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1) Introduction
a. Terres Rares (TR) et Cadmium (Cd)

La production halieutique et aquacole mondiale a atteint un niveau record de 214 millions de tonnes en 2020,
dont 178 millions de tonnes d’animaux aquatiques. La quantité destinée a la consommation humaine (a
I’exclusion des algues) est de 20,2 kg par habitant, ¢’est-a-dire, deux fois plus que dans les années 1960 (FAO,
2022).

Aujourd’hui, I'un des principaux défis qui touchent I’aquaculture bivalve et les écosystémes cotiers est
I’augmentation continue des activités anthropiques qui a aggravé le rejet de mélanges de xénobiotiques
complexes, dont les métaux lourds et les terres rares (TR), dans le milieu aquatique (Mdller et al. 2014). En
effet, la demande mondiale de TR augmente rapidement car ces métaux sont essentiels dans de nombreuses
industries de haute technologie, notamment 1’électronique, la médecine et les énergies renouvelables (Alonso
et al. 2012; Gwenzi et al. 2018). Les progrés technologiques récents dans ces domaines ont entrainé une
augmentation de l'extraction et de l'utilisation des TR ainsi que de métaux lourds comme le Cadmium (Cd)
(utilisé dans 1’industrie nucléaire, les alliages...) qui peut s'accompagner d’une augmentation des
concentrations dans I'environnement (Khan et al. 2017). En effet, I’augmentation des applications industrielles,
agricoles (engrais) et domestiques des TR a entrainé une augmentation de déchets d'équipements électriques
et électroniques ce qui conduit a des rejets de TR dans I’environnement (Isildar et al. 2018 ; Mdller et al.
2014). De plus, I'utilisation des TR induit des rejets d’eaux usées contaminées (effluents domestiques et
industriels) dans I’environnement cotier et estuarien par les systémes de traitement urbain, ce qui entraine une

pression supplémentaire sur 1’écosystéme aquatique (Figueiredo et al. 2022).

C’est pourquoi, les TR sont maintenant qualifiés de contaminants émergents en raison des problémes
environnementaux et de santé causés par la gestion et I’élimination sans discernement des déchets

¢lectroniques contenant de fortes concentrations d’ETR (Gwenzi et al. 2018).

Au méme titre que les TR, le Cd est un contaminant ubiquitaire. Il est aussi rejeté de maniére intensive dans
le milieu aquatique du fait de 1’activité volcanique, du lessivage des sols et des roches riches en cadmium et
du stockage dans les sédiments marins de diatomées. Les activités anthropiques liées a I’utilisation de métaux
lourds ont également contribué a la présence de Cd dans le milieu aquatique par exemple le Cd est contenu

dans des engrais et est un sous-produit du raffinage du zinc (Kubier et al. 2020 ; Hutton 1983, Elinder 1985).

Cadmium (Cd)

En raison de sa faible affinité de sorption par rapport aux autres métaux lourds, le Cd est facilement mobilisé,
les concentrations retrouvées dans les sédiments sont faibles alors que des concentrations élevées de Cd
peuvent se retrouver dans les eaux et dans les organismes marins (Kubier et al. 2020). De plus, dans
I’environnement marin, le Cd est présent a des concentrations plus élevées dans les eaux cotieres et
estuariennes en raison des rejets industriels intensifs, de I'activité portuaire et de I'activité miniére dans les
rivieres (Hamed & Emara, 2006 ; Tamele & Loureiro 2020).



Une exposition a de faibles niveaux de Cd peut entrainer des dommages aux reins, au foie, au systeme osseux
et au systeme cardiovasculaire, ainsi qu'une détérioration de la vue et de I'ouie. Il présente également des effets
indésirables a faibles doses sur la reproduction humaine male et femelle et affecte la grossesse ou son issue
(Jenardhanan et al. 2016 ; Kumar & Sharma, 2019 ; Zhu et al. 2020).

Plusieurs études montrent une modulation de I’expression du systéme antioxydant aprés une exposition au Cd
(Dellali et al. 2021 ; Geret et al. 2008 ; Orbea et al. 2002 ; Rocha et al. 2015). En effet 1’activité de la catalase
(CAT) et les niveaux de malondialdéhyde ont été augmenté aprés une exposition au Cd ce qui montre que le

systéme antioxydant est surexprimé en cas d’exposition au Cd.

De plus, le Cd génere des Especes Réactives de I’Oxygene (ERO), ces derniéres perturbent I’expression des
geénes et empéchent la réparation de I’ADN (Skipper et al. 2016). Elles peuvent induire une altération des
macromolécules ainsi que I’apoptose (Simon et al. 2000). Au niveau transcriptionnel, il a été trouvé que
I’exposition au Cd induisait une augmentation des niveaux d’ARNm de métallothionéine, de la protéine de

choc thermique 70 (HSP 70) et de la CAT (Rocha et al. 2018 ; Karray et al. 2015).
Gadolinium

Le Gadolinium (Gd) est utilisé dans les agents de contraste a base de gadolinium (ACBG) pour I'lmagerie a
Résonance Magnétique (IRM) (Bau et al. 2006 ; Kulakiz & Bau, 2011 ; Trapasso et al. 2021). Cette utilisation
entraine une contamination généralisée des systémes d'eau douce et d'eau potable car ces derniers sont
difficiles, voire impossibles a éliminer dans les stations d'épuration (Parant et al. 2018 ; Rabiet et al. 2009 ;
Schmidt et al. 2019). En effet, les procédés de traitement des eaux usées n‘éliminent pas de maniére
satisfaisante les ACBG mais risquent plutdt de transformer les ACBG chélatés en leur métal ionique libre
(Gd ®") par des processus de dégradation involontaires (Oluwasola et al. 2022). Le Gd est donc identifié comme
un microcontaminant aquatique émergent qui nécessite une attention particuliere (Ebrahimi & Barbiera,
2019). Par ailleurs, il est également utilisé dans les composants phosphorés des tubes TV couleur, dans des
alliages (pour la fabrication d’aimants) ainsi que dans des composants €lectroniques, notamment les pieces

d'enregistreurs vidéo et la mémoire des ordinateurs.

Les effets du Gd sur le développement embryonnaire d'oursins ont été étudiés (Martino et al. 2017 ; Martino
et al. 2018). Les travaux ont décrit des altérations de la croissance et de la structure du squelette. De plus, en
2019, Henriques et al. (2019) ont prouvé que les moules contaminées au Gd ont diminué leur capacité
métabolique, ont activé leurs défenses antioxydantes et ont montré une peroxydation lipidique accrue. Ces
deux études montrent bien des altérations aux niveaux physiologique et biochimique mais ces derniéres n’ont

pas traité les altérations moléculaires.

