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Non ce n'était pas le radeau 
De la méduse ce bateau, 
Qu'on se le dise au fond des ports, 
Dise au fond des ports . 
Ses fluctuat nec mergitur, 
C'était pas d'la littérature, 
N'en déplaise aux jeteurs de sort, 
Aux jeteurs de sort ... 

BRASSENS, Les copains d'abord. 

Aux copains du labo , en leur souhaitant de bientôt travailler sur des 

huîtres sorties bien fraîches tous les matins de l'étang de Thau ... 
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INTRODUCTION 



L'impact économique des pathologies infectieuses chez l es mollusques 

d'élevage -en particulier les bivalves- ainsi que le rôle d ' hôte 

intermédiaire tenu par des gastéropodes dans le cycle biologique de 

certains parasites, ont conduit au développement de recherches sur les 

interactions entre ces mollusques et différents types d'agents pathogènes. 

Chez les gastéropodes , il s'agit principalement de métazoaires 

(trématodes), transmis par les genres Lymnaea et Biomphalaria, et qui sont 

à l'origine de graves parasitoses humaines (schistosomes responsables de la 

bilharziose), ou impliqués dans des enzooties économiquement désastreuses 

(Fasciola hepatica, agent de la douve du foie des bovins). 

Dans le but de rompre les cycles de transmission de tels parasites, 

une alternative aux traitements molluscicides (GODAN, 1983) et à la lutte 

biologique (BERG, 1973) cons iste en la sélection de souches d ' escargots 

résistants. C'est pourquoi sont menées des recherc hes visant à la 

compréhension de la réponse immunitaire de ces gastéropodes (LOKER and 

BAYNE, 1986; VAN DER KNAAP, 1986; MEULEMAN, 1987), 

Chez les bivalves , les agents pathogènes sont surtout des micro­

organismes intra-cellulaires, responsables de maladies dont l'activité 

conchylicole reste l ourdement tributaire. L'ostréiculture, qui est 

l'activité majeure dans ce domaine, n'est pas épargnée puisque les chutes 

de production d 'huître plate Ostrea edulis (diminution de 75% sur le 

littoral atlantique entre 1974 et 1982) sont la conséquence de l'infection 

du cheptel par des protozoaires du phylum des Ascetospora: Marteilia 

refringens, parasite des ce llules du système digestif (GRIZEL et al., 1974) 

ainsi que Bonamia ostreae , localisé dans les cellules sanguines ou 

hémocytes (PICHOT et al . , 1980); par ailleurs , les mortalités qui ont 

décimé l'huître portugai se Crassostrea angulata au début des années 70 ont 

pu être associées à l'infection des animaux par un iridovirus (COMPS et 

al. , 1976). Pour remplacer cette espèce, l' huître japonaise Crassostrea 

gigas a été massivement introduite en France, où elle assure aujourd'hui la 

presque totalité de la production ostréicole (GRIZEL and HERAL, 1991), 

Le traitement et la vaccination sont difficilement envisageables chez 

ces espèces du milieu marin, dépourvues de réponse immunitaire de type 

anticorps , et pour lesque lles la prévention contre les risques épizoot iques 

ou enzootiques doit se cantonner à des mesures sanitaires, et à des efforts 
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d'amélioration génétique reposant sur des critères de résistance aux 

maladies. Ce type de sél ection est conditionné par une meilleure 

connaissance des mécanismes de défense, c'est pourquoi des programmes de 

recherche en immunologie anti-infectieuse des mollusques sont mis en place , 

notamment à l'IFREMER, sur des bivalves d'intérêt commercial. 

A l'instar des animaux supérieurs, les mollusques présentent une 

immunité "non spécifique" humorale, associée à des mécanismes de défense 

cellulaire. 

L'immunité humorale est liée d'une part à des activités enzymatiques 

plasmatiques: des lysozymes , composants bactéricides, sont présents chez de 

nombreuses espèces (TAKAHASHI et al . , 1986); une activité de type sérine 

protéase a pu être mise en évidence dans l' hémolymphe de Crassostrea gigas 

(BACHERE et al., 1990), et d'autre part à des lectines, glycoprotéines 

sériques qui ont un rôle opsonisant dans la phagocytose (RENWRANTZ and 

STAHMER, 1983). 

Chez les mollusques , aucun complexe protéique de type complément n'a 

été décrit, et il est généralement admis que ces derniers ne produisent pas 

d'anticorps; récemment cependant, chez d'autres invertébrés, l'étude de la 

séquence d'une protéine antibactérienne -l'hémoline- , a permis de classer 

cette protéine, inductible c hez le ver à soie Hyal ophora cecropia , dans la 

superfarnille des immunoglobulines (SUN et al., 1990). 

L'immunité cellulaire des mollusques est assurée par les hémocytes, 

cellules véhiculées pa r l'hémolymphe dans un système circulatoire ouvert , 

qui les met en contact avec les tissus au niveau de vastes sinus (CHENG, 

1981; SMINIA and VAN DER KNAAP, 1987). 

Ces cellules présentent une hétérogénéité très importante, et de 

nombreux travaux ont visé à identifier des types hémocytaires, dans 

l'objectif premier de classer ces cellules , puis de préciser, à l'aide 

d'expérimentations sur des sous-populations séparées , la signification 

ontogénique et physiologique de cette diversité hémocytaire. 

L'identification de différents types cellulaires , basée 

essentiellement sur des critères morphologiques et ultrastructuraux est 

rendue très difficile par l'extrême polymorphisme des hémocytes. Ainsi, 

c hez Crassostrea gigas, TANAKA ( 1961) ne distinguait pas moins de douze 
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types et sous-types en considérant la morphologie et la taille des cellules 

(cité par CHENG, 1980) . Généralement, les auteurs s ' accordent pour 

reconnaître chez les huîtres au moins deux types cellulaires, d' une part 

des populations de hyalinocytes à cytoplasme non granuleux, d'autre part 

des hémocytes à cytoplasme granuleux ou granulocytes (FISHER, 1986). 

D' autres critères d'identification, comme le contenu enzymatique 

lysosomial des hémocytes ont été pris en compte pour caractériser des types 

hémocytaires chez Mytilus edulis (PIPE, 1990). Sur la base de ces critères, 

des différences significatives dans la distribution des types hémocytaires 

ont été mises en évidence, entre une souche de Biomphalaria glabrata 

résistante à Schistosoma mansoni et une souche sensible (GRANATH and 

YOSHINO, 1983). 

Les déterminants antigéniques des hémocytes constituent également des 

marqueurs de types potentiels. L'utilisation des anticorps monoclonaux en 

immunologie des mollusques est encore discrète en comparaison des 

applications de ces marqueurs moléculaires en immunologie des vertébrés. 

Cependant, dès 1983, des anticorps monoclonaux spécifiques d'épitopes 

membranaires des hémocytes de Biomphalaria glabrar:a ont permis de 

distinguer des populations antigéniquement distinctes (YOSHINO and GRANATH, 

1983 ) et chez Lymnaea stagnalis , des hémogrammes établis grâce à de tels 

anticorps ont révélé une hétérogénéité des formules sanguines fonction de 

l . âge des animaux, et de leur infestat ion par Trichobilharzia ocellata 

(OIKKEBOOM et al., 1988). 

D'un point de vue fonctionnel, la phagocytose apparaît comme le 

mécani.sme majeur de défense cellulaire c hez les mollusques (BANG, 1975; 

ANDERSON, 1977) dont tous les types hémocytaires sont phagocytaires (CHENG, 

1980). Ce processus est abondamment décrit chez les bivalves qui sont 

capables d'internaliser des éléments étrangers très divers comme des 

particules inertes (BANG, 1975) ou des bactéries (ROORICK and ULRICH, 
, 

1984), et les progrès récents en matière d'isolement et de purification de 

protozoaires pathogènes des mollusques (MIALHE et al., 1988) ont permis 

l'étude expérimentale de la phagocytose de parasites (MOURTON et al., 

1991) . 

