè re monoclonal. Apr ès di lution limit e j l es 
cellules sont rép arties en microplaque de mani ~ r e ~ obtenir 0.5 cel l ule 
par puits , La pr ése nc e d'ant i corps spécifiq ues est cont r ô l ée selo n un 
test immuno enzymatiqu e de type ELI SA indirect (Schéma 2), 

. Production d'anticorps 

Les hvbri domes cl onés sont i noc ul és (3 à 5 mi 11 i ons da ns 1 ml de 
mili e u RPMI 1640) dans l e péritoine de s ou ri s immuno l og i quement 
compat ibles av(~c lr~s l ignées par'entales, Les sour i s ont reçu 
10 à 1.5 jOUf'S aUpi:11"'ilVant un f~ injection de 0 . .5 ml dl~ pri s tan e pour 
favoriser la formation d 'un e tumeur l iqu id e, Le déve l oppement ascit iqu e 
des ce llules pernlet d'obt enir IJn e concentrati o n importante des ant icorps 
(de l' ordr E' de qur,lqur,s mg/ml). 



PRINCIPE OIiS IMl'IUNOOOSAGES 
DE l'YPIi IN D 1111iCl' 

R,I.A, 

1) Dépot de l'antigène 

2) Lavage NaCl 0 , 5 M et riltration 
sous vide 

3) Séchage à 37 ' C 

~) Dépot de l'anticorps 1 

5) Lavage PBS 

6) Dépo t de l'anticorps 2 couplé à 
de l ' iode 125 

7) Lavage PBS l'we.n 20 0,5% 

8) Séchage 

9) Comptage au compteur à scintillation 

Schéma 2 

E.L.l.S.I\. 

1) Dépot de l ' antigène 

2) Lavage Unel 0 , 5 M ct filtration 
sous vide 

3) Sécl.uge à 37 ' C 

Il) Dépot de l'an ticol'ps 1 

5) Lava~e NaCl l'I'ccn 20 0,05% 

6) Dépot de l'anticorps 2 couplé à 
la phosphatase alcaline 

7l Lavage NaCl l'I'ecn 20 0 ,05% 

8) Addition du sub~trut de l ' cnzYlnc 
(Nitrophényl phosphate) 

<J) Lee turc ~ 1105 nnt au lee tCtll' de 
plaques 



Congélation des hybridomes 

Deux ~ troi s millions de cellules d'hybridomes clonés sont 
concentrés par ce ntri f ugat 'ion (3.50 g, 10 mn, 4°C). Le culot es t mi s en 
suspension dans 1 ml d'un mélang e sér um de veau foetal/DMSO 
(92.5 : 7.5 i) maintenu ~ O·C . La s uspens ion cellulaire est ens uit e 
placée dans un e ampoule qui s era refroidie progressivement jusqu'~ -BO·C 
pendant 4B heures avant d'Itr e plongée et conservée dans de l' azote 
liquide. 

7.4. Purification et caractérisation des anticorps monoclonaux 

. Chromatographie d'affinité sur protéine A-sépharose 

La protéine A-sépharose adsorbe s pécifiquement les IgG des sér ums , 
les autres protéines sont éliminées par si mpl e l avage ~ différents pH . 
Les asc ites so nt préalablement fi l trées s ur toile puis s ur filtre B ~m 
ahn d'éviter l'obs tructi on de la colonne, . Un volume d. gel 
correspondant à l a quantité de l'anticorps à purifier est utilisé (22 ml 
pour 20 ml d'asc ite). Les anticorps so nt élués apr~s passage de l' ascite 
grlce à un tampon citrate de sodium 0.1 M, à différents pH : IgGl 
(pH 5 . . 5), IgGZa (pH 4 .. 5), IgG3 (pH 4), IgG2b (pH 3 . . 5) . 

. Caractérisation isotypique des anticorps 

Les so lutions d'anticorps purifiés so nt testées se lon la méthode 
d'Ouchterlony contre l es diffé rentes i mmunog lobulin es anti IgGl, IgG2a, 
IgG2b, IgG3. 

7.5. Techniques d'immunofluorescence indirecte (I.F.I.) 

Un e goutte d'hémolymphe est déposée s ur une lame histologique de 
type "microprint". Après fixation à l'acétone (10 mn) et sé chage à l'air, 
l es lam es sont in cub ées en chambre humide (15 mn, température du 
l aboratoire) avec l es s us pens ions d'anticorps dilués dans du tampon 
phosphate pour I.F.I .. Apr~s lavage, l es l ames so nt incub ées (30 mn) 
avec un e so lu t i on d'ant i corps de chèvr e anti-IgG de souris, couplés à de 
l 'i soth i ocya nate de fI uOl'escéi ne et di 1 ués au 1/ 1 OOéme. Les lam es sont 
enfin l avées et montées dans du t ampon gl ycér iné et exami nées au 
microscope à ép ifl uor escellce . 
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RES U L T A T 5 



{ 

1 - ETUDE DE LA NATURE TUMORALE DES HEMOCVTES 

Cette étude repose sur t r ois th~mes de r echer che él aborés ~ partir 
des crit~res de référen ce qui ont été établis chez les Ver tébrés 

- caractéristiques morpho l ogi ques et ul tras truct ur al es 

en cul turf! i n vitr·o 

prol ifér ati on dans un hôte s yngéniq ue 

1 .1. Etude anatomopathologique 

Ch ez les moul es françaises sai nes , deux types ce l lu l aires sont 
identifi és : des granulocytes ri ches en granules avec un rappor t 
nu cléocyto plasmiqu e faible et des hy al inocytes peu di ffére nciés avec un 
gros noy au . Chez certains individus d'o rigine américaine, des cellules 
atypiques, rondes, plus gr andes , ~fort rap port nucléocytoplasmi que et 
aya nt perdu leur capacité d 'agrégation et d'adhésion~ un s upport de 
verre sont visua l i sées (f ig . 1 ). Ce typ e de ce llul es peut être 
majoritaire voire exc lusivement représe nt é. Sur coup es hi sto l ogiques, 
des f i gures de mitose sont f r équ emme nt observées da ns l es hémocyt es 
atypiq ues mais tr~s ra r ement dans les ce l lu l es normal es Cfig. 2 ) . Des 
infiltrations et parfoi s des l ésions tissulaires sont rencontrées 
( fi g . 3 et 4) . 