Samarium (Sm)

Le samarium est un TR utilisé dans des technologies de pointe telles que les turbines, les panneaux solaires,

les véhicules électriques ainsi que dans les engrais (Bergsten-Torralba et al. 2020 ; Zhang et al. 2013).


https://www-sciencedirect-com.buadistant.univ-angers.fr/topics/agricultural-and-biological-sciences/wastewater-treatment
https://www-sciencedirect-com.buadistant.univ-angers.fr/topics/earth-and-planetary-sciences/memory-computers
https://www-sciencedirect-com.buadistant.univ-angers.fr/topics/earth-and-planetary-sciences/samarium

La toxicité du Sm a été trés peu étudié sur les organismes aquatiques néanmoins une concentration engendrant
50% de mortalité chez Hyalella azteca a été mesurée a 0,85 mg/L (Borgmann et al. 2009). De plus, le Sm est
bioaccumulé chez la moule D.polymorpha, il induit une modification de biomarqueurs antioxydants comme la
Glutathion-S-Transférase (GST) (Hanana et al. 2018).

b. Leprojet

Cette présente étude s’inscrit dans un projet visant a étudier les effets du Cd, du Gd et du Sm sur la moule

bleue Mytillus edulis.

La moule Mytilus edulis

Les bivalves marins sont importants dans 1’alimentation humaine, en effet, ils contiennent une variété de
nutriments et de minéraux essentiels qui ne peuvent pas étre synthétisés par I’Homme (Wright et al. 2018).
Les bivalves sont des organismes filtreurs, ils sont continuellement exposés a de grand volume d’eau et par
conséquent aux polluants présents dans I’eau (Beyer et al. 2017). lIs sont capables d'absorber les métaux des
eaux de maniere dose dépendante (Freitas et al. 2020 a/b ; Orani et al. 2022 ; Hanana et al. 2018 ; Henriques
et al. 2019) ce qui pose question sur I’impact des métaux sur les bivalves ainsi que sur les échelons supérieurs
de la chaine alimentaire. Les moules accumulent de fortes concentrations de contaminants, y compris les
métaux et les particules d’eau pendant leur processus d’alimentation par filtration. Les moules du genre Mytilus
sont de bonnes espéces bioindicatrices car elles sont sessiles et elles vivent en bancs ce qui permet d’obtenir
des analyses spécifiques a I’emplacement. Elles sont faciles a maintenir en culture, ont une faible capacité a
métaboliser les contaminants en plus d’avoir de nombreux biomarqueurs sensibles ce qui les rend adaptées
aux études écotoxicologiques en laboratoire (Beyer et al. 2017). De plus, les concentrations de métaux lourds
retrouvées dans les especes du genre Mytilus reflétent les concentrations des eaux cotieres dans lesquelles ils
vivent. Elles sont donc touchées par les TR en raison de leur augmentation dans les zones cdtiéres et
estuariennes (Akagi & Edanami, 2017). Tous ces arguments nous ont poussé a choisir la moule bleue Mytilus

edulis comme organisme modéle de cette étude.

Concentrations choisies

Nous avons choisi des concentrations de 50 pg/L (Cd) et 500 pg/L (Cd, Gd et Sm) ce qui est représentatif des
concentrations retrouvées dans les environnements les plus exposés comme les estuaires, les zones d’extraction

et les eaux proches des hopitaux.

Exposition

195 Mytilus edulis matures ont été acclimaté pendant trois jours. Les moules ont été répartis par 13 dans 15
aquariums. Elles ont ensuite été exposés a 0,5 mg/L de Cd, de Gd, de Sm ou a 0,05 mg/L de Cd pendant huit

jours, 3 aquariums n’étaient pas exposés pour servir de contr6le.

Biomargueurs, tissus et métabolomique

L’impact de ces 3 polluants a été initialement analysé en évaluant leurs effets sur plusieurs biomarqueurs tels
que la Super Oxide Dismutase (SOD), la CAT et la GST (Annexe 1, page 38 a 40). 3



Ce sont les principaux systemes de défense antioxydants contre les ERO (Demirci-Cekic et al. 2022). Ces
biomarqueurs ont été étudié sur le manteau, les branchies ainsi que la glande digestive. Ces tissus ont été choisi
car ce sont des tissus susceptibles d’étre affectés par une exposition aux métaux car ils interviennent dans la
voie d’absorption des polluants chez la moule (Figure 1). En effet, des études de distribution des toxiques
montrent que les différents compartiments biologiques (branchies, manteau, plasma, glande digestive,
gonades, muscles et autres visceres) peuvent contenir des concentrations variables de contaminants
(Raftopoulou & Dimitriadis 2011 ; Rocha et al. 2015). Plusieurs études ont montré que les métaux étaient
majoritairement accumulés dans la glande digestive, puis au niveau des branchies (Jebali et al. 2014). Des
analyses métabolomiques ont aussi été réalisées sur la glande digestive (Annexe 1 page 41 a 50). Les

principaux résultats des analyses biochimiques et métabolomiques sont résumés dans les Tableaux I et I1.

Analyses a venir

Les analyses métabolomiques ont révélé une surexpression de 3 phosphoinositides (PIP, PIP2 et PIP3) dans la
glande digestive apres 1’exposition de Mytilus edulis au Cd et au Sm tandis que le Gd a uniquement induit la
surexpression du PIP3 dans la glande digestive. La surexpression du PIP3 questionne sur 1’expression
transcriptionnelle des acteurs intervenant dans les voies de prolifération, de survie cellulaire et dans 1’apoptose.
En effet, le PIP3 active la protéine kinase B (Akt) et cette derniere peut intervenir dans ces différentes voies
via I’activation de p53, de NF«xB, de mTOR .

Au vu de la surexpression du PIP3, de la faible documentation sur toxicité du Sm et du Gd ainsi que sur les
mécanismes moléculaires sous-jacents associés, 1’objectif d’analyses préalables réalisées en 2022 (Annexe 2)
était d’étudier les niveaux d’expressions transcriptionnelles de 12 genes, intervenant dans la survie cellulaire,

la prolifération cellulaire, le stress et la mort cellulaire, apres exposition au Cd, au Gd et au Sm.