Les hémocytes des invertébrés sont fréquemment considér és comme les 

ancêtres des cellules phagocytaires des vertébrés (OLAFSEN, 1986). En 

effet , les mécanismes mis en oeuvre parallèlement au processus de 
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phagocytose pour détruire les particules internalisées font appel aux mêmes 

processus de défense. Un premier mécanisme, oxygène-indépendant, fait 

intervenir les enzymes des lysosomes qui fusionnent avec le phagosome (MAC 

KERROW et al., 1985). Le deuxième mécanisme est oxygène-dépendant ("burst" 

respiratoire) et englobe une série de réactions oxydatives caractérisée 

par la génération de radicaux libres dérivés de l'oxygène particulièrement 

actifs (BADWEY et al., 1988) (Annexe 1). Ce métabolisme oxydatif a été 

démontré chez Pa tinopeceen yessoensis ( NAKAMURA et al. , 1985) et Lymnaea 

s"tagnalis (DIKKEBOOM et al., 1987 ADEMA et al., 1991), chez qui les 

intermédiaires réactionnels de l' oxygène pourraient être à l'origine de la 

cytotoxicité des hémocytes à l'égard des sporocystes de Schistosoma mansoni 

(DIKKEBOOM et al., 1988) . 

Ces intermédiaires réactionnels instables sont capables d'émettre des 

photons, à l'origine de la production de lumière (chimioluminescence). La 

mesure de cette luminescence, après amplification, permet une 

quantification in vitro de l'activité métabolique oxydative des cellules 

phagocytaires (FROMTLING, 1985)(Annexe 2) . 

Cette technique de chimioluminescence, largement appliquée, chez les 

vertébrés, à l • étude des monocytes ( JOHANSSON and DAHLGREN, 1989) et des 

polynucléaires neutrophiles (LINDENA and BURKHARDT, 1990) a été adaptée aux 

cellules de mollusques marins, dans l'objectif de caractériser les 

capacités de défense des hémocytes de ces animaux (BACHERE et al., 1991). 

Ainsi, la chimioluminescence a permis la mise en évidence , chez Crassos"trea 

gigas, d'une extrême variabilité individuelle de la réponse à des 

stimulants de la phagocytose de type zymosan. Cette variabilité est 

observée pour un nombre fixe de cellules et des conditions standard 

d'expérimentation, ce qui suggère qu ' il existe des sous-populations 

hémocytaires dont les réponses en chimioluminescence sont différentes. 

L'étude d'hémogrammmes établis en microscopie optique, parallèlement à 

l'analyse individuelle en chimioluminescence, montre que cette 

hétérogénéité fonctionnelle n'est pas corrélée à l'hétérogénéité 

morphologique des hémocytes (Annexe 3). Sa s ignif ication reste donc à 

préciser et l 'identification des types cellulaires actifs doit être 

envisagée. Cette identification nécessite, d'une part, d'établir des 

critères plus fiables que des critères morphologiques et d'autre part 

d'aborder l'étude fonctionnelle de populations d'hémocytes séparées . 
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Dans le cadre de mon DEA, je me suis initialement attachée à la 

caractérisation antigénique des hémocytes de Crassostrea gigas à 1 'aide 

d'anticorps monoclonaux spécifiques de cette espèce. Une attention 

particulière a été portée aux anticorps marqueurs de sous-populations et 

spécifiques de déterminants membranaires. J'ai utilisé ces anticorps pour 

la séparation de sous-populations hémocytaires à 1 • aide de billes 

magnétiques, dans l'objectif de mettre au point une méthode 

d' immunopurification capable de se substituer aux méthodes c lassiques de 

séparation cellulaire basées sur des critères physico-chimiques. 

Dans un second temps, j'ai réalisé une étude fonctionnelle des 

hémocytes de Crassostrea gigas, en utilisant la chimioluminescence pour 

évaluer l'activité métabolique oxydative lors de la phagocytose par des 

sous-populations hémocytaires isolées par centrifugation isopycnique, afin 

de rechercher l'origine de la variabilité individuelle de la réponse 

observée. La technique a ensuite été utilisée, pour étudier l'implication 

de déterminants antigéniques des hémocytes dans l'activation des mécanismes 

de défense oxygène-dépendants de C. gigas. 
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MATERIEL 

ET 

METHODES 



I- PRELEVEMENT DES BEMOCYTES 

I-1- Origine des animaux 

Les huîtres Crassostrea gigas, de taille commerciale, âgées d'environ 

3 ans, proviennent d'exploitations ostréicoles du bassin de Marennes­

Oléron. 

I-2- Ponction d'hémolymphe 

Les huîtres sont ouvertes par 

adducteur. L'hémolymphe {environ 1 

section du ligament puis du muscle 

ml par animal) est ponctionnée 

directement dans la cavité péricardique , à l 'aide d'une seringue contenant 

1 ml d'une solution anti-agrégante, Solution Modifiée d'Alsever {SMA) 

{BACHERE et al., 1988), dont la composition figure en Annexe S. 

La qualité du prélèvement et la concentration hémocytaire sont alors 

déterminées par comptage à la cellule de Malassez. 

II- ANTICORPS MONOCLONAUX 

Les anticorps monoclonaux (AcMe) spécifiques des hémocytes de 

Crassostrea gigas (HCG) ont été préparés selon la technique de 

l'hybridation lymphocytaire {KOHLER and MILSTEIN, 1975). 

Les AcMe utilisés proviennent soit de 

d'hybridomes sécréteurs d'anticorps spécifiques, 

surnageants de culture 

soit de liquides d'ascite 

obtenus par inoculation des hybridomes à des souris. 

III- TECHNIQUES D'IMMUNOMARQUAGE 

III-1- IMMUNOMARQUAGE DES HEMOCYTES FIXES : 

IMMUNOFLUORESCENCE ET I~~roNOPEROXYDASE SUR LAMES 

III-1-1- Préparation des lames 

* Population hémocytaire totale 

L'hémolymphe est prélevée dans de la SMA contenant 6% de 

formaldéhyde. Après fixation des hémocytes (30 mn, 4°C), des lames 

sont préparées par cytocentrifugation d'environ 100 000 cellules 

{ 100 g, 5 mn), puis tra itées à l'acétone ( 5 mn) 

distillée. 
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* Hémocytes séparés par centrifugation isopycnigue 

Les cellules séparées par centrifugation sur gradient de 

densité (voir §.IV) sont cytocentrifugées puis fixées selon la même 

technique. 

Les lames sont conservées à -20°C jusqu'à utilisation. 

III-1-2-Immunofluorescence indirecte 

Les lames sont décongelées et réhydratées ( 2 mn) dans du tampon 

phosphate pour immunofluorescence T.I.F . (Diagnostics Pasteur) . 

50 pl de surnageant de culture d'hybridomes sécréteurs d'AcMe 

spécif igues (anticorps primaires) sont déposés sur les cellules, et les 

lames sont incubées pendant 30 mn, en chambre humide. Pour les témoins 

négatifs, l'anticorps spécifique est remplacé par un AcMe non spécifique 

(AcMe anti-Lymphocystivirus) ou du T.I.F .. Après 3 lavages avec du T.I.F., 

les préparations sont recouvertes de 50 pl d ' une solution d • anticorps de 

c hèvre anti-IgG de souris couplés à l'isothiocyanate de fluorescéine 

(anticorps conjugué) (Diagnostics Pasteur), diluée au 1/lOOe dans du T.I.F. 

additionné de Bleu Evans (concentration finale de 1%). 