Les grandes cellules atypiques présentent un diam~tre ce llul ai re de 
11 à 14 pm et nucléai r·e de ::: à 9 pm. Les lwa l i nocytes ('fig . . 5 ) f!t les 
granul ocytes (fig. 6) normaux mesur ent r espectivement de 6 ~ 8 pm et de 
:::: à 11 pm de di am ~tr·e cr~ llul ai r·e et de 3 à 5 pm et de 1 . .5 à 4 pm de 
diam~tr e nucléaire. 

L'étude ultrastructurale des cel lu les anormales rév~ l e des noya ux 
tr~s polymorph es , lobés , avec d' impor tant es invaginations qui 
r enferm ent des organit es cytoplas miques. De tr~s nombr eux noya ux 
contiennent un ou pl us ieur s gros nu cléol es de t ype compa ct, avec des 
cas de mar ginati on . L'hétéro chromatine se l oca li s e à l a limit e de la 
membrane nucléaire Cfi g. 7 et 8). 

Le cytoplasme ne cont i ent pas d'appareil de Golgi. Les 
mi to t:ho ndri f!S sont peu nombreuses et présentent un aspec t: nol'mal. Les 
ribosomes sont ral'ement assoc i és~ du r éticulum endoplasmique. En outre, 
des gr·anu l es de structu!' e c'llllOT'p he , de taille v<wi able, tai bl ement 
denses aux électrons et non l i mi tés par une membrane sont fréque mm ent 
T' encont r•P.s. 

Lors de ces E'xam en~:;, ati CUnf! ·i mage assi m·i l abl c: ,':1 d<~s par-ti cul es 
virales n' a été observée. 

Hl 



Fig. 1 Exarœn à l'état frais d'hém:x::ytes anomaux (ha) et 
nonnaux (hn), =ntraste de phase (X 250) 

Fig. 2 Hém:x::ytes anomaux (X seo) 
N::lyau (_), nucléole (-), figures de mitose ( ....... ) 



Fig. 3 Infiltration des cellules anomales au niveau àu tissu 
=njonetif vésiculaire (te) 
(X 125) 

Fig. 4 Tissu =njonetif vésiculaire (te) et tubules digestifs (td) 
d'une rroule saine 
(X 125) 
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Légende 

g . Granule 

ga . Granule amorphe 

i. Invagination de la 
membrane nucléaire 

n. Noyau 

nu . Nucléole 

Figures 

5. Granulocyte normal 

6 . Hyalinocyte normal 

7 & 8. Hémocytes normaux 
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1 .2 . Etude in vitro 

La mi se en culture d'h émocytes normaux et atyp iqu es a été r éa li sée 
dans de l' eau de meT' filtré(, (0.22 IJm ) et dans différf!nts milieux (199 ; 
RPMI 1640/199, 50 'l; v/ v),(Annexe). Dans l'eau de mer, la s urvi e moyenne 
des hémocytes normaux est environ de 21 jours. Au bout de ce délai,des 
altérations commencent ~ être obseT'vées : apparition de gra nul ations; 
diminu t i on de la réfring ence ; mi se en sus pension des ce llul es. Au cune 
différen ce notable dans la s urvi e ce ll ulai re n'a pu être appréciée 
entT'e l es hémo cytes normaux et atypiqu es (fig. 9). Les résultats sont 
très pro ches voi re i nféri euros avec 1 es di ffé r ents mi 1 i eux testés, De 
pl us, dans aucun cas, notamm ent pOUT' 1 es cel l ul es atypiques n'a été 
mise en évid enc e de multipli cati on cel lul aiT'e . 

L'incorporation de thymidine tritiée par les hémocytes 
atypiques et norm aux a été mesurée 3 h et 6 Jo urs apr .s la mi se en 
cultur e (t ab l eau 2) 

: Incorporoat i on 3 he ures de cul t ur e 
1 __________________ _ ___________________ _ 

1 hémocytes 
, normaux BC 1 , 

BC 2 

1 h ' 

5 600 
6 400 

1 emocytes 
, anorm aux BC 1 11 000 

1 600 
5 000 

, BC 2 , 33 000 , 5 000 
___________ _____ .1 _ _ _________ _ M~ ___ _______ .!.. _____________________ _ 

Tableau 2 : Taux d'incorporation de thymidine tritiée 
(cpm/l06cellules) - BC : boite de culture 

Ces résultat s s ugg . r ent une multiplication 
anorm ales en début de culture mais au bout 
diff ér ence n'est T'emarqu ée entre l es deux 

1.3. Transplantation d'hémocytes anormaux 

active 
de 6 
types 

des cellules 
jours J aucune 
de cel lul es. 

La t ransp lantat ion d'hémocytes anormaux chez des animaux sai ns a 
été effectué e ~ 2 t emp ér at ur es différentes pouvant être ass imilées aux 
valeurs extrêmes notées dans l e milieu natuT'el. Les r és ultats de ces 
expéri ences sont r egroupés dans l e tab l ea u 3 : 
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Fig. 9 PriIroculture d'hém:x::ytes anomaux, J + 14, 
contraste de phase 
(X 250) 



, , , 
: Tempr!f'c1ture Dur ée de Nb animaux:Nb animaux 

1 

Mortalités;Nb animaux ; , 
1 : ___ : ______ I ~ :~:~::_:_ I l ' expéri ence début exp., fi n exp, 

--- ----- ---- - --------- ,----------
1 

--~_:_~:~--- -_:_~~~:_--- --- ~~~ ____ I ____ ~:_--- ___ :~_~ ___ ___ ~~_~ __ _ 
: ,. + 0 'c 1,. !'~ : <;':. 1 , "1 _ 1 C 4 mOl ~ 35 , 20 43. , 5 '. , I ____________________ _ ________ _ _ _____ ~ ________________ _____ L __________ t 

Tableau 3 Résultats des expériences de transplantati on 
d'hémocytes anormaux 

Il apparaît que 1 a ma l adi e pe ut 
sains par cette technique. Toutefois, 
est supérieur lorsque la température 
De pl us, le développement de l a ma l adi e 

1 . 4 . Di s cussion 

êtr e tra nsmise à des individus 
l e pourcentag e d'a nimaux malad es 
de l'eau de mer est très fai bl e. 
est plus rilpide , 

La nature tumorale des hémo cytes atypiques a été étudiée sous 3 aspects 
anatomopatho l ogie, cul ture in vitro, transplantation cellul aire . 