Dans la présente étude nous allons redéfinir les génes contrdles pour optimiser les résultats obtenus en 2022,

le but étant de réduire la variabilité statistique. De plus, nous allons élargir les génes et voies étudiées.

Cette étude vise donc a étudier les niveaux d’expressions transcriptionnelles de différents genes intervenant
dans la prolifération, la mort cellulaire, le métabolisme énergétique, le stress ou encore la détoxification suite
a une exposition de Mytilus edulis a 0,5 mg/L de Cd, le Sm et le Gd pendant 8 jours. Ces niveaux d’expression
transcriptionnelle seront mesurés sur la glande digestive, les branchies ainsi que le manteau grace a des
analyses de RT gPCR.
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Figure 1: Représentation schématique des principales voies de transport/distribution internes des

contaminants dans les moules bleues. Les fleches noires indiquent les voies principales tandis que les voies

alternatives sont représentées par des fléches orange. Illustration adaptée de Ricciardi et al. (2016)

Tableau I : Résultats des analyses biochimiques (marqueurs du stress oxydant) provenant d’une exposition au

Cd, Gd et Sm sur des moules Mytilus edulis réalisée en 2021 pendant 8 jours

Branchies

Manteau Glande digestive

Gd 0.5mg/L — Augmentation SOD

Cd 0.5mg/L — Diminution SOD

Sm 0.5mg/L — Diminution GST

Sm 0.5mg/L — Diminution GST

Tableau Il : Résultats des analyses métabolomiques sur la glande digestive provenant d’une exposition au Cd,

Gd et Sm sur des moules Mytilus edulis réalisée en 2021 pendant 8 jours

Concentration en métal Réponse
Sm 0,5 mg/L Surexpression du Phosphatidylinositol-trisphosphate (PIP3), surexpression
Phosphatidylinositol-bisphosphate  (PIP2) et  Phosphatidylinositol-
monophosphate (PIP)
Gd 0,5 mg/L Surexpression du PIP3
Cd 0,5 mg/L Surexpression du PIP3, surexpression PIP2 et PIP



https://www-sciencedirect-com.buadistant.univ-angers.fr/science/article/pii/S0141113617302660#bib356

2) Matériels et Méthodes

Exposition

L’exposition a été réalisé en 2021 (Annexe 1 page 22-23), 195 Mytilus edulis matures en provenance de
I’Irlande, pesant (10,24 + ou - 2,87 g) ont été acheté dans un supermarché de Rezé. Elles ont été acclimaté
pendant trois jours et exposés a une concentration variable de cadmium, gadolinium et samarium avec cing
traitements en tripliquas pendant huit jours. Les traitements étaient le cadmium dissous 50 pg/L et 500 pg/L,
le samarium dissous 500 pg/L, le gadolinium dissous 500 pug/L, et un groupe témoin sans contamination par
des métaux. Treize moules ont été introduites dans chaque aquarium et la contamination a été effectuée tous
les deux jours aprés le changement d’eau de mer. Apres 1’exposition, les moules ont été disséqué et préparé
pour une analyse ultérieure : séparation des branchies, de la glande digestive et du manteau. Les échantillons
de moules disséquées destinés a I’analyse RTqPCR ont été plongé dans de ’azote liquide puis conservé a -
20°C.

Extraction et purification des ARNm de Mytilus edulis

La purification des ARNm a ¢été réalisé grace au kit d’isolation d’ARN NucleoSpin® (Macherey — Nagel).
Pour soucis d’efficacité, 1’étape de digestion par DNase et le premier lavage avec RAW2 ont été supprimés.
Les extraits d’ARN ont ensuite été traités avec un kit de digestion DNase | (Qiagen) conformément aux
instructions du fabricant. L’agent de lyse du kit a été remplacé par le Nucléozol ®, nous avons aussi augmenté
la quantité de tissu broyé entre 30 et 50 mg. Le kit de nettoyage d’ARN Macherey — Nagel NucleoSpin® nous

a ensuite permis de purifier et de concentrer I’ARN extrait conformément aux instructions du fabricant.

La concentration et la pureté de chaque aliquot d’ARN purifié ont été évalués par spectrophotométrie grace a
un lecteur de plaque Varioskan (Thermo Scientific) couplé avec une microdrop selon les instructions du

fabricant.

Rétrotranscription (RT)

La concentration d’ARNm mesurée nous a permis d’obtenir le volume exact a prélever pour que tous les
échantillons rétro transcrits contiennent 0,5 pg d’ARNm total. L’ ADNCc a été synthétisé dans un thermocycleur
Applied Biosystems 2720 (Applied Biosystems, Carlshad, CA, Etats-Unis) a 1’aide du kit gScript® cDNA
SuperMix (Quantabio Reagent Technologies, Beverly, MA, Etats-Unis) en suivant les instructions du

fabricant.

Choix des génes contrbles

Afin de définir les genes de contrdles les plus robustes pour effectuer la RT gPCR, nous avons compareé la
stabilité de 3 génes couramment utilisés, I’ARNr28S, I’ARNr18S et I’alpha tubuline. Ces génes ont été testés

pour le manteau et les branchies.



Définition des amorces

Une fois le géne d’intérét trouvé, nous avons récupéreé la sequence codante compléte dans la base de données
du National Center for Biotechnology Information (NCBI). Si la séquence codante trouvée n’appartenait pas
a Mytilus edulis alors nous avons comparé cette séquence avec le transcriptome de Mytilus edulis via la
plateforme galaxy. Puis nous avons récupéré la séquence correspondante a Mytilus edulis et trouver la

meilleure paire d’amorce a I’aide du logiciel primer3. Dans primer3, il fallait entrer les conditions suivantes :

- Tmentre 57 et 63°C
- Longueur de I’amplicon entre 80 et 150 pb

- Longueur des primer : 18 — 23 bases

En dernier lieu, nous avons testés la spécificité des amorces grace au logiciel Bioedit. Les amorces identifiées
par Primer3 ont été comparé localement avec le transcriptome de Mytilus edulis pour vérifier qu’elles
amplifient uniquement la séquence souhaitée. Le transcriptome de Mytilus edulis se trouve dans le fichier :
GCA 905397895.1 MEDLI1 cds_from genomic.fna, ¢’est un transcriptome non annoté issu de NCBL

PCR quantitative

L’analyse qPCR a été effectuée dans un systéeme qPCR temps réel Applied Biosystems 7300 (Applied
Biosystems, Carlsbad, CA, USA) selon les instructions du fabricant, et le mélange SYBR Green | a été utilisé
comme colorant de liaison. Chaque puits de PCR contient Sul d’ADNCc dilué¢ 1/10, 1,5 ul d’amorces spécifiques
du geéne d’intérét avec une concentration de 10 pM, 12,25 ul de SYBR Green avec 6,25 pl d’eau pour un
volume total de 25 pl. Des réactions PCR pour six réplicas biologiques ont été réalisées en un exemplaire. Le
cycle de PCR a été de 50 °C pendant 2 minutes, de 95 °C pendant 10 minutes pour la dissociation, suivi de 40
cycles de 15 secondes a 95 °C et de 1 minutes a 60 °C pour I’hybridation de I’amorce et 1’allongement de
I’ ADN. L’étape de dissociation est nécessaire uniquement lorsque de nouveaux primer sont testés, en effet cela

permet de s’assurer que les primeurs ne s’hybrident pas entre eux.