Après 20 mn d'incubation, les lames sont rincées 2 fois avec du 

T.I.F. puis avec de l'eau distillée, et montées dans du tampon glycériné 

(Diagnostics Pasteur) avant examen au microscope à épifluorescence . 

III-1-3- Immunoperoxydase 

Les lames réhydratées par du T.I.F. (2 mn ) sont plongées 20 mn dans 

un bain de méthanol additionné de peroxyde d'hydrogène (Sigma) à 0 , 3%, afin 

d'inhiber une éventuelle peroxydase e ndogène. 

Après lavage à l ' eau distillée (2 fois 5 mn) puis au T.I.F. (3 fois 

2 mn) les lames sont traitées par 50 pl de surnageant de culture (anticorps 

primaires ) et incubées pendant 30 mn. 

Elles sont ensuites rincées par du T.I.F. (3 fois 5 mn) avant dépôt 

de 50 pl d'une solut ion d 'anticorps de chèvre anti-IgG de souris couplés à 

de la peroxydase (Biosys ) diluée au 1/lOOe dans du T.I.F., et incubées 

pendant 30 mn. 

Après un nouveau rinçage des lames au tampon T. I . F. ( 3 fois 5 mn) , 

une solution de D.A .B. (diaminobenzidine) et de peroxyde d'hydrogène 
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(Sigma) préparée extemporanément aux concentrations respectives de 0, 5 

mg/ml et 1,5 ~1/ml dans du tampon T.I.F. est déposée sous 50 ~1 (2 dépôts 

successifs avec incubation de 10 mn) et un dernier lavage dans 1 'eau 

distillée (3 fois 5 mn) est pratiqué. 

Les préparations sont colorées à 1' hématoxyline-éosine, et montées 

dans l'Eukitt avant lecture au microscope optique. 

III-2- IMMUNOMARQUAGE DES HEMOCYTES VIVANTS EN SUSPENSION 

Environ 106 hémocytes (soit 1 ml de mélange hémolymphe-SMA) sont 

incubés dans des microtubes de type Eppendorf à 4°C pendant 30 mn, avec 

500 ~1 de surnageant de culture d'hybridome ou avec du liquide d'ascite à 

la dilution finale de 1 /100e. 

Les microtubes sont alors centrifugés (200 g, 5 mn), les surnageants 

éliminés et les culots d 'hémocytes lavés 2 fois par centrifugation (200 g, 

5 mn) dans 1 ml de solution SMA. 

Le culot issu du 2e lavage est repris dans 1 ml d'une solution 

d'anticorps anti-IgG de souris marqués à la fluorescéine dans de la SMA. 

Une incubation de 20 mn est réalisée à 4°C afin d'éviter la phagocytose des 

anticorps marqués et des phénomènes de fixation non spécifique, puis les 

hémocytes sont lavés 2 fois dans de la SMA . 

Des lames sont alors préparées par c ytocentrifugation (100 g, 5 mn), 

montées dans du tampo n glycériné sans fixation et observées immédiatement 

au microscope à épifluorescence. 

IV- TECHNIQUES DE SEPARATION DE SOUS-POPULATIONS HEMOCYTAIRES 

IV-1- CENTRIFUGATION ISOPYCNIQUE SUR GRADIENT DE DENSITE 

Une série de concentrations de Percoll (Pharmacia) de 10% à 70% dans 

de la SMA est préparée à partir de Percoll initialement rendu isotonique à 

la SMA (1000 mosm: glucose 20 , 8 g/1, Na3 citrate 8,0 g/1 , NaCl 22,3 g/1). 

La suspension ce l l ulaire est déposée su r les gradients de densité 

discontinus, constitués de 1, 5 ml de chaque concentration de Percoll, et 

les cellules sont séparées par centrifugation à 200 g pendant 30 mn à 8°C . 

Les différentes interfaces et le culot sont prélevés, dilués dans un volume 

au moins égal de solution SMA . 
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- Les cellules séparées en vue d • un immunomarquage sont déposées sur 

un coussin de s ucrose (10% dans la SMA) et centrifugées (500 g, 30 mn, 

8°C) afin d'éliminer le Percoll. Le culot est repris dans une solution 

SMA/formaldéhyde à 3%, et des lames sont préparées par 

cytocentrifugation. 

- Les cellules séparées en vue d • une analyse en chimioluminescence 

sont comptées et 200 000 cellules de chaque interface sont 

aliquotées, centrifugées puis reprises sous un volume de 50 J.ll de 

Percoll/SMA r ésiduel avant d'être dil uées dans 2 ml d'eau de mer 

filtrée (cf § Vl et V- 2). 

IV-2- IMMUNOSEPARATION A L'AIDE DE BILLES MAGNETIQUES 

IV-2-1- Typage des AcMe 

L'identification des classes d'immunoglobulines spécifiques de c. 

gigas util isées pour l'immunoséparation à l'aide de billes magnétiques est 

nécessaire au choix des billes à utiliser pour le couplage. 

Les classes et sous-classes sont déterminées à l'aide du kit " 

Monoclonal Typing Kit" (MILES) utilisant la technique d'immunodiffusion sur 

plaque (Ouchterlony). 

Les AcMe à tester sont déposés dans le puits central d'une rosette , 

sous forme de surnageant de culture d'hybridome (75 J.ll). 10 J.ll desanti­

sérums anti-IgGl, IgG2a , IgG2b , IgG3, IgA et IgM sont déposés dans les 6 

puits entourant ce puits central . 

Les plaques sont placées en chambre humide (Température ambiante ) et 

les arcs de précipitation permettant de classer les anticorps testés s ont 

recherchés après 24 à 48 heures d ' incubation. 

IV-2-2- Méthode directe (Annexe 4) 

90.106 microbilles magnétiques Dynabeads M450 (Dynal) ' couplées à un· 

anticorps de mouton anti-IgG de souris , soit un volume de 240 JJ.l, sont 

lavées 2 f ois à l'aide du séparateur magnétique MPC6 (Dynal), dans environ 

1 ml de tampon phosphate PBS (NaCl : 8 gjl, KH2PO: 0,2 gjl , Na2HP0412H20: 

2,9 gjl, KCl: 0,2 g /1 , pH: 7,4) contenant 0,1% de sérumalbumine bovine BSA 

(PBS/BSA). 
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Un v o l ume d 'ascite de 1,5 pl contenant l es AcMc ( anti- hémocytes HCG 

12 et 14 ou témoins) est dilué avec les microbi l les sous 1 ml de PBS/aSA, 

et le mélange est placé sous légère agitation en étuve à 10°C, pendant 24 

heures. 

Les billes sont alors retenues par le séparateur magnétique; le 

surnageant contenant l'excès d'anticorps est rejeté et les billes sont 

lavées pendant 30 mn sous agitation à 10°C dans 1 ml de PBS/BSA. Ce lavage 

est répété 4 fois . 

Les billes sont reprises dans 300 /11 de PBS/BSA contenant 0,02\ 

d'azide de sodium . Cette préparation, qui contient 3.10S/pl de billes 

couplées aux AcMc anti-hémocytes, est stockée à 4°C . 

Un pool d'hémo1ymphes/SMA est préparé et des aliquots de 106 

hémocytes sont placés dans des tubes à hémolyse sous 1,5 o u 3 ml, auxquels 

sont ajoutés 1, 5, 20 , 40 ou 80 ~l de billes; le mélange est incubé pendant 

30 mn , avec 2 agitations très douces pour remettre les billes en 

suspension. 

Les billes sont isolées à l'aide du séparateur magnétique et des 

comptages à la cellule de Malassez sont effectués sur la fraction "billes", 

ainsi que sur la fract ion "surnageant", afin de dénombrer les billes , les 

cellules libres et les rosettes issues de la fixation des billes sur des 

hémocytes. 

Toutes les opérations sont réalisées à 4°C . 