L'étude anatomopatho l ogiq ue révèle les caractéristiques 
morphologiques et comportementales de ces hémocytes anormaux, Une de 
leurs propr iétés essentiel l es est l'importa nte prolifération ce ll ul aire 
sans l ocal i sat'io n préféT'e nt iell e, Il faut sou l igner que l' observatio n 
de figures , de mitose dans les hémocytes est normalem ent très rare chez 
les Mo1 1 usques, 

L'hypothèse d'un caractère tumor il1 de ces cel lules suggér ée par l es 
études précéde ntes , est r enfo r cée par l 'examen ultras tructura1 comparé . 
En effet, la grande tail l e de ces ce l l ules peu diffé r enciées, l eur 
rappo r t nucl éocytop l asmi qu e él evé, l es i rré gulari tés de f orm e du noya u 
ai nsi qu e l a prése nce et le nomb re des nu cl éo l es so nt des cr itèr es 
parmi l es plus impor ta nts de diag nost i c d 'u n état t umor al chez 
différents types cellulai r es de Vertébrés (Ghadia l 1y, 1985), Ces 
caractéri s ti ques so nt éga lement observées chez des tumeurs de mono cytes 
humaines (Kim et al ., 1982). La densit é élevée des ribosomes libres 
T'ef1ète probablement une synthèse active de protéines endogènes 
né cessa ires pour l a croi ssa nce et la division cellulaire. 

Un aspe ct comp l ément ai re a été abordé par les expériences de 
culture in vitro, La sur vi e des hémocytes atypiques n'est pas 
supérie ure à celle des cell ules norma l es quelque so it l e mil ieu testé, 
La présence de thym idine tritiée dans le mili eu a montré que l es 
hémocytes anormaux ont une capacité d ' incorporation ~upérieure à celle 
des ce llules normal es au moment de la mis e en culture, ce qui doi t êt r e 
rapproch é de multiplication cellulaire , Il est probable que les 
con di ti ons de cul turt; pui sse nt être i nadaptéf's P()UT' un déve l opp"mt,nt 
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ultérieur d~ c~s cellu l es. En effet, il faut rapp~ler qU'en dépit de 
110lllbl~~UX tT' JVatJx , J tJcurl e lignée cellulaire de MollusqlJe t,ivalv e rl'a pu 
~tre étah lie ~ ce jour CMia lh e et al, j 1988), Ceci s()ulign e l e besoi n 
de recherch es [()rlcertées n()taml"ent erl physiologie et en erldoc rinolon ie. 
Dans ce co ntexte, il appal~ a ~t qu e ces hémocyt es atypiqu es po uf'raient 
constitlJer url test biol()gi(~IJe part ic\Jl ih r~ elllerlt faV()l'able ~ IJfle arlJlyse 
précis! du rôle da diffêrents additifs aux milieux d. culture 
prél:IJI·se uP s j f ac teurs Illito tiqlJes . 

C~lez les V~rt é br~5, la disporlib~lité lj~ l igné es cell ulair' es cl 

pernl is d ' étatllir un cep"tain nombre de cr itbr es de r éférerl ce pc)ur 
définir los cel lul es tumor al es perte da l 'inhibition d~ contact , 
croi s sa nce indéfinie) pel~te de l a capacité dtadh ésio rl sur un 5 \JflpC)rt 
solide) faibl~s exigences en fact~llr's de croissance sériqtJ es, 
L' absence de [I~'it~res concel~rlant la cl~oi ssarl( : e ir) v 'itrc) (l e celltlles (je 
Mollusques rend di ffi cil e une extrapolation directe de cette 
définitiorl et don c l'assi milat ion des tl émocyt es atypiques ~ des 
cellul es tumorales. 

Par contre, le succès des t r anspla nt ations des hémo cytes anormaux 
rhoz un hôte syngénique êtaye l 'hypot h ~se de llur caract~re tumor al 
sariS POUVOiI~ pr~ciser s i la nature est génétique, physiologique 
(c.rcinog~nes de l'environnem ent) ou infectieuse. 
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2 - ETIOLOGIE DE LA MALADIE 

Des essa i 5 

d'induction de 
l' étio logie de 

de reproduction expérimentale de l a maladie et 
particlJles virales ont ~té entrepri s en vue de préci ser 

ce sy ndrome. 

2.1. Essais de reproduction de la maladie 

Ces expér i ences ont été effect uées par inoculation de cel lul es 
entières et de broyats d'hémocytes, filtrés 10.45 ~m ) ou non, 
comparativement avec un l ot témoin inocu l é avec de l' eau de mer 
fi ltrée. 

Le tableau 4 reproduit l es résultats obtenus , établis 
l' exame n de préparations d ' hémolymphe ~ l'état f r ais et 
hi sto logiquf!s. Ces essalS ont été roéal isés éga l ement 
temp ératur es diff ér entes . 

d ' apT"ès 
de coupes 

à deux 

Le premier élément qUl ressort de ces résultats s 'avère être 
l'importance de l a températul'e. En effet il 20°C, peu ou pas d'animaux 
mal ades sont recensés, m ~me 5 mois apr~s inoculation. Cette température 
apparaî t nettem,nt défavorab l e au déroul ement corl'ect de l' expél'i ence 
car de nombr euses mortalités sont observées toujours liées ~ un e 
pollution microbienn e tr~s rapi de des bacs après l a mort d'une mou l e . 

Par contr e j ~ 5°C t ces difficultés expérime nta l es sont limitées et 
l es taux de s urvie des animaux sont mei ll elJT"s. [Jans ces conditions J la 
maladie peut être transmise aisément et assez r apidement (2 mois), Au 
bout de ce délai, un certain nombre d'individus présente un stade 
avancé, selon la c lassification utilisée par Mi x (1983). 