Analyses statistiques

La quantification des résultats RT-qPCR a été analysée a 1’aide de la méthode comparative 2-AACt
(Schmittgen & Livak, 2008). Les résultats ont été standardisés au géne contréle. Une matrice de quantification
relative a été construite dans Microsoft Excel. Cette matrice prend en compte 4 valeurs sur les 6. Les deux

valeurs les plus extrémes ont été exclu afin de réduire les variations biologiques.
3) Résultats

Choix des génes cibles supplémentaires

Nous avons ajouté 5 géenes cibles supplémentaires aux 12 genes étudiés dans 1’analyse précédente réalisée en
2022 (Annexe 2 page 43 a 46). Ces nouveaux genes sont les Heat Shock Protein 70 et 90 (HSP 70 ET HSP

90) qui sont des biomarqueurs de stress non spécifiques (Figueiredo et al. 2022 ; Le Saux et al. 2020



; Sulmon et al., 2015), les métallothionéines qui capturent les ions bivalents et jouent donc un réle dans la
détoxification (Soazig & Marc, 2003 ; Aceto et al. 2011), I’ATP synthase ainsi que la citrate synthase qui sont
2 enzymes clés du métabolisme énergétique (Louis et al. 2020). La citrate synthase (CS) catalyse la réaction
de l'acétyl-CoA et de I'oxaloacétate pour produire de I'acide citrique dans le cycle de Krebs, elle est mesurée

car elle refléte la capacité aérobie des moules et d'autres invertébrés (Collins et al. 2020).
Amorces

Les amorces obtenues pour I’ ATP synthase, la citrate synthase, la métallothionéine et les HSP sont présentées
dans I’Annexe 3. Les amorces des autres génes cibles ont été définies précédemment, elles sont résumées dans

I’Annexe 4.

Mise au point de ’extraction des ARNm

L’isolement et la purification de I’ARN sont des étapes clés pour I’analyse des niveaux d’expression des génes.
La mauvaise qualit¢ d’un ARN peut induire des défaillances techniques dans 1’analyse moléculaire. Afin
d’éviter toutes défaillance, I’ARN doit étre pur. Dans les essais précédents, la pureté des ARNm des moules
exposees au Gd étaient trop faible (Annexe 5) avec 1’usage du kit NucleoSpin® (Macherey — Nagel). En effet,
le ratio A260/A280 doit étre supérieur ou égal a 1,8 pour affirmer que ’ARN n’est pas contaminé par les
protéines et le ratio A260/A230 doit étre supérieur ou égal a 2 pour affirmer que I’ARN n’est pas contaminé
par des composés phénoliques ou des métabolites secondaires. Or, les ratios obtenus précédemment était trop
faible pour affirmer que les ARN étaient purs (Annexe 5) c’est pourquoi nous avons optimiser les étapes
d’extraction et de purification avec un agent de lyse plus efficace (voir partie 2b de ce présent rapport). Nous
avons aussi augmenté la quantité de tissu broyé entre 30 et 50 mg pour obtenir une concentration en ARN plus

élevée. Les ratios ainsi que la concentration en ARN sont synthétisés dans le Tableau Il1.

Choix du géne contréle

Nous avons comparé 3 genes contrbles potentiels, I’alpha tubuline, I’ARNr 18 et I’ARNr 28. L’alpha tubuline
a été utilisé comme gene contrdle dans les précédentes gPCR, cependant, la variabilité était trop forte. Nous
avons ensuite comparé la variation totale induite par I’ARNr 18 et I’ARNr 28. Les résultats sont présentés dans
le Tableau IV. Les 2 ARNr montrent des variations totales de 1’ordre de 1 pour sur le manteau et de 1’ordre
de 2,5-3 pour les branchies. Nous avons choisi de travailler avec I’ARNr 18S car les Ct induit (autour de 13)

se rapprochent plus des Ct de nos genes cibles variant entre 17 et 30


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/acetyl-coa
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/citric-acid

Tableau 11 : Pureté et concentration des ARNm extraits

Tissu Echantillon A260/A280 A260/A230 Concentration
C1 2,114 2,458 3914
c2 2,104 2,41 328,9
C3 2,202 2,186 1243
c4 2,085 2,414 260,4
C5 2,133 2,472 543,8
C6 2,17 2,365 733,3

Cd1 2,111 1,857 296,7
Cd2 2,077 2,168 118,8
Cd3 2,09 2,155 240,2
Cd4 2,087 2,306 203
Cd5 2,048 2,053 91,76
Manteau Cdé 2,186 2,216 898,2
Gd1 2,086 1,857 72,51
Gd2 2,148 1,916 556,4
Gd3 2,124 2,462 417,2
Gd4 2,15 2,495 629,4
Gd5 2,107 2,237 1744
Gd6 2,129 2,528 262,8
Smil 2,114 2,164 4485
Sm2 2,096 2,231 135,5
Sm3 2,083 2,145 184,5
Sm4 2,136 2,405 681,7
Sm5 2,097 2,137 1134
Smé 2,076 2,041 88,94
C1 2,089 1,897 54,2
c2 2,098 2,093 91,98
C3 2,117 2,426 166,5
C4 2,113 2,234 69,54
C5 2,123 2,26 4223
Cé 2,12 2,025 130,3
Cd1 2,112 2,304 320,1
Cd2 2,158 1,841 32,08
Branchies Cd3 2,131 2,402 157,2
Cd4 2,141 2,467 221,1
Cd5 2,122 2,433 589,2
Cdé 2,143 2,394 189,6
Sml 2,086 2,022 126,1
Sm2 2,13 2,428 648,6
Sm3 2,092 2,24 1894
Gd1 2,094 2,013 165,7
Gd2 2,093 1,831 143,3
Gd3 2,106 2,136 269,9
C1 2.142 2.365 998.9
c2 2171 2.164 1222
C3 2.157 2.110 1027
C4 2.119 2.193 580
C5 2.193 2.372 1466
Cé 2.170 2.344 1306
Cd1 2.139 1.951 794.7
Cd2 2.153 1.839 898.6
Cd3 2.138 2.310 830.4
Cd4 2.091 2.069 160.9
Cd5 2.161 2.344 1073
Glande Digestive Cdé 2.158 2.311 1048
Gd1 2.140 2.299 806.5
Gd2 2.156 2.299 690.5
Gd3 2.139 2.394 467.8
Gd4 2.145 1.855 714.6
Gd5 2.097 2.083 199.07
Gd6 2.054 1.940 127.6
Sml 2.115 2.416 1024
Sm2 2.136 2.402 1234
Sm3 2.134 2.386 1212
Sm4 2.126 2.395 1152
Sm5 2.113 2.041 975.1