I V-2-3- Méthode i ndi rect e (Annexe 4) 

Les hémocytes en suspension dans la SMA sont incubés pendant 1 heure 

avec l'AcMe (anti-hémocytes HCG 12 ou 14, ou témoin) sous forme d ' ascite 

diluée au 1/1000e . Les cellules sont ensuite a1iquotées (106 ) et placées 

dans des tubes à hémolyse. 

Un volume de billes non couplées , correspondant à un ratio 

billes/cellule de 5:1 (4 /11), 20:1 (16 /11) ou 40:1 (32 /11) est lavé 2 fois 

dans la solution SMA additio nnée de sérum albumine bovine à 0 ,1% (SMA/BSA), 

et ajouté aux hémocytes. Le volume de l ' échantillo n est ajusté à 1,5 ou 3 

ml avec la solution SMA/BSA. 

Le mélange est incubé 30 mn à 4°C, et les billes sont séparées, avant 

comptage , des éléments des fractions "billes" et "surnageant" à la cellule 

de Malassez comme précédemment décrit (§ IV-2-2). 
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1- APPLICATION DES AcMe A LA CARACTERISATION ANTIGENIOUE DES BEMOCYTES 

1-1- PROFILS D'IMMUNOFLUORESCENCE ET D'IMMUNOPEROXYDASE 

Les profils en microscopie à épifluorescence (Immunofluorescence 

Indirecte (l .I.F. » et en microscopie optique (immunoperoxydase) ont permis 

d'établir, pour chacun des 19 AcMe testés, un "phénotype" a ntigénique des 

hémocytes de Crassostrea gigas (HeG) (Tableau 1 ) . 

Les anticorps monoclonaux HeG 22 et HCG 29 ont induit une réaction 

positive sur la totalité des cellules et ont donc été considérés conune 

marqueurs panhémocytaires (Figures lA, lB). Sept AcMe ont marqué 

spécifiquement, en l.l.F. comme en immunoperoxydase , un pourcentage 

variable (10 à 80\) d'hémocytes (anticorps HCG 4, 12, 14, 15, 16, 18, 23) 

(Figures IC, 10, lE, lF). Certains anticorps , positifs en l.l.F. n'ont 

reconnu en immunoperoxydase qu'un pourcentage plus faible de la population 

cellulaire totale (antico rps HCG 2, 5 , 20). D'autres ont été négatifs 

lorsque testés par cette seconde technique (anticorps HCG 3, 9, 13, 21, 30, 

31, 33) . 

1-2- RECHERCHE D'UNE CORRELATION ENTRE CRITERES 

ANTIGENIOUES ET CRITERES PHYSICO-CHIMI OUES 

La technique de centr ifugat ion isopycnique a permis une séparation 

basée sur une différence de densité au sein de la population hémocytaire. 

Les cellules collectées aux inter faces supérieures d'un gradient de Percoll 

et identifiées en microscopie photonique correspondent à une population 

hétérogène de hyalinocytes (petits , moyens, grands) alors que les fract ions 

de percoll les plus denses contiennent une population cellulaire très riche 

en granulocytes (BACHERE et al. , 1988). Cette technique a permis de 

séparer, dans chaque bande cellulaire , entre 0,31% et 4,78% des hémocytes 

déposés sur le gradient, ce qu i représente un rendement global de 14,48% 

(Figure 2). 

Les AcMc spécifiques de sous populations hémocytaires ont été testés, 

en l.l.F. et en immunoperoxydase, sur les ce llules des bandes 20-30% et 30-

40%, et celles prélevées au culot (Figure 3 ). 
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IMMUNO-
AcMe FLUORESCENCE 

* 

HCG2 + 100% 

HCG3 ± 33% 

HCG4 ++ 33% 

HCGS ++ 100% 

HCG9 + 100\ 

HCG12 ++ 50% 

HCG13 ± 100\ 

HCG14 + 25% 

HCG1 5 + 20\ 

HCG16 ++ 80% 

HCG18 + 50\ 

HCG20 ± 100% 

HCG21 ± 100% 

HCG22 ++ 100% 

HCG2 3 ++ 50% 

HCG29 + 100% 

HCG30 ± 66\ 

HCG31 ++ 80\ 

HCG33 ± 100\ 

*++ = intensité fort e 
+ intensité moyenne 
± intens ité fa ible 

négatif 

IMMUNO- IIF/ . classe 
PEROXYDASE hémocytes n0f1 et sous-

* fixés . classe 

** ... ** 

+ 10% nd IgM 

- nd nd 

++ 20% - IgG1 

+ 5% nd IgM 

- nd IgGl 

+ 30% ++ IgG3 

- nd nd 

+ 40% - IgG 

+ 15% + IgM 

++ 75\ ++ IgG3 

+ 10\ + IgG1 

+ 3% nd nd 

- nd IgM 

++ 100% nd IgG1 

+ 20% + IgG1 

++ 100% ++ IgG3 

- nd IgGl 

- nd IgGl 

- nd nd 

** non réalisé 

TABLEAU 1 : CARACTERISATION DES ACMC SPECIFIQUES DES HEMOCYTES DE C. GIGAS 
: POURCENTAGE DE CELLULES REACTIVES EN IMMUNOFLURESCENCE ET 

IMMUNOPEROXYDASE, REACTIVITE SUR CELLULES NON FIXEES, CLASSES ET SOUS­
CLASSES DES I MMUNOGLOBULINES. 



Figure 1: Profils d'immunof1uorescence (A C E) et d'immunoperoxidase 
(B 0 F) des anticorps monoclonaux spécifiques des hémocytes de 
Crassostrea gigas (X 1000). 

A-B: Anticorps panhémocytaire (HCG 29). 

C-D: Anticorps spécifique de sous-populations (HCG 14). 

E-F: Anticorps spécifique de sous-pcpulations (BCG 15). 
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Figure 2 : SEPARATION DES HEMOCYTES DE C. GIGAS PAR CENTRIFUGATION 
ISOPYCNIQUE (45.106 CELLULES) : POURCENTAGES DE RECUPERATION (moyenne sur 4 
expériences) ET REACTIVITE DES FRACTIONS 30-30%, 30-40% ET CULOT VIS-A-VIS 

DES ACMC 12 ET 14. 



Figure 3: Réactivité en immunoperoxidase des anticorps monoclonaux ReG 12 
(A B C) et HCG 14 (0 E F) sur les hémocytes séparés par 
centrifugation isopycnique sur gradient de Perccll (X 1000). 

A-D : Cellules collectées à l'interface 20-30%. 

B-E: Cellules collectées à l'interface 30-40% . 

C-F: Cellules collectées au culot. 
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Parmi ces anticorps, HCG 12 a marqué 95% des cellules de la bande 20-

30% en immunoperoxydase et 60% des cellules de la bande 30-40%, 

seulement 20% des cellules du culot ont été positives. 

alors que 

Inversement, les hémocytes marqués par HCG 14 

essentiellement au niveau du culot (bande 20-30%: 10%, 

culot: 90%). 

ont été localisés 

bande 30-40%: 20%, 

11- APPLICATION DES AcMc A L·IMMUNOPURIFICATION DE SOUS POPULATIONS 

HEMOCYTAIRES 

La séparation à l' aide de billes magnétiques est une des techniques 

de purification cellulaire reposant sur la réactivité différentielle de 

cellules vis-à-vis d'anticorps spécifiques d'épitopes membranaires. 

11-1- CHOIX DES AcMc UTILISABLES 

Lors 

reconnaître 

de l'examen des hémocytes 

des épi topes cytoplasmiques 

fixés, certains AcMe ont semblé 

(organites intra-cellulaires des 

granulocytes par exemple). Il a par contre été difficile de repérer des 

marqueurs membranaires, c 'est pourquoi des tests d'I.I.F. ont été réalisés 

sur des cellules vivantes dans des conditions prévenant la phagocytose des 

AcMc (suspension dans la solution modifiée d'Alsever, incubation à 4°C). 