L.'inocu lation du surnageant d 'u n bT'oyat d'hémocytes atyp iqu es. à 
5"C, permet d' obten i p une proportion é l evée 1:,:0 :) de moules malades. 
Enfin, il faut not er l a ppésence d'un po urce ntag e import ant 171 'l;) 

d'individus attei nts parmi l es anlmaux du l ot témoin placé ~ côté des 
bacs correspondant aux moules infecté es. 

2.2. Essa is d'induction de particules virales 

Des essa Is d'irldlJction de IJdT'ticlJles virales ont été effectués avec 
de 1 a .5 - bromo 2-déoxyuri di n« dont l' acti V "j té i nductri ce "st bi en 
établ i e pour l es rétJ~ovi T'U5. 

L.es hémolynlptles des anllndUX so nt observ~e5 en microscop i e 
é l ectro nique . 5 jours apT'~s l e tT'ditement. Des image !; de bc)u T'geo nnem e nt 
ont été détertées au nivealJ de la Hle nl brane pl asnliqLle des l, émoc:ytes 
atypiques If i g. 10) . Il s'agit de particul"s s ubs phériques de 100 nm de 
diam~tre moyen dont le nu cléoïde dense aux é l «ctrons est bordé par une 
membrane unitaire . L'ensembl e est entouré pa T' IJne e nveloppe apparelllillerit 
li sse constit uée éga l ement d'une nlrmbT'dn e IJrlitaire. 
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, 
Durée de 

1 'expéri ence 
Nom br e anim aux ; Nombre animaux 

-~~~~:_~:~~~~~~=~_ I _~~~_~:~~~~~~==-
Mortalités Nombre animaux: 

mal ades 

1 .-,Experlence 1 (ZOOC) 1 
, 

, 

Cel lul es enti~res 

Broyat cellules 

Broyat fi l tré 
il 0.45 ~m 

Expérience Z (ZOOC) 

Broyat ce 11 u1 es 

8royat fi 1 tré 
il O. 45 ~m 

EMFA 

3 moi s 

3 mois 

3 moi s 

5 mois 

5 moi s 

5 mois 

207 7 

134 2 100 % 

164 4 99 ~ A ~. -. 

147 95 % o % 

134 32 76 % 3 % 

109 93 % o % 

; Expérience 3 (5°C) , 

Cellules ent i èr es .2 mOl S 100 73 27 % 55 % 

8royat cel lul es 2 mois 100 76 24 1; 

EMFA 2 01 0 1 s 100 ,51 49 % , 71 % 
----------------------------------------- --------------~------------- ----------------~- ---------------

Tableau 4 : Résultats des expériences de reproduction de la maladie à 
Z températures différentes 



Fig . 10 : Bourgeonnements de particules de type rétroviral 
au niveau de la membrane plasmique d ' un hémocyte 
anormal 
~ 
50nm 

Fig. 11 : Inclusion cristalline à l' i ntérieur d 'une 
mitochondrie d ' un hémocyte anormal 

monm 



Au niveau des Initochondries. des anomalies ultrastructurales ont 
parfois été vi s uali sées. Ce SO ll t des in cl us ions cri stalli nes de taille 
va!' i" l)l . (f i g. 11). 

2.3. Discussio n 

L'étio l ogie inf ectie use de cette p!'olifération hémocytaire est 
fortement sus pectée au vu des essa i s d'infections exp~rim e nta l es avec 
des broyats de cellu l es anorma l es . Les quelques cas d ' anima ux qui ont 
dével op p~ la maladi e avec des suspe nsions filtrées (0.45 ~m) s ugg~rent 

que l'agent causa l pui sse être un vif'us. En outr'e, 'il faut note r' le 
fort pourcentage de contaminatio ns spo ntané es des i ndividus témoins. 
Ceci peut s ' exp liqu"r par la propagation entr'e bacs, de vi rus ou de 
cf, llul" s dans les aérosol s produits par l e bul l age. I l apparaît do nc 
nécessa ire de reproduire la maladie dans des co nditions plus drastiques 
cl ' i 50 1 em e nt . 

Les données acqui ses ~ la températur'e de SOC sont parti cul i~rement 

importantes ~ considér er d'un point de vue ép id émio l ogique, cett e 
faible température POUVdllt constituer un élélnent pr épon dér ant flour l a 
t rarls missiofl de la malad i e dans le milieu. Cela ,ioit êt r' e r approché des 
obs~:'rvat"iow; d E~ Mix (190 ~~) [pd 1l1 0ntTE nt qu1en Or' égo ll, U. S. A. , la 
prévalence d. cette prolifér atio n est plus forte en fin d'hiver. 

L 'hypot h ~se d'un e étiologie virale est confor'tée par l es essais 
d'induction av ec la 5- bromo 2- déoxyuridin e. En effet , les images de 
bourg eonnement obtenues en microscopie électronique permettent de 
so upçonner la pr'ése nce d' un r~tT'ovirus . Cependant, des essais in vltro 
dl:compagnés d'une re cherch e systénlatique de r'éverse tra nscr' iptase apr~s 
purification sur gradient de sacc harose seront entrepri s pour conf irm er 
la natUT'f: de l'agent . La thèse d'un e étiologie infectif!use élimine donc 
l es autres poss ib il ités quant ~ l a nature de la maladi e. 

Enfin , "' es anomalies misC!s en é\""idf~ nce dans l es mito chondries 
dO l verlt ~tre rapprochées de celles observées par Raslnusse n (1986 ) chez 
la m ~m e esp~ce, pOIJr Il n cas de Qr' anul ocytome associé ~ un e infection 
par un picor'n avir us. Cet auteur n' ~tab lit en fait aucune r e l ation entr e 
l a pr ésence de ces anoma li es et celle du virus. La s igni f i cat io n de ces 
particu l arités co ns~c IJtives au tra i tement par la 5- bromo 2- déoxy urid i ne 
res te à analyser. 
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3 - PREPARATION O'ANTICORPS SPECIFIQUES 

La préparation de r éactifs spécifiques des cel lules anormales a été 
entreprise par simple immunisation (anticorps polyclonaux) et se l on la 
te chniqu e d ' hybridation lympho cytaire (anticorps mono cl onaux). 
L'intér êt de te l s r éactifs est d ' acquérir des outi l s fiab l es 
d 'id ent i ficatio n et de quantification des hémocytes anormaux dans un 
but de diagnos tic niais aussi d' étude d ~s phénom~nes immunologiqlJes chez 
l es Mollusq ues. 