Sm6 2.141 2.433 1147




Tableau 1V : Comparaison entre I’ARNr 18 S et I’ ARNr 28 S sur le manteau et les branchies de Mytilus edulis.

Manteau Branchies

Echantillon Ct18S Ct28S Echantillon Ct18S Ct28S
C1 13,081 8,819 C1 14,282 10,854

Cc2 14,606 9,884 Cc2 12,63 9,348
c3 12,748 8,218 Cc3 18,164 14,414

Cca 15,265 11,452 C4 12,499 9,026

c5 12,282 n.d Cc5 12,891 9,276

C6 13,752 9,985 C6 12,946 9,164
Médiane C 13,4165 9,884 Médiane C 12,9185 9,312
Cd1 12,935 8,036 Cd1 13,578 10,192
Cd2 13,359 8,895 Cd2 14,117 10,337
Cd3 15,193 10,201 Cd3 14,105 10,194
Cd4 14,111 10,571 Cd4 13,466 10,232
Cd5 19,9 15,841 Cd5 14,436 10,33
Cd6 28,437 22,11 Cd6 13,773 10,33
Médiane Cd 14,652 10,386 Médiane Cd 13,939 10,281

Gd1 16,277 11,324 Gd1 14,157 9,36
Gd2 13,253 9,427 Gd2 12,403 9,627
Gd3 13,129 8,325 Gd3 13,604 10,366
Gd4 14,271 10,271 Gd4 15 9,495
Gd5 14,169 8,781 Gd5 14,435 11,231
Gd6 12,444 n.d Gd6 14,64 11,265
Médiane Gd 13,711 9,427 Médiane Gd 14,296 9,9965
Sm1l 14,287 11,239 Sm1l 14,075 10,22
Sm2 12,889 8,168 Sm2 15,46 11,888
Sm3 14,772 11,17 Sm3 13,684 10,296
Sm4 12,543 9,271 Sm4 12,495 10,176
Sm5 13,212 9,511 Sm5 13,569 10,925

Smé 13,989 10,863 Sm6 12,223 10

Médiane Sm 13,6005 10,187 Médiane Sm 13,6265 10,258
Variation totale 1,125 1,262 Variation totale 3,106 2,5995
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PCR guantitative

Pour tous les traitements nous avons étudié plusieurs voies de signalisation : la voie Pi3k/Akt/mTOR, la voie
apoptotique, la détoxification, le stress cellulaire et le métabolisme énergétique. Pour la voie PISK/Akt/mTOR
nous avons analysé I’expression des geénes Akt, Pdk1, PI3K, mTOR et Nf«B. La voie apoptotique comprend
les génes Bcl2, Bax, la caspase 8 (Cas 8), la caspase 3 (Cas 3) et p53. Pour la détoxification, nous avons
uniquement analysé les métallothionéines (MT). L’expression des génes HSP 70, HSP 90, p38 et JNK nous
ont permis d’analyser I’impact sur le stress cellulaire. Le métabolisme énergétique a été étudié en analysant

I’expression de I’ATP synthase et celle de la citrate synthase.

Dans toutes les conditions, I’expression des génes cibles est appréciée en rapport a la condition controle. Les
résultats de gPCR obtenus chez moules non exposées (condition controle) ont été standardisé a 1. Les chiffres
cités représentent le facteur de surexpression s’il est > 1 ou le facteur de répression s’il est < 1. Les génes dont

I’expression est modulée significativement seront décrit dans 1’analyse des figures 2 a 10.
* Manteau
Les résultats obtenus sur le manteau apres 1’exposition a 0,5 mg/L de Cd sont représentés en Figure 2.

Pour la voie Pi3k/Akt/mTOR (Figure 2A), nous avons noté une augmentation significative de 1’expression
des ARNm d’Akt (1,367 ; p <0,001), de Pi3k (2,093 ; p <0,001) et de NfkB (3,453 ; p <0,001). A I’inverse,
la répression de I’expression des ARNm de Pdk1 (0,422 ; p <0,001) et mTOR (0,651 ; p < 0,001) a été relevé.
Pour la voie apoptotique (Figure 2B), I’expression de I’ARNm de Bcel2 a été significativement augmentée
(2,022 ; p<0,001). Contrairement a I’expression des ARNm de Bax (0,924 ; p < 0,05), de la caspase 8 (0,557 ;
p < 0,001) et de p53 (0,614 ; p < 0,001) qui a été réprimé. Pour la détoxification (Figure 2C), I’expression de
I’ARNm des MT a été réprimée (0,527 ; p < 0,001). Pour le stress cellulaire (Figure 2D), une répression de
I’expression des ARNm de HSP 70 (0,495 ; p < 0,001), HSP 90 (0,379 ; p < 0,001) et p38 (0,760 ; p < 0,001)
a été observée. En ce qui concerne le métabolisme énergétique (Figure 2E), I’expression de I’ARNm de la

citrate synthase a été réprimé (0,124 ; p < 0,001).
Les résultats obtenus sur le manteau apres 1’exposition a 0,5 mg/L de Gd sont représentés en Figure 3.