Parmi les AcMc spécifiques de sous-populations hémocytaires, seuls 

les AcMc HCG 12, 16 et 29 ont montré une fluorescence membranaire très 

marquée et homogène. La fluorescence a été plus faible et l ocal isée pour 

HCG 15, 18 et 23. Les cellules n'ont pas fixé HCG 4 et 14 (Figure 4). 

A l'issue de ce test, HCG 12, dont l'épitope membranaire est bien 

représenté et qui marque la majorité des cellules de type hyalinocyte , a 

été retenu pour les expériences d'immunopurification. 

Les classes et sous-classes des Ac Mc ont été déterminées par la 

technique d'irnmunodiffusion sur plaque, dans l'objectif de préciser le type 

de billes magnétiques à utiliser. Les AcMc HCG 12 et 14 ainsi que la 

majorité des AcMe testés sont des immunoglobulines de classe G (Tableau 1). 
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Figure 4: Immunofluorescence sur des hémocytes vivants. 

A: Anticorps témoin (X 400). 

B: Anticorps spécifique cytoplasmique (HCG 14) (X 400). 

C-D: Anticorps spécifiques membranaires. 

C: HCG 12 (X 300). 

D: HCG 16 (X 1000) . 
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11-2- Séparation h é mocyt a ire 

Des b illes magn é t iques couplées à des a n t i corps a nti- IgG de souris 

ont été util i sées, selon de ux méthodes dites respectivement "directe" 

( l' AcMe s pécif i que des hémocytes est coupl é aux bil l es avant la mise en 

contact bil l es/cellules ) et .. indirecte" ( les hémocytes sont inc ubés avec 

l ' AcMe ant i - hé mocytes préalablement à la mise en cont act avec des b illes 

n o n tra i t ées) ( Annexe 4). 

Les expériences ont été r é alisées pour un nombre standa r d d'hémocytes 

(l06) sous 2 volumes réactio nnel s (1,5 et 3 ml) , et le ratio billes : cellule 

étant compris entre 0 , 3 : 1 e t 24:1. 

HCG 14, déterminé no n membranaire, a été utilisé comme témoin 

négatif. Dans ce cas , au c u ne cellu l e n ' a été retenue sur l e s billes , que ce 

soit par la méthode direc t e o u indirec te. 

L'utilisation de HCG 12 a conduit à la f o rmation de r osettes 

(F igu r e 5), avec un r endement variable: le dénombrement, à la ce l lule de 

Malassez, des cellules cou p lées montre des variatio ns importante s en 

fo nction du proto cole utilisé (Tableau 2a) . La méthode indirecte a permis 

l'obtention de r o settes en quant i té supérieur e (au maximum 184 . 000) à celle 

produite par la méthode directe (au maximum 44 . 000), avec u ne densité en 

bil l es au niv eau des r o s e ttes plus élevée (1 2- 16 bille s par r o sette, au 

lieu de 2- 6) . 

Le meilleur résu l tat , e n t erme de r endement, a é té obtenu pour un 

ratio billes:hémocyte de 12 : 1 , sous 3 ml par la technique indi r ecte: 

184 000 rosettes o nt été dénombr é es, c e qui c o rrespo nd à un rendement de 

18 ,4% par rapport au no mbre i n i tial de cellules . Etant do nné que HCG 12 

marque environ 30% des hé moc y tes , les " r o settes" représentent donc envi r on 

60% des c ellules p o rteuses de l' épito pe de HCG 1 2 . Le contrô le en 1. 1 . F. 

des hémocytes présents dan s l e s urna geant a révé l é de s cellules "HCG 12 

positives" dans cette frac t i o n e t ce , même après 3 opérations de c apture 

par des billes . 

par 

I.I.F. 

l e s 

la 

méthodes direc te e t 

réactivité de l' AcMc 

La spécificité d e l a puri f ica t ion 

i ndirecte a été vérifiée e n testant par 

HCG 1 2 v is- à - vis des hémocytes . Il a été établi que ceu x - ci s o nt 

effectivement porteurs des ép i t o pes spécifiques. 
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Figure 5: Immunoséparation des hémocytes de Crassostrea gigas 
à l'aide de billes magnétiques. 

A: Rosettes formées avec l'anticorps HCG 12: 
fraction "billes" 
(méthode indirecte) (X 400 et X 1000). 

B: Hémocytes incubés avec les billes portant HCG 12 
avant séparation 
(méthode directe) (X 300). 

C: Hémocytes incubés avec les billes portant HCG 12 
fracti.on "surnageant" après séparati.on 
(méthode directe) (X 300). 
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VOLUME . RAT.IO - METHODE DIREèTE METHODE .INDIRECTE 

D'1:NCU-'- , - ~iifXs: FRACTION 
·.' FRACTIOlf : 

BATION ~CÊ_LLULE BILLES SURNAGEANT BILLES SURNAGEANT 

0,3~ 1 00 00 nd nd 

40 000 840 000 nd n d 

1,5:1 00 00 44 000 00 

32 000 822 000 56 000 855 000 

1 , 5 ml 
6:1 20 000 00 76 000 00 

40 000 744 000 72 000 1 035 000 

12: 1 nd nd 124 000 00 
nd nd 72 000 980 000 

0,3:1 4 000 00 nd nd 

52 000 660 000 nd nd 

1,5 : 1 4 000 00 28 000 00 

24 000 696 000 140 000 930 000 

6:1 4 000 00 88 000 00 

3 ml 12 000 600 000 104 000 960 000 

12: 1 44 000 00 184 000 00 

20 000 900 000 76 000 690 000 

24:1 24 000 00 nd nd 

48 000 696 000 nd nd 

TABLEAU 2A : NOMBRE DE "ROSETTES" (gras ) ET D'HEMOCYTES LIBRES (fin) ETABLI 
DANS LES FRACTIONS "BI LLES " ET "SURNAGEANT" APRES SEPARATION PAR DES BILLE S 

MAGNETIQUES. 

NOMBRE DE 

1 

2 

3 

TABLEAU 2B 

VOLUME 
D' INCU-
BAT I ON 

1 , 5 ml 

LAVAGES BILLES ROSETTES HEMOCYTES LIBRES 

8 920 000 36 000 88 000 

8 825 000 44 000 12 000 

7 166 000 28 000 0 

INFLUENCE DU NOMBRE DE LAVAGES SUR LE NOMBRE DE "ROSETTES" ET 
D' HEMOCYTES LIBRES DANS LA FRACTION BILLES. 

RATIO 
BILLES: To To + 24H 
CELLULE 

1 ,5:1 44 000 30 000 

6 : 1 76 000 33 000 

12 : 1 124 000 88 000 

TABLEAU 2C STABILITE DES ROSETTES FORMEES 
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Des cellules libres o nt été aussi observées dans la fraction "billes" 

retenue par l'aimant du dispositif de séparation, ces cellules présentant 

une réactivité variable en immunofluorescence. Des rinçages successifs sous 

1 ml de SMA ont conduit à 1 'obtention d • une fraction exe mpte de cellules 

libres (Tableau 2b). Dans cette fraction, la stabilité de la liaison 

antigène-anticorps a été estimée (Tableau 2c) 

rosettes reste pratiquement inchangé. 

après 24h le nombre de 

III- ETUDE FONCTIONNELLE DES HEMOCYTES EN CHIMIOLUMINESCENCE ET APPLICATION 

DES AcMe 

III-1- REPONSE EN CHIMIOLUMINESCENCE DE POPULATIONS 

SEPAREES PAR CENTRIFUGATION ISOPYCNIQUE 

Les activités des fraction s cellulai res collectées aux différentes 

interfaces d'un gradient de Percol l ont été comparées . 