3 .1 . Obtention des anti corps polyclonaux 

Des sérums polyc l ona ux ont été obten us aprhs immu nisatio n active de 
so uri s avec des suspe ns ions pr at i qu ement pures d'hémocytes anormaux. La 
spécificité antigénique de ces anticorps a été testée parall~lement sur 
les cellules norm al es et atypiques par une méthode ELISA et par 
immunofluoresc en ce indirecte . Dans ces conditions, le s igna l obtenu es t 
aussi important s ur les deux types de cel lul es, ce qui indiqu e qU'un 
grand nombre d' épitopes so nt communs aux cel l ules normal es et atypiques. 

Dans l e but d 1 amerl der la spécificité de ces immuns érums , des ess ai s 
d' é puration ont al ors été mis en oe uvre en l es in cuba nt avec des 
préparations acéto niqu es d'hémocytes normaux. Théor iqu ement , un tel 
traitement doit permettre d 'é liminer l es anticorps spécifiques 
d'antig~nes communs aux deux typ es de ce llul es et de conserver dans le 
sérum les anticor ps dirigés co ntre l es antig~nes caractéristiques 
d'hémocytes ano rmaux. Cependant, l es r és ultats obtenus par la technique 
ELI SA et par i mmunofluorescence indirecte pro uvent qu ' il nl est pas 
poss ibl e d~ rendre s pécifiques de tels immunsérums. 

3 .2. Obtention des anticorps monoclonaux 

Des anticorps mono clonaux ont été préparés se l on le protocole 
décrit en détail dans l e chapitr e matériel et méthodes. L' état 
d'imnluni sation des so uri s a été éva l ué pa ,~ dosa ge des sérums se lon une 
mé t hod e radio i mmu nol og ique indire cte. Parm i l es so uris ayant reçu une 
i mmun is atio n active, se ule une so ur is (A) prése nt e une activité 
im mu nolog ique s péc if i que des hémocytes atypiques s upér ie ure ~ ce lle des 
ce ll ul es normales. La sour is immuni sée de mani ~re passive (B) et la 
souris A ont été r eten u ~s pour deux fusio ns (f ig . 12) . 

. Bilan de la fusi on et du cr i blage 

Les lymphocytes B s pléniques des so uris A et 8 (113. 106 et 156. 106 

ce llul es , r es pectivem ent) ont été fusionnés avec des ce llules de la 
lign ée myélomateuse . Les cel l ul es so nt ensuit e di stribuées ~ r ai so n 
d'une cellule par pu i ts dans les pl aq ues 1 ~ 9 pour l~ so uri s A et 10 ~ 

21 pour la souris 8 . Par ce moy en, un préclonage est effectué . Le bilan 
des deux fusions est reporté dans l e tableau 5 . En f ait, i l n' ap para't 
pas de di fférences s ignificatives entre les deux protoco l es 
d'immuni sat io n . 
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Fig. 12 : Etat d' innunisation des de ux souris A et B vis à vis 
des hémx:ytes anonnaux 



, , 
: N° pl aq ue : , 

1 1 à 9 
1 , 
: (Illl lllu ni s at. 
, acti vel 

: 10 à 2 1 

l , 
. (I mmu nl sat. 
, pass i vel 

Date du 
scree nlng 

J 13 

.J 17 

J13 

.J 17 

Nombr e pui ts 
poussés et testés 

250/E:64 
(29 %) 

674/1 140 
(67 !;;l 

: Moyenne = 48 % , 

575/864 
(59 ~ l 

906/11 40 
(79 'l;l 

Moyenn e :: ô9 % 

, 
Nombr e pui ts 5N 1 Nombre pui ts 55 ; No'mbre pui t s N5 , 

-~:~~:~~~~ ~=:_~-~~~~~~~=:~_ I _~:~::~~~~~=:_~ -=~~~==~_ I -~~~~_:~~:~~~~~==_~_:~~~~~= :_ ; 
5péc i fi qu es 
Transférés 
Co nfirmés 

Spéc i f iqu es 
Transférés 
Confi rm és 

Tota l des pui ts 
conf irm és apf' es 

E: 
7 
4 

26 
17 

7 

transfert 11/24 

5péc i fiques 24 
Transférés 20 
Confirmés 12 

5péc i fi q ues 
Transférés 
Co nfirmés 

Tota l des pui ts 
co nfirm és après 

10 
9 
4 

transfert 16/29 

Total hybri domes 

2 
2 

3 
o 
o 

7 
7 
6 

Ô 

2 

3 
2 
2 

2 
o 
o 

2/2 

,. 
1 
1 

3 
1 
o 

1/2 

___________ l ___________ l _____ ______ __ _________ :~~~~~~:: ________ :~ __ ________ ________ ~ _________________________ = _______________ _ 

Tableau 5 Bilan de la fusion 



La méthode de criblage des hybridomes qui a 'té conçue consiste ~ 

[ompapf!p l 1 dcti v "i té des SlJrndg(~ants de cul tUf'{~ vi s à vi S d€~s hémocytes 
atypi ques cl 1 UIH~ pc3f't r~t des ce 1 1 ul es normal es cl 1 autre part. Ceci étai t 
flécessair e s uite aux observations des profi l s d';mmunofluorescence 
r éa lises avec des anticoppl..; po l yclonaux qU"1 révl?la'j (?nt l a préSenCf! 
d1une nldjorité d'antig~nes comm uns aux (jeux types ce llulaires. Il était 
donc important d ' idf.~ntifier lf-!5 hybf'idomes spéci fiqu es! éVf.~ntuel1E~ment 

peu sécréteurs parm l ceux qui duraient un e fort e activité sécrétrice 
d'anticorps dirigés contre des antig~nes communs aux deux types 
cellulaires, Une différence de signal de 3000 cpm entre l es réactivités 
des hybridomes sur hémocytes normaux et atypiqlles a été retenue comnle 
cpi tèroe df! spéci fi ci té. Ai ns; 1 troi 5 catérwf'i es d ' hybT"; dom es sécréteur's 
d'anticorps ont été caroactérisées. Ceux -- ci sont dir i gés soit 
spécifiquement cont r e les cellu l es atypiques ou co ntre les ce l lules 
normales, soi t non spécifiquement contre les deux types cellulaires. 
Lf.~S tlytJT'i domf!s pe uvent êtrf~ cl assés en 2 groupes, ceux qui possérJF.~nt 