Pour la voie Pi3k/Akt/mTOR (Figure 3A). Nous avons noté une augmentation significative de I’expression
de ’ARNmM de la Pi3k (2,371 ; p < 0,001). A I’inverse, I’expression des ARNm d’Akt (0,784 ; p < 0,001) et
de NfkB (0,741 ; p < 0,001) a été réprimée. En ce qui concerne, I’impact sur la voie apoptotique (Figure 3B),
I’expression des ARNm de Bel2 (3,313 ; p < 0,001) et de Bax (1,435 ; p < 0,001) a été significativement
augmentée. Contrairement a 1’expression de I’ARNm de p53 (0,705 ; p < 0,001) qui a été réprimée. Pour la
détoxification (Figure 3C), I’expression de I’ARNm des MT a été réprimée (0,343 ; p < 0,001). Pour le stress
cellulaire (Figure 3D), nous avons observé une augmentation de 1’expression de ARNm de JNK (1,257 ; p <
0,01). Pour le métabolisme énergétique, aucun géne ne présente de différence significative avec le contréle
(Figure 3E).
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Les résultats obtenus sur le manteau aprés 1’exposition a 0,5 mg/L de Sm sont représentés en Figure 4.

Pour la voie PI3BK/Akt/mTOR (Figure 4A), nous avons noté une augmentation significative de 1’expression
des ARNm de Pdk1 (1,398 ; p < 0,05), de Pi3k (1,654 ; p < 0,001), de mTOR (1,561 ; p < 0,001) et de NfxB
(1,306 ; p <0,001). En ce qui concerne, I’impact sur la voie apoptotique (Figure 4B), I’expression des ARNm
de Bcl2 (1,810; p < 0,001) et de la caspase 8 (2,110 ; p < 0,001) a été significativement augmentée.
Contrairement a I’expression de ’ARNm de la caspase 3 (0,729 ; p < 0,001) qui a été réprimée. Pour la
détoxification (Figure 4C), I’expression de I’ARNm des MT ne présente pas de différence significative avec
le controle. Pour le stress cellulaire (Figure 4D), nous avons observé une augmentation de 1’expression des
ARNmM de HSP 70 (1,907 ; p <0,001) et de HSP 90 (1,283 ; p < 0,05). Pour le métabolisme énergétique (Figure
4E), I’expression de I’ARNm de la citrate synthase a été réprimée (0,714 ; p < 0,05).

* Branchies
Les résultats obtenus sur les branchies aprés 1’exposition a 0,5 mg/L de Cd sont représentés en Figure 5.

Pour la voie Pi3k/Akt/mTOR (Figure 5A), nous avons noté une répression significative de 1’expression des
ARNmM de Pdk1 (0,802 ; p < 0,01), Pi3k (0,599 ; p < 0,001) et NfkB (0,813 ; p < 0,01). En ce qui concerne,
I’impact sur la voie apoptotique (Figure 5B), I’expression de I’ARNm de la caspase 8 a été significativement
augmentée (2,193 ; p<0,001). A I’inverse, I’expression des ARNm de Bel2 (0,715 ; p <0,01), de Bax (0,709 ;
p < 0,001), de la caspase 3 (0,749 ; p < 0,001) et de p53 (0,563 ; p < 0,001) a été significativement diminuée.
Pour la détoxification (Figure 5C), I’expression de I’ARNm des MT a été augmentée (8,530 ; p < 0,001). Pour
le stress cellulaire (Figure 5D), nous avons noté une répression de 1’expression des ARNm de HSP 90 (0,578 ;
p < 0,001) et de JNK (0,473 ; p < 0,001). Pour le métabolisme énergétique (Figure 5E), I’expression de
I’ARNm de la citrate synthase a été réprimée (0,651 ; p < 0,001).

Les résultats obtenus sur les branchies aprés 1’exposition a 0,5 mg/L de Gd sont représentés en Figure 6.

Pour la voie PI3BK/Akt/mTOR, (Figure 6A), nous avons noté une augmentation de I’expression des ARNm de
Pdkl (1,718 ; p < 0,001) et de mTOR (1,291 ; p < 0,01). A I’inverse, une répression significative de
I’expression des ARNm de Akt (0,759 ; p <0,001), Pi3k (0,485 ; p <0,001) et NfkB (0,409 ; p < 0,001) a été
observée. En ce qui concerne, I’impact sur la voie apoptotique (Figure 6B), I’expression de I’ARNm de la
caspase 8 a été significativement augmentée (1,434 ; p <0,001). A I’inverse, I’expression des ARNm de Bcel2
(0,817 ; p < 0,05), de Bax (0,713 ; p < 0,001) de la caspase 3 (0,367 ; p < 0,001) et de p53 (0,496 ; p < 0,001)
ont été significativement diminuée. Pour la détoxification (Figure 6C), I’expression de I’ARNm des MT ne
présente de différence significative avec le controle. Pour le stress cellulaire (Figure 6D), nous avons observé
une augmentation de I’expression des ARNm de HSP 70 (2,891 ; p < 0,001) et de HSP 90 (1,381 ; p < 0,05).
De plus, une répression de I’expression de p38 (0,772 ; p < 0,001) et de INK (0,548 ; p < 0,001) a été relevée.
Pour le métabolisme énergétique (Figure 6E), I’expression des ARNm de I’ATP synthase (2,725 ; p < 0,001)
et de la citrate synthase (2,635 ; p < 0,001) a été réprimée.
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Les résultats obtenus sur les branchies apres 1’exposition a 0,5 mg/L de Sm sont représentés en Figure 7.

Pour la voie PISK/Akt/mTOR, (Figure 7A), nous avons noté une augmentation de I’expression de I’ARNm
d’Akt (1,383 ; p<0,001). En ce qui concerne, I’impact sur la voie apoptotique (Figure 7B), une augmentation
de I’expression de I’ARNm de la caspase 8 (2,071 ; p < 0,001) et de la caspase 3 (1,348 ; p < 0,001) a été
observée. A I’inverse, I’expression des ARNm de Bcel2 (0,537 ; p < 0,001) et de p53 (0,625 ; p < 0,001) a été
significativement diminuée. Pour la détoxification (Figure 7C), I’expression de ’ARNm des MT a été
augmentée (1,830 ; p < 0,001). Pour le stress cellulaire (Figure 7D), nous avons observé une augmentation de
I’expression des ARNm de HSP 70 (1,242 ; p < 0,05) et de p38 (1,607 ; p < 0,001). De plus, une répression de
I’expression de HSP 90 (0,728 ; p < 0,001) et de JNK (0,305 ; p < 0,001) a été relevé. Pour le métabolisme
énergétique (Figure 7E), I’expression des ARNm de I’ATP synthase (1,331 ; p < 0,001) et de la citrate
synthase (1,640 ; p < 0,001) a été augmentée.