De ux fractions cellulaires ont répondu à la stimul ation par le 

zymosan. Les hémocytes des interfaces 20-30% et 30-40% , pour des activités 

de base respectives de 98.104 cpm et 46.104 cpm, ont montré un pic 

d'activité s'élevant à 242.104 et 65 . 104 cpm (Figure 6A). L'intensité de 

ces pics a été toutefois inférieur e à la valeur observée après stimulation 

du pool cellulaire témoin (454.104 cpm). 

Pour les hémocytes de l ' interface 10- 20% et au-delà de 40%, aucun pic 

d'activité n'a été observé . 

L'effet du Percoll sur l'activité de c h imioluminescence des hémocy tes 

a été étudié (Figure 68). Les résultats obtenus ont révélé une légère 

diminution de la réponse des hémocytes incubés dans des concentrations 

supérieures à 10% de Percoll . En effet pour ces derniers , des pics 

d'activité de 100 . 104 cpm environ ont été enregistrés, a l ors qu'avec les 

échantillons témo ins préparés dans de 1'EMF, l a valeur moyenne du pic a été 

de 160 .104 cpm . 
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III-2- EFFET DES AcMe SPECIFIQUES SUR LA CBIMIOLUMINESCENCE 

L'effet d'AcMe sur l'activité des hémocytes a été étudié en 

chimioluminescence après incubation des échantillons avec les surnageânts 

de culture des hybridomes secrétant les différents AcMe ce qui évitait de 

devoir purifier ces derniers. Aucune réponse en chimioluminescence 

(Tableau 3) n ' a été observée, et ce même pour des hybridomes témoins non 

spécifiques. Parallèlement, l'effet de l'incubation des hémocytes dans le 

milieu de culture des hybridomes (RPMI) sans AcMC a donc été testé, et a 

révélé une inhibition croissante de la réponse en chimioluminescence, en 

fonction de la concentration en RPMI: pour des dilutions respectives au 

1/lOe, au 1/5e et au 1/2 , les pics d'activité ont été respectivement 

réduits de 40%, 70% et 80% par rapport au pic mesuré pour l'échantillon 

témoin (Figure 7A). 

Ces expériences qui ont suggéré un effet négatif non spécifique du 

RPMI o nt été ensuite basées sur des incubations des hémocytes avec des 

liquides d ' ascite. 

Parmi les 11 AcMe testés , 10 n'ont pas modifié la réponse des 

hémocytes alors qu'avec HCG 22, la réponse obtenue correspond à des valeurs 

d'activité de base d'hémocytes non stimulés (15.104 cpm) (Figure 7B). 

L'observation des hémocytes cytocentrifugés après les essais de 

chimioluminescence a révélé une inhibition de l'internalisation des 

particules de zymosan par les hémocytes. 

SURN~-

GEANT 

ASCITE 

TABLEAU 3 

an ti BCg BCg BCg 
LDV 2 9 12 

- - - -

- - - -

- - pas d'effet 

BCg BCg BCg BCg BCg BCg BCg BCg 
14 

-

-

16 18 20 21 22 23 29 

- - - - - - -

- - - - ++ - -
~ ++ = effet marque 

(inhibition de la c himioluminescence) 

EFFET DES ANTICORPS MONOCLONAUX SPECIFIQUES SUR LA 
CHIMIOLUMINESCENCE DES HEMOCYTES DE CRASSOSTREA GIGAS . 
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C . g~gas i nc ubés dans du mLlieu de cu l ture RPMI . 

120 

1()() 

80 

E a. 
u 

v 60 
0 

~() 

20 

o L-------~----r---------------------------------------J 
r. 

nombre de comptages 

Figure 7-B: Cinétique de chimioluminescence d ' hémocytes de 
C. gigas incubés avec l Ps AcMe HCG 12 e t HCG 22 . 
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DISCUSSION 



1 

En immunologie des vertébrés, et plus particulièremen t en médecine humaine, les 

anticorps m onoclonaux se sont avér és des réactifs de choix pour caractériser des types cellula ires 

(TAKEYA et al, 1989), isole r les sous-populations iden t ifiées (FLO et al., 1991; LEVEN a nd 

RODRIGUEZ, 1991; NAUME et al. , 1991) et analyser des mécanismes d'activation des cellules 

immunitaires. 

Cette exploitation méthodologique des AcMe en immunologie des mo llusques bivalves a 

é té abordée au cours de ce travail, des hybridomes spécifiques de l'h émolymphe ayant é té 

récemme nt préparés par l'équipe de l'URPIGM. 

La caractérisation a ntigénique des hémocytes a été entreprise dans le but de pouvotr 

identifier plus précisément des types cellulaires, les critères morpho logiques e t phys ico­

chimiques utilisés jusqu'alors étant insuffisants pour préciser les processus de filiation des 

hémocytes et analyser le urs fonctions spécifiques. 

Deux techniques d 'immunomarquage ont été uti lisées : l' immu noO uorescence e t 

l'immunoperoxydase. La pre miè re s'est mon tr ée de réa lisatio n ra pide e t d 'une très bon ne 

sens ibilité. L'immunoperoxydase a é té généraleme nt moins sensible ce qu i a condui t pour 

certains anticorps à ne pouvoir dé tecter les hémocytes spécifiques. Des modifi cat io ns da ns le 

traitement des hémocytes ava nt leur marquage par des anticorps conjugués à la pe roxydase 

devrait contribuer à accroître la sens ibilité de cette techn ique, notamment en évi tant l'utilisation 

de m éthanol car ce produit est susceptible d'induire une a lté ration des é pitopes (SMOLOWITZ 

and REINISCH, 1986). Par contre l' iden t ification morphologique des cellules s'est avérée plus 

facile qu'en immunofluorescence. 

Plus ieurs AcMe se son t révélés être spécifiques de sous- populations cellu laires e t 

constit uent de ce fait un ensemble de marqueurs de détermi nan ts a ntigén iques des hémocytes de 

Crassostrea gigas. Ce tte caractérisat ion antigénique apparaît beaucoup p lus résolutive q ue la 

morphologie à l'échelle de la m icroscopie photonique, mais devra être complétée par des 

obser vations en microscopie é lectronique a fin d 'intégrer des critères u ltrastruct.u r aux e t 

histochimiques, ma is aussi pour préciser la localisation des épitopes. Cet te de rnière sera 

prochaine ment abordée su r la base d'immunoma rq uages à l'or colloïda l (immunogold ) (SLOT and 

GUEUZE, 1984). 

La signification des ma rqueurs antigén iq ues des hémocytes a é té e ns u ite étud iée e n 

relation avec le cri tè re de ns ité cellulaire, ce dernie r pouvant être d irecLeme nt explo itable pour la 

séparation de populations cellula ires e t leur ana lyse fo nctionne lle u lté rie ure. 

La rech erche de corré lations entre les phé notypes a n tigén iq ues e t la densité des 

hé mocytes a conduit à condidé re r que les AcMe HCG 12 e t HCG 14 constitue nt des marqueurs de 

sous-popu la t ion s qui sont re la tivement b ie n séparées par centrifugatio n isopycn ique e n grad ie nt 

de Percoll. Ainsi l'interface 20-30% contie n t 95r1o d 'hémocytes "HCG 12 posi tifs", e l 80% de 

1 8 



1 

cellules collectées au culot sont "HCG 14 positives". Pour tous les autres phénotypes antigéniques, 

cette méthode de séparation est totalement inadéquate, les hémocytes d 'un phénotype donné 

étant répartis dans l'ensemble du gradient. C'est pourquoi le critère an tigénique a été 

directement pris en compte pour purifier les hémocytes correspondant selon un principe 

d 'immunopurification. 