UI1:, activ';té d:" l 'orod"e d. <> 000 cpm et ceux qui ont une activité 
d'environ 15 000 cpm, 

. Clonage 

Se ul s les deux hyb"idomes (14Fl et 16Gl0 ) présentant la plus forote 
activ ité spécifique dr,s hémocytes anocm,lUX et l 'hylwidome (111"3) 
possédant une activité dirigée non spé cifiquement contre les cellules 
nornlales et atypiques ont été clonés. Les r ésultat s dlJ c lonage sont 
ré pertoriés dans le tableau 6, 

, 
: Hybr i domes Activités spécifiques (en D,D,) , 
, 
: clonés s ur cellules néop l as iqu es s ur cellules normales 
, ------------ ---------------- ------ - - ----- --------------_ ._ - - - - ----- -
: 16Gl0 - 2B9 1396 390 

16Gl0 - .589 130:,: 320 

16Gl0 - 21'6 69 1 250 

16Gl0 - 4F8 1005 345 

141'1 leI' 29'7 

14F1 - ,'jE'? 1077 356 

141'1 -- 3011 :,:13 302 

11 1':3 4H3 451 644 

lH3 -[,Ell 34.5 

Tabl eau 6 : Activités spécif i q ues des hyb r i domes clonés 
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Les sept clo nes s pécifiquement diT'igés contre 
anO!'nldIJX ()nt cOflservé IJoe dctivité i lnp ol'tarlte, Par 
qlJe le!; deux clones l1F3-41~3 et llF3- 5E l1 aient 
faible, apri:~s clonane, 

l e~; héllloCytf~!; 

contre, il semble 
une activ i té plus 

3.3. Puri fi cati on et caractéri sati on des anti corps monocl onaux 

D21JX ~;ol IJtions d' anticoT'PS monoclo na ux (1 4Fl-5E9 et 16G10-5B9) 
produits en asc:ite ont été so unlises ~ une éle[trophor ~se s tJr gel 
hOnlOg~ne de po"lyacrylaillide (7.5 %), Apr~s migrat i on et par cO lllpar aison 
dvec Ulle sér"ie de marqueuT's de poids mo l éc ul aire, ces a nticorps o nt été 
'identif'iés comm (~ étant clr~ cld~;!;e G, Ce u x""~C"i ont été enslrite puP "j"hés 
par chroma"toQpaphie d'affinité e"~ 150 mg de c hac un ont été recueilli s, 

L p ~ ; i !:;OtYP(~5 
p1""ofil d'élution, 
cl' Ouchtc,rl ony 

des anti copps plJrifiés ont été dét er' lllirlés par l e 
lors de la purificat ion et confi r més par l a techniqlle 

pH rJ ' ié lution ISOtypE~ 

1 41' 1 .5E? !j , Ei 1 gGl 

16G10 .- 5B9 

3.4. Lo calisation des épi topes reconnus 

La spécificité de ces 2 Jilticorps a ét é COflfiT'nlée par' la tec hn; tl tJ P 
d l immlJnofllJOT'eSCellce 'indirecte a pr~s plJr ification, COlnme le nlontrent 
les figures 13 et 14, ces dllticorps reconnaissent excl usivement les 
hénlocytes arlor lll dlJX et s~mble rlt spécifiques d'épitopes lilelllbr'anair~s, 

3 .5. Discussion 

La rec h.1""c he de r éactifs s pé cifiques d. ces cel lul es a déb uté par 
la pr~paration de sérums po ly clonaux. En dépit d ' une étape d'épu r ation 
qui n êc(!ssit(~ des quant"jtés importantes de prépdf'at io ns Jcéton;ques 
1 1 'h~nlO[yte5 normaux, les s()lutions d'anticorps pol yc l onalJX n ' o fl t pas 
été rendLlcs spécifiques . L_'obtentio n dlantil:orlJs Inonoclonaux a a lOT'S 
été f'n v"i(::.agé(~. L.e prot ()c()'I (~ Ilt"ilisé cons"i st('~ "it en un ppéc "I()t"lil~J(~ de 
maI11f!r' f.~ à nE~ pas l1l("lSquE~f' l' ac:t";'J'Îté d e certa"ins hybl"'idomes , De pl u ~ij "l e 
dOllble crib l age J perlnis de ,"eteniT" les hybridc)mes selo n leur 
spéc i ficité rrlative V1S ~ vis soit cI 'tlémocytes atypiq ues j so it de 
cell lJ les norma l es . 

qnr~s I:lonage, deux allti(:c)rps monoclonaux pr éSPfltarlt Llne fo rte 
a c l; v'i té contre les hémo (ytcs .Hl(H'lllaUX ont été pUTi fi é~: ;, 1... ' ét:ude (~n 

illlmIJnuflIJ() p e~;ce n [e nl(~l"ltre ~IJ'i15 recon naissent de~i épi tores bie n 
T~~pr6s~ntés SIJ P c~s cel1IJl ~s . (;T'Jre ~ ces anti[or~)s spécif iqlJeS

j 
deux 

typ~s rl'imnlunodosaQc vont pouvoi r être nlis en oeuvre: 

1 :::: 



Fig. 13 IrrnunofluorP.scence indirecte - Image obtenue sur les 
cellules anomales avec l' anti=rps .16 G 10-5 B 9 
eX SCû) 

Fig. 14 Irrnunofluorescence indirecte - Image obtenue sur les 
cellules noDŒÙes avec l' anti=rps 16 G 10-5 B 9 
eX 500) 



tf!chn·i 'lU" (j' i nlml.lnofluoresce nce indirecte conl nlP outil Ij e 
cliagnost i c précoce. 