Les résultats obtenus sur la glande digestive aprés 1’exposition a 0,5 mg/L de Cd sont présentés en Figure 8.

Pour la voie Pi3k/Akt/mTOR, (Figure 8A), nous avons noté une augmentation de 1’expression de I’ARNm de
MTOR (4,074 ; p < 0,001) ainsi qu’une répression de I’expression de I’ARNm de NfkB (0,684 ; p < 0,001).
Les données pour le géne PI3K ne sont pas disponibles. En ce qui concerne 1’impact sur la voie apoptotique
(Figure 8B), nous avons noté une augmentation de 1’expression des ARNm de Bel2 (1,804 ; p <0,01), de Bax
(2,043 ; p < 0,001) et de la caspase 3 (2,334 ; p <0,001). A I’inverse, I’expression de I’ARNm de p53 a été
significativement réduite (0,632 ; p < 0,001). Pour la détoxification (Figure 8C), I’expression de I’ARNm des
MT a été augmentée (30,169 ; p < 0,001). Pour le stress cellulaire (Figure 8D), nous avons observé une
augmentation de I’expression des ARNm de HSP 70 (2,308 ; p < 0,001) et de HSP 90 (2,393 ; p < 0,001). De
plus, une répression de I’expression de p38 (0,546 ; p < 0,001) a été relevé. Les données pour le géne JNK ne
sont pas disponibles. Pour le métabolisme énergétique (Figure 8E), I’expression des ARNm de I’ATP synthase
(1,686 ; p < 0,001) et de la citrate synthase a été augmenté (1,568 ; p < 0,01).

Les résultats obtenus sur la glande digestive apres 1’exposition a 0,5 mg/L de Gd sont présentés en Figure 9.

Pour la voie Pi3k/Akt/mTOR (Figure 9A), nous avons noté une augmentation de 1’expression de I’ARNm de
Pi3k (1,295 ; p < 0,05) ainsi qu’une répression de I’expression des ARNm d’Akt (0,422 ; p <0,001), de mTOR
(0,330 ; p<0,001) et de NfkB (0,682 ; p < 0,001). En ce qui concerne I’impact sur la voie apoptotique (Figure
9B), nous avons noté une répression de 1’expression des ARNm de Bcl2 (0,262 ; p < 0,001), de Bax (0,092 ; p
< 0,001) de la caspase 3 (0,552 ; p < 0,001) et de p53 (0,707 ; p < 0,001). Pour la détoxification (Figure 9C),
I’expression de I’ARNm des MT a été augmentee (4,423 ; p < 0,001). Pour le stress cellulaire (Figure 9D),
nous avons observé une augmentation de I’expression des ARNm de HSP 70 (2,461 ; p < 0,001) et de HSP 90
(5,464 ; p <0,001). De plus, une répression de I’expression de p38 (0,419 ; p < 0,001) et de JINK (0,366 ; p <
0,001) a été relevée. Pour le métabolisme énergétique (Figure 9E), I’expression des ARNm de I’ATP synthase
(1,478 ; p < 0,001) et de la citrate synthase (3,246 ; p < 0,001) a été augmentée.
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Les résultats obtenus sur la glande digestive aprés 1’exposition a 0,5 mg/L de Sm sont présentés en Figure 10.

Pour la voie Pi3k/Akt/mTOR (Figure 10A), nous avons noté une augmentation de 1’expression de I’ARNm de
MTOR (2,164 ; p <0,001) ainsi qu'une répression de I’expression de I’ARNm de Pdk1 (0,454 ; p <0,001). En
ce qui concerne I’impact sur la voie apoptotique (Figure 10B), nous avons noté une augmentation de
I’expression de ’ARNm de Bcl2 (2,402 ; p <0,001) ainsi qu’une répression de celle de p53 (0,665 ; p <0,001).
Pour la détoxification (Figure 10C), I’expression de I’ARNm des MT a été augmentée (6,023 ; p < 0,001).
Pour le stress cellulaire (Figure 10D), nous avons observé une augmentation de 1’expression de I’ARNm de
HSP 70 (1,829 ; p < 0,001). De plus, une répression de I’expression des ARNm de p38 (0,825 ; p < 0,05) et de
JNK (0,542 ; p < 0,001) a été relevé. Pour le métabolisme énergétique (Figure 10E), I’expression des ARNm
de ’ATP synthase (1,932 ; p < 0,001) et de la citrate synthase (1,767 ; p < 0,001) a été augmentée.

4) Discussion

RT-gPCR aprés ’exposition de M. edulis a 0,5 mg/L de Cd:

* Le manteau

Le manteau est un tissu faisant partie de la voie secondaire d’absorption des polluants chez la moule. Dans le
manteau des moules exposées a 0,5 mg/L de Cd, I’expression de la citrate synthase a été divisé par 8,06. Ceci
suggérerait alors une diminution du métabolisme énergétique. L’expression des ARNm des HSP et de p38 a
été réprimée alors que pour 1’exposition au Sm sur le méme tissu I’expression des ARNm des HSP a été

augmenté.

Nous avons noté une augmentation de I’expression de I’ARNm de Bcl2 qui est un géne anti-apoptotique. Ceci
est en lien avec la diminution de I’expression des ARNm des génes pro-apoptotiques que sont Bax, la caspase

8 et p53. L’apoptose est donc clairement diminuée dans le manteau apres exposition au Cd.

Pour la voie Pi3k/Akt/mTOR, I’expression de I’ARNm de la Pi3k a été multipliée par 2,09 et celle de I’ARNm
de NfkB a été multipliée par 3,45. Sachant que la Pi3k est impliquée dans la prolifération cellulaire (Hay,
2011 ; Fruman et al. 2017) et que NfkB est impliqué dans les signaux de croissance, dans la prolifération
cellulaire, dans la différenciation cellulaire et dans la défense contre l'apoptose (Alharbi et al. 2021), ces
résultats sont en accord avec les résultats obtenus pour la voie apoptotique (effet anti-apoptotique). La
prolifération/survie cellulaire et le métabolisme pourraient donc étre augmenté dans le manteau par le Cd tandis

que et ’apoptose serait inhibée.
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* Les branchies

Sur les branchies, les résultats obtenus pour la voie Pi3k/Akt/mTOR sont en faveur d’une diminution
cependant, I’expression des ARNm de Pdkl, de la Pi3k et de NfkB est faiblement réprimée par rapport au
contrble, moins de 2 fois. L’expression de I’ARNm d’un géne est une étape précoce pouvant menée a la
formation de la protéine, néanmoins des modifications post-traductionnelles peuvent modifiées le message
induit par I’ARNm. De plus, I’expression de ’ARNm d’Akt n’a pas été augmenté. Ces 2 facteurs montrent
que la prolifération/survie cellulaire ne sera pas forcément réprimée méme si les ARNm de 3 genes inclus dans

cette voie ont été réprimé.