Le dé veloppement en biologie cellulaire des techniques immmunologiques de séparation 

s'explique par les avantages apportés par ces techniques (NAUME et al., 1991) : elles sont 

globalement rapides, de rendement é levé, et certaines ne nécessitent pas d'in vestissement 

important en matériel. De plus la pureté des fractions cellulaires est généralement excellente, 

l'extrême spécificité de l'immunopur ification étant expliquée pa r la sticte reconnaissance par 

l'anticorps des épitopes qui doivent être membranaires. 

Parmi les différentes techniques d 'immunopurification, celles basées sur l'utilisation de 

billes magnétiques couplées à des AcMe ont été récemment appliquées avec succès à la 

purification de cellules immunitaires de vertébrés. La sélection est dite positive lorsque les 

cellules sont retenues sur les billes par l'inte rmédiaire d'ant icorps spécifiques: mégacaryocytes de 

cobaye 1 an t icorps anti- GPib de thrombocytes (LEVEN and RODRIGUEZ, 1991); cellules 

humaines NK "natura l killer" 1 anticorps an ti CD 56 (NAUME el al., 1991) (Annexe 4). 

La sélection dite négative concerne les cellules non fixées sur les billes: monocytes 

hu mains 1 monoclona ux anti- lyrnphocytes (FLO el al., 1991) (An nexe 4). 

L'anticorps HCG 12, dont la loca lisation membranaire de l'épitope a été établie sur des 

suspensions d'hé mocytes vivants, a été retenu pour des essais d'immunopurification. 

Plusieurs paramètres expérimentaux on t été optimisés (volume réactionnel, ratio 

billes:cellule, couplage initial de l'AcMe spécifique avec les billes ou avec les hémocytes) su r la 

base de compa ra isons du nombre de "rosettes" obtenues (Annexe 4). Dans les cond itions 

considérées comme optima les, il a été estimé qu'environ 60% des billes possédant l'épitope de 

HCG 12 son t effectivement retenues. Le rendement de cette technique est à sou ligner pa r 

comparaison a ux techniques de cen trifugation. En e ffet, pour les hémocytes "HCG 12 positifs", 

qui pourtant sont relativement homogènes du point de vue de leur densité, les rendements de 

purification par centrifugation isopycnique sont beaucoup plus faibles, de l'ordre de 5lft-·. Ces 

mauvais résultats sont largement expliqués par la dispersion des hémocytes dans toute la hauteur 

du gradient, ce qui se traduit pa r de faibles rendements totaux, estimés dans nos expériences aux 

e nvirons de 15%, ce qui est tout à fait similaire aux données publiées pour la séparation 

d 'hémocytes d'insectes (RATCLIFFE, 1986). 

En pratique l'immunopurification appa raît donc être une technique particul iè rement 

performante qui doit être considérée en priorité chez les mollusques dans la mesure où des 

anticorps monoclonaux spécifiques d'épitopes membranaires son t disponibles. Par a il leurs la 

méthode indirecte semble devoir ê tre pré féren tiellement utilisée. 
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La spécificité de l'immunopurification est également remarquable, puisqu'il a été possible 

d'obtenir, après quelques lavages, une fraction correspondant à une sous- population d'hémocytes 

strictement homogène du point de vue de leur antigénicité. Contrairement aux travaux 

précédemment cités concernant des cellules immunitaires de vertébrés (NAUME et al., 1991), 

nous n'avons pas observé un détachement spontané des cellules formant avec les billes des 

"rosettes", et ce même après 24 heures de maintien in uitro. Ce phénomène est à rapprocher des 

difficultés de culture in uitro des cellules de mollusques dont le métabolisme est altéré (BOULO, 

comm. pers.) en particulier pour le turn- over des protéines membranaires. 

D'un point de vue fonctionnel, les hémocytes peuvent être perturbés par cette rétention 

de plusieurs billes magnétiques à la surface cellulaire. Des enzymes protéolytiques telles que la 

papaïne ou la chymotrypsine, qui peuvent couper les immunoglobulines, pourraient être 

· avantageusement utilisées pour dissocier les hémocytes des billes. Cependant des difficultés 

peuvent être inhérentes à la toxicité de ces enzymes sur les cellules (LEVEN and RODRIGUEZ, 

1991). Une alternative pourrait consister à pratiquer la rétention des hémocytes d 'un phénotype 

antigénique donné dans les puits de microplaques préalablement "coatés" par des AcMe 

spécifiques. En effet, dans ces conditions expérimentales, la majorité de la surface hémocytaire 

se rait biologiquement disponi ble, e t de plus les hémocytes ne subiraient pas de contacts avec des 

billes susceptibles de correspondre à des stimuli. 

Ces différentes limitations sont par contre inexistantes pour les cell ules présentes dans le 

surnageant et qui correspondent à une purification dite "négative". A l'instar des t ravaux réa lisés 

avec des AcMe spécifiques des lymphocytes B et T utilisés pour purifier négativement des 

monocytes (FLO et al., 1991), la purification négative des hémocytes "HCG 12 négatifs" a été prise 

en considération. D'une part, la population hémocytaire du surnageant est à l'évidence 

hétérogène et, d 'autre pa rt, des hémocytes "HCG 12 positifs" sont présents dans cette population 

et ne peuvent en être é liminés, même après plusieurs essais successifs de capture par des billes 

spécifiquement activées. Ce tte persistance d'hémocytes "HCG 12 posit ifs" peut être incriminée à 

une faible affinité entre l'anticorps et les épitopes présents sur certaines ce llu les. 

En pratique, la purification négative semble pe u fiable quanl à l'homogénéité des 

suspensions hémocytaires obtenues, ce qui constitue un facteur limitant majeur pour les 

différents types d'études évoquées. Cependant cette méthode est particuliè rement intéressante 

pour analyser les modifications fonctionne lles engendrées par l'élimination ou la réduclion 

notable des hémocytes d'un seul phénotype antigénique. 

Une technique alternative d"'immuno-élimination", basée sur la cytotoxicité indui te pa r 

le système du complément en présence d'un complexe cellule-anticorps à été prise en 

considération sur la base des travaux de NAKANISHI et al. (1990). Cependant, les résul tats 

préliminaires (données non montrées) suggèrent une relative résistance des hémocytes de 

mollusques, ce qui corrobore les données de MORGAN (1989) sur la fa ible se nsibili té des cellules 

nuclées vis-à-vis du système du complément. 
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Ces techniques de séparation ont permIS des é tudes fonctionnelles, nota ment en 

chimioluminescence, sur des sous-populations hémocytaires antigéniquement distinctes. Il faut 

rappeler qu'une variabilité individuelle de la réponse des animaux en chimioluminescence a été 

démontrée (Annexe 3), et que les variations des hémogrammes pourraient en être la cause, s'i l 

s'avérait que certains types antigéniques soient directement impliqués dans la génération de 

radicaux oxygéne. Dans cette optique, les résultats obtenus en parallèle sur la caractérisation 

antigénique et sur l'activité en chimioluminescence des hémocytes séparés par centrifigation 

isopycnique, sont particulièrement intéressants. En effet, il a été possible d'associer pour des 

hémocytes de la fraction 20-30% une activité élevée en chimioluminescence et un caractère 

"HCG 12 positif' . De plus, ces hémocytes sont présents en proportion moindre dans la fraction 

30-40% dont l'activité est aussi plus faible. Par a illeurs les hémocytes du phénotype antigénique 

HCG 14 ont une activité phagocytaire im portante détectée en histologie mais ne sont pas associés 

à une activité de chi mioluminescence. 

L'épitope de l'AcMc HCG 12, présent sur les hémocytes les plus actifs en 

chimioluminescence, pourrait donc correspondre à un marqueur ronction ne l. Cette hypothèse 

méritera d'être prise en compte, d'une part e n étudiant l'activité en chim iolu minescence de cette 

sous - population préa lablement immunopurifiée et, d'autre part, en recherchant à l'échelle 

individuelle une corrélation entre l'hé mogramme et l'activité de chim iolumÎ nescence. 