la techflique ELISA dont un proto co l e SUT' membl~aJl e GU est d'or es 
[:t déj(l:l mi s au poi nt mdl S dont l' appl "jcatio n il Lies étu d r~s 

clini ques T~e ste ~ vérifier pour déterminer sa s pér:if i cit é et sa 
se ns ibili"té paT~ ,o'ap po T't aux métl'Iodes tlistologi qu es de T~ éfé T' en [e, 

Cf! t r'·,wail doit (" tr " "ntr€,phs se lon un pr'otocoh, ELI5A d·i rect, 
apf'ès co upl at,.:JE: de l' i:ltTt"i co r'p s à l a phosp ha"t .3se a l c al i ne , "! a 
peroxydas e ne pO ll vant &tre ut i li sée d tJ fait de la forte activité 
intrirls~q lJ e des hélllocytes. 

I_es anti corps spéc i fiques des hénlocytes flOf'ma ux VOllt être ut iles 
dans la cO lnprétle rlsion des phénomè nes de diff ér ellc i atiofl des ce llul es 
ci f'Cul rHltes r~t: d(':HIS l ' étu(h~ d (·~ l eup~.; fOflcti <) ns . 
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CON C lUS ION P ERS PEe T IVE 5 



[le nombreux 
1 es Moll usques 
donné 1 i eu à un 

cas de prolifération hémocyta ir e 
mai s aucun mod~le expérimental 
programme de recherch e suivi. 

ont été s ignalés chez 
n'a été étab li et n 'a 

La reproduction au laboratoire de cette mal adie de la moule Mytilus 
ed uljs fourn it l' occasion dr! disposer d'un te l modè l e, En effet, les 
transplantations effectuées chez des an im aux maintenus à basse 
température garanti sse nt des r ésu l tats dans des délai s r elativement 
bref s,Dans ces conditions, des invest 'jgat'jons de ty pe 
anatomopatho l ogique peuvent être entrepris es aisément. Un aspect 
parti cu l i~rement int éressa nt concerne l 'immu nité antitumorale, les 
infections expérime ntal es montrant un e variabilité indivi du elle et des 
cas de rém i ssion étant signalés par Elston (19881 , Ces observations 
sugg~re nt que les cel lul es atypiques puissent être reconnues et 
phagocytées ou encapsu l ées . Ai nsi, l es ce ll ul es t umor al es ser'ai (, nt 
ph énotypi quement assim il ées ~ des éléments étra ngers, Les ép i topes 
membranaires de ces cellules, qui so nt reconnus spécif i quement par des 
anticorps mo noc l onaux, pourraient donc avoir valeur de "déterminants 
ant; gén iq ues ", 

L'util i sat i on de cul t ur es in vitro d'h émocytes doit per mettre, en 
appliquant des tec hniqu es d'histologie et de chimioluminescence, de 
préciser l es interactio ns hémocyte normal hémocyte atypique, La 
faisabilité de telles expériences est étayée par l es r és ultats 
récemment obtenus s ur les mécan i smes de reconnai ssa nce de phagocytose 
et de s urv ie intracellulaire qui so nt établ i s entre l e protozoaire 
Bonami a ostreae et l es hémocytes d ' Ostrea edu l is (Chagot, 19881. 

Dans 1 e domai ne pl us général de l ' i mmunol ogi e des Mol l usques, 1 es 
anticorps monoc l onaux s péc i fiq ues des hémocytes anormaux co nst ituent 
des outils de choi x pour déte cter l es sites d'hématopoi~se qui so nt 
; nconnus à ce jour', En ~ffet 1 il peut ëtrf! supposé que: pOU T"' des phases 
pr écoces de la maladie, l es hémocytes atypiques se trouvent 
préférentiellement dans ces sites. Par ailleurs, il faut noter que des 
hybridomes préclonés sont sécréteurs d'anticorps spécifiques de 
différents types d'h émocytes normaux comme l' attestent les examens en 
immunofluorescence indirecte, Il devrait être poss ibl e d' étab lir, ~ 

11 i nstar des données acqul S€~S en hémato l Og; e chez 1 es Vert é bro és, une 
cl assifi catio n et une fi li at i on de ces types hémocytaires. Cette 
approche histogénésique, qui serait ori ginale chez l es Mollusq ues 
biva l ves pourrait être couplée à une étude fonctio nn el l e, ces ce llul es 
marquées par un anticorps monoclonal pouvant €tre aisément purifiées à 
l'aide d'un cytof luorim~tr e équipé d 'un tr i eur cel l ula i re , 

La nature infectieuse de catte maladie est évidemment ~ co nsidérer 
en relation avec so n imp act sur l a product i on loca le et l e risq ue 
potentiel qu'ell e r' epréserrte à l' éc hell e int ero nationale, C 'e ~,t pour'quoi, 
1 a mi se au poi nt Il ' un 'j mmunodosage enzymat i que, il l'ai de d ' anti corops 
monoclonaux est envisagée. Le test développé pour le diagnostic de la 
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bonamiose sera une référence utile car il est appliqu é ~ des 
éc hantillons d'hémolymphe (Cochennec, 1988), 

L'implication d'un rétrovirus dans l 'étiologie de cette 
prolifération hémocytaire devra bie n sOr ~tre confirmée par des examens 
complémentaires en microscopie électronique et par la mi se en évidence 
de transcriptase réverse. Néanmoins, l es premi~res observations doivent 
Itre rapprochées de celles faites par Oprandy (1981) qui, en dépit de 
preuves expérimentales, restent très controversées car non répétées , 

La découverte et l e contrôle en laboratoire d'un rétrovirus 
oncogène de bivalves présenteraient un intérlt majeur pour l a 
rétroviro l ogie et l'oncologie comparées , Dans ce contexte, il sera 
indispensable de caractériser les protéines contre lesquelles sont 
dirigés les anticorps monoclonaux et ce, comparativement avec les 
différentes oncoprotéines connues , 