L'implication éventuelle des protéines membranaires, correspondant aux épi topes des 

AcMc spécifiques, dans les phénomènes de phagocytose et de génération du "burst" respiratoi re a 

été étudiée sur la base d'expériences de chimiolu minescence, pratiquées avec des hémocytes 

préalablement incubés avec ces AcMc. 

Initialemnt, des surnageants de culture d'hybridomes ont été uti li sés dans la mesure où 

des volumes impor tants de ces réactifs éta ien t faci lement disponibles pour l'ensemble des Ac Mc 

sans qu'il soit nécessaire de les pur ifier <IgG, IgM). Une forte inhibit ion de la réponse en 

chimioluminescence a été observée quelque soit l'hybridome considéré mais aussi pour des 

hybridomes témoins ou du milieu de cu ltu re RPMI. Cette inhibition a été rel iée à la prése nce 

dans le RPMI de gluthation qu i, par son oxydation, joue un rôle de détoxification vis- à - vis des 

molécu les oxydantes générées par le "burs t" resp iratoire des cell ules (ROSS , 1988). 

Des liqu ides d'ascite, très concentrés en AcMc, ont été par la suite ut ilisés e t n'ont pas mi s 

en évidence de modification de la réponse en CL pou r 10 des AcMc testés spécifiques d'épi topes 

membranai res, a lors que HCG 22 s'est avéré induire une inhibition tota le de la ré ponse en CL des 

hémocytes. Ce résultat est à rapprocher de celui obtenu pour des macrophages de cobaye avec un 

anticorps monoclonal responsable de l'inhibition de la génération d'ions superoxyde par ces 

cellules \'lAGAWA et al., 1985). L'observation histologique des hémocytes mis en contact avec les 

particu les de zymosan après incubation avec HCG 22 a montré une réduction de la phagocytose 
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du zymosan, ce qui pourrait indiquer que l'épitope de RCG 22 corresponde à un récepteur 

membranaire du zymosan et non pas à une protéine impliquée dans le déclenchement du "burst" 

respiratoire, telle que la NADPR oxydase (Annexe 1). La nature exacte de cette protéine pourra it 

être précisée dans la mesure où la disponibilité de l'AcMc RCG 22 permet d'envisager son 

immunopurification (KASPER et al., 1983) . 

En conclusion, ce travail basé sur l'utilisation d 'AcMe spécifiques ouvre la voie à la 

caractérisation et à l'analyse fonctionnelle des différents types d'hémocytes chez les mollusques. 

Mais ces maîtrises méthodologiques permettent aussi d'envisager d'utiliser des réactifs 

hétérologues prépa rés par les immunologistes de vertébrés. 

D'ores et déjà, des activités de type ILl et TNF ont été mises en évidence chez la moule 

Mytilus edulis par des tests immunologiques (HUGUES et al., 1990, 1991) et des hémocytes de C. 

gigas ont été marqués en immunohistologie par des anticorps monoclona ux spécifiques de 

cytokines humaines anti - IL1, a nti - IL6 et ant i- TNF (données non montrées). 

Par ré férence aux travaux réalisés sur la stimulation des neutrophiles humains avec des 

cytokines recombinantes tels que le TNF (BERKOW and DODSON, 1988) ou le GM - CSF 

(KOWANKO et al., 1991), il sera possible d'effectuer des expériences s imilaires avec les 

hé mocytes de mollusques, ces reche rches s'inscrivant délibérément dans une perspective 

d'immunologie comparée. 
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ANNEXE I 

"BURST" RESPIRATOIRE DANS LES CELLULES PHAGOCYTAIRES ET 

PHENOMENE DE CHIMIOLUMINESCENCE. 
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ANNEXE II 

PROTOCOLE UTILISE POUR LES MESURES DE CBIMIOLUMINESCENCE 
CHEZ CRASSOSTREA GIGAS. 

1. PONCTION D'HEMOLYMPHE 

Ponction (V/V) 
Hémolymphe (H)/ Alsever (SMA) 

J 
(anti-agrégante) 

Numération __.. Aliquots de 
200.000 hémocytes 

centrifugation 

50 pl hémocytes (H/SMA) 
remis en suspension dans 

l'eau de mer filtrée 

2. PREPARATION DE L'ECHANTILLON 

Hémocytes : 200.000 
Luminol : 10-4 M 
Eau de mer filtrée (0.22pm) qsp 2 ml 
Zymosan : 80 particulesjhémocyte additionnées 

après deux comptages. 

3. MESURE DE L'ACTIVITE DE CHIMIOLUMINESCENCE 

Activité 
de base CL 

Stimulation 
Zymosan 

Act ivité de chimioluminescence de l'échantillon mesurée dans un compteur à 
scintillation liquide placé hors coïncidence . 

CPM 
Cil 

(moyenne .._ 
Q) 

sur 
30 sec ) ~ 

700 

600 

500 

400 

3001 

200 -; 

100l' 

0 

j- non-stim 

1-e- z 
--+- z 
-x- z 

Te mps (min) 
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ANNEXE III 

ACTIVITE DE CHIMIOLUMINESCENCE ET HEMOGRAMMES DES INDIVIDUS DE TROIS LOTS 

D 1 HUITRES C. GIGAS (MOYENNE ± ECART-TYPE) 

· :~YALHiOCYTES (%) 

-GRANDS 

-MOYENS 

-PETITS 

:"(iRANÙi.oCYTES (% ) 

LOT A 
(n=.9) 

28,0 ± 23 , 0 

10,3 + 9,4 

16 , 3 + 7,1 

53 , 8 + 19,8 

19,4 + 9,9 

16 , 9 + 9 , 7 ::34 ' 5 + 
26,4 + 12,7 15 , 5 + 
27,3 + 18,6 "10,2 + 

29,2 + 15,3 {:,39, 6 + 

* différence entre la valeu r du pic observé après stimulation 
par le zymosan et la valeur de l'activité de base 

13,1 

7,4 

7,5 

12' 4 
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ANNEXE IV 

IMMUNOPURIFICATION D' HEMOCYTES A L'AIDE DE 
BILLES MAGNETIQUES 

METHODE DIRECTE 

1/ Couplage des Ac Mc 
spécifiques d 'épitopes 
membrana+res avec des 
b illes magnétiques activées 
sur lesquelles sont fixées 
des Ac anti-IgG de souris. 

Y~ y + + 
l 24 h 

(agitation) 

x 
billes couplées 

METHODE INDIRECTE 

1/ Couplage des Ac Mc 
spécifiques d'épitopes 
membranaires avec 
les hémocytes. 

b. 
-<~7' ·p4. 00 

hémocytes marqués/non marqués 

2/ Formation de "rosettes" 

billes couplées 
+ 

hémocytes 

y 

OT 
y 

>-+-< 0 
-;;. 

t 
~"'(0.7',.. 

t~ 
"roset~s" 

hémocytes marqués/non marqués 
+ 

billes activées 

+ 0 
0+ 

billes libres et hémocytes libres 

Aimant 

3/ Immunoséparation 

0 
0 ooo 

- Purification 
positive 

000 oo 
Fraction "surnageant " .,._Purification 

né gative 



Annexe V 

Solution Modifiée d'Alsever composition 

- Glucose . . ... ...... . .. ....... . .. . .. ..... 20,80 g 

- Na3 citrate .. ... .... .... ...... ...... ••.. 8,00 g 

- EDTA . . ....... . .. .. . .................... 3,36 g 

- NaCl . . . . . . . . . . . . . . . . . • . . . . . . . . . . . . . . . . . 22 , 50 g 

-Eau distillée .. ..... . . .. ....... . q.s .p. 1 litre 

Le pH de la solution est ajusté à 7,5. 
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