D'autre part, l'étude des oncogènes et notamment la préparation 
d'ADN complémentaire co ns tituent une voie nouvelle en vue de 
l'obtention de lignées ce llu laires de bivalves , En effet, tous les 
efforts entrepris depui s plus de vingt ans pour étab lir des cultures de 
ce llules stab l es se sont so ld és par des échecs, Les très faib l es ta ux 
de mitoses observés dans les tissus de ces animaux so nt généralement 
incriminés, Les hémocytes atypiques pour l esquels les index mitotiques 
sont nettement plus élevés semblent néanmoins inaptes ~ @tre cu ltivés 
in vitro car il s dégén ère nt assez rapi dement, C' est pourquoi, des 
essais de t ransfect io n avec des oncogènes pourraient ~tre réali s és sur 
d'autres types cellulaires, peu différenciés et facilement mis en 
cultur e, t els que des cellules conjonctives, 
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ANNEXE 



MILIEUX DE CUL'IURE 

Milieu RPM I1640 

omoount 
' El.S 11'0RGA:-.'IQUES: 
• (1'0,), ·111,0 

X Cl 
I~SO, (•nhyd.) 
I~SO, · i li,O 

lnS0,-11,0 
N•Cl 
N•IICO, 
N.,llrO, (• nhyd.) """"" 
N• llrO,·ill 0 -

UTRES Cmi i'OSo\NTS:'-.. '-.. -

D·Giucosc !o)o)o.).W 

Cluuthion (rW:Juit} r--ooo-
HEPES !9!1.00 

Rous:c de Phénol 1 00 

CIO ES A~IINES-: 
l·Arzinine (b.uc libre) 100.00 

l·A1pana:inc 1~ 00 

Acide l·Aspaniquc 10.00 

l·Cyscint 
r-----i.ïï--·Cyuinr· UIO 

Acide l ·Giuumiquc ~~-00 

·Giuumin~ 100.00 

Glycint · lt.>OO 

•Hiuidint (b:.sc liber) 1100 

·Hydro:~prolinc 10.00 

·holcucinr (uns allo} !0.00 

·Leucine (um methionine} !0.00 

-Lrtin< ·li Cl ~0.00 

·Mtthioninc 11.00 

·Phfn)·hhninr 1!.00 

L·Prolinc (uns lh·Jro). )' 
lO IN 

l•pruline) 
L·SCrinc lOW 

L·Thrtoninr (nm lllll) 10.00 

L·Tryptoph:.ne 1 00 

·Tyro1inc 
·Tyrosine (ul JisoJi'luc) IUl 

-Va line 10.00 

1TA~ti1'ES: 

Biotinc 0.20 

Pantothtn.Hc de Calcium 0 0.11 

Chlorure de Choline l OO 

AciJc folique ''"' i-lno,iiOI li DO 
1\'icotinamiJt 1.00 

cidc Pln•lminnb~n:oi~ur 100 

Pyrido>În< li Cl - 100-

Ribofl.a,·inc 1,)!(\ 

Thil mine HC1 ~' 
Viumint Il11 Ol\11 

Pression osmotique : 

1000 rrOsm 

pH 7 ,8 

Milieu 199 

Compou nl 

~El.S INORGANIQUES: 

• Cl1 (•nhyJ.) 

f<(N0,),·911,0 

xo 
11~50, (>nhyJ.) 

M~SO,·lii,O 

N•a 

N•IIC01 

N•II,P0,- 11,0 

AUTRES COM rOSANTS: 

Sulphatt d'Adlnint 

Adtno•inccriphnsrhatc 
(t<l ditO<Iiqu<) 

Addc Adlnyliqur 

Cholu thol 

Otoxyribo1r 

0-Ciuco•r 

Gluu1hion (rlduit) 

Gu> nin< IICl 

IIEPES 

Hyponnthinr 

llypounlhin< (s<l dr N•) 

Rou~< d< Phi nol 

Ribose 

Adule dt Sodium 

Th)·minr 

wccn so• 
Until 

X:anthinc 

X.1onthinc (sri sodique) 

ACIDES AMINES: 

DL·Aianinr 

L-A,..ininr-110 

Acide DL·A•p:ar1ique 

L-CyulindiCl-11,0 

l·Cyuinc 

l·Cystinc· l110 

Acide Ol·Giuumique ·1110 

l·Giuuminc 

GJ,·cint 

L-lliuidin< 110 ·11,0 

l·llydroxprolinr 

Dl ·holeucinc 

Dl -Leucine 

L·Lpin< ·li Cl 

Dl·Mlthioninr 

DL-I'hlnybl•nin< 

l •Proline 

DL·Sirin< 

DL·Thrlonint 

DL-Tryploph•n• 

L·Tyro•ine 

l·Tyro1ine (sel disodiquc} 

Dl-Valine 

~'!TAMINES: 

lo-'eidr Ascorbique 

Pho•rhue d'o Tocorhtrol 
(t<l dltodiqut) 

Oiotinr 

C•lciflrol 

f"anlothlnatr dr Calcium 0 

Chlorure de Choline 

Acide folique 

i·lnositol 

Mtnadionc 

Ni :a cine 

~iacinamide 

!Acide P:an·aminobcn:oique 

Pyridou i iiCl 

Pyridotinr 110 

R.ibonui nr 

ltni:aminc ua 
tviumîne A (aclutr)• 

-------· 
~'~ t iL 

100.00 

0.11 

400.00 

97.67 --- --
610000 

-
110.00 

10.00 

1.00 

0.20 

O.lO 

0.)0 

1000.00 

0.0! 

0.)0 

!9!4.00 

-
O.l!4 

10.00 

0.!0 

!0.00 

O.lO 

10.00 

O. JO 

-
O.lH 

!0.00 

10.00 

60.00 

0.11 

-
16.00 

I SO.OO 

100.00 

! 0.00 

li.IS 

10.00 

40.00 

110.00 

10.00 

)0.00 

!0.00 

~0.00 

!0.00 

60.00 

10.00 

-
!1.66 

!0.00 

0.0 ! 

0.01 

0 0 1 

0.10 

001 

0.!0 

0.01 

o.os 
0 0 1 

O.Ol! 

O.Ol! 

0.0! 

O.Ol! 

O.Ol! 

0.01 

0.01 

0.14 