L’expression de I’ARNm de JNK a été divisé par 2,13, le Sm n’a donc pas induit de stress faisant intervenir

les HSP et p38, ces résultats sont similaires a ceux retrouvés dans le manteau.

L’expression de I’ARNm des métallothionéines a été augmenté 8,53 fois par rapport au contrdle ceci montre
que les moules exposées ont probablement réagi au stress induit par le Cd en se liant a ce dernier, en effet, les
MT jouent un réle de protection cellulaire, elles ont une forte affinité de liaison avec les ions métalliques
bivalents (les métaux comme le Cd se retrouve sous la forme d’ion bivalent dans les cellules) (N Thirumoorthy
et al. 2007).

* La glande digestive

Une augmentation de I’expression des ARNm de HSP 70 et HSP 90, respectivement 2,31 et 2,39 fois
supérieure au controle a été observée, cela suggérerait un possible stress engendré par le Cd cependant
I’expression de I’ARNm de la MAP kinase p38 a été diminuée, les 2 familles de protéines réagiraient donc
différemment au stress induit par le Cd. Une tendance similaire est retrouvée dans les branchies et la glande
digestive des moules exposées au Gd ainsi que dans la glande digestive des moules exposées au Sm dans
lesquelles I’expression des ARNm des HSP est augmentée alors que celle des kinases de stress p38 et JINK est

diminuée. A I’heure actuelle aucune autre étude 4 mis en évidence cet effet contraire.

L’expression de ’ARNm des MT a été augmentée 30,17 fois par rapport au contréle, ceci confirme d’autant
plus les résultats obtenus dans les branchies (augmentation de 8,53 fois). Ces résultats suggereraient que les
MT se retrouvent en plus grande quantité chez les moules exposées gque chez les moules non exposées. Une
étude de Bebianno & Serafilm (2003) sur Ruditapes decussatus (palourde) conforte cet argument, en effet, ils
ont retrouvé de plus forte quantité de MT dans la glande digestive que dans les branchies aprés une exposition

des moules a un gradient de Cd.

Si I’on compare les résultats obtenus avec 1’exposition au Cd sur 3 tissus, aucune tendance claire ne se dessine
a part ’augmentation de I’expression de I’ARNm des métallothionéines dans les branchies et dans la glande
digestive. Cette augmentation a déja été retrouvé dans plusieurs études (Espinoza et al. 2012 ; Liu et al. 2017)
dont celle de Bian & Gao (2021) sur les embryons de poissons zebre. Ces derniers présentaient une

augmentation de I’expression des ARNm des métallothionéine 32 (exposition jusqu’a 12 heures post
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fécondation) et 77 (exposition jusqu’a 24 heures post-fécondation) fois supérieure a celle du contrdle aprés

une exposition a 0,89 UM de Cd, cette concentration est 5 fois inférieure a celle utilisée dans notre étude.

RT-gPCR aprés I’exposition de M. edulis a 0,5 mg/L de Gd :

¢ [.e manteau

Pour ce tissu, peu de modifications ont été relevées, seulement I’expression de I’ARNm des métallothionéines
a été divisé par 2,92 par rapport au contréle. Ces résultats sont opposés aux résultats trouvés dans la glande

digestive, dans laquelle I’ARNmM des MT est multipliée par 4,42.
* Les branchies

Pour la voie Pi3k/AKt/mTOR, I’expression des ARNm de la Pi3k et de NfkB sont au minimum divisé 2 par
rapport au contrdle. Ceci suggérerait une diminution de la prolifération comme c’est le cas pour dans les

branchies avec 1’exposition au Cd.

L’expression des ARNm de I’ATP synthase et de la citrate synthase a été augmentée 2,73 fois et 2,64 fois
respectivement. L'ATP synthase fournit des fonctions essentielles pendant la respiration. Des niveaux
d'expression plus élevées d'ATP synthase suggéreraient des performances métaboliques plus élevées avec
davantage de production d’ATP chez les moules exposées au Gd que chez les moules contréles (Kerambrun
et al. 2016). 1l en est de méme pour la citrate synthase, en effet, cette derniére est augmentée lorsque les
capacité métabolique de la moule se retrouve exacerbées.

L’expression des ARNm des HSP a été augmentée alors que celle de p38 et INK a été diminuée. Ces 2 familles
de protéines (HSP et kinases de stress) semblent réagir de maniére différente au stress oxydant induit par le
Gd. Les mémes résultats ont été retrouvé dans la glande digestive apres I’exposition au Gd ainsi que dans la

glande digestive aprés exposition au Sm.
* La glande digestive

Pour la voie Pi3k/Akt/mTOR, I’expression des ARNm de Akt et de mTOR sont au minimum divisé 2 par
rapport au contréle. Cette régulation similaire des ARNm de Akt et de mTOR suggérerait une diminution de

la prolifération/survie cellulaire, cette tendance est aussi retrouvée dans les branchies.

Pour I’apoptose, une diminution de I’expression des ARNm de Bcl2 et de Bax respectivement 3,85 fois
inférieure et 11,1 fois inférieure a été observée. Au vu de la trés forte diminution pour le géne Bax qui est pro-
apoptotique, I’exposition semblerait entrainer un effet anti-apoptotique. Une étude de Lacroix et al. (2014) a
aussi montré une inhibition de ’expression des ARNm de génes intervenant dans 1’apoptose que sont les
caspases 3 (sous type 7-3 et 7-4) dans la glande digestive des moules exposées a la pollution (moules

introduites dans un port soumis a une multitude de contaminants incluant les métaux).
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L’expression des ARNm de I’ATP synthase et de la citrate synthase a été augmentée de 1,48 et 3,45 fois
respectivement, ces résultats sont trés semblables a ceux retrouves dans les branchies et suggéreraient une

augmentation du métabolisme énergétique similaires dans ces deux organes suite a une exposition au Gd.

L’expression des ARNm des HSP a été¢ augmentée alors que celle des ARNm de p38 et de JNK a été diminuée,

les HSP et les kinases de stress (p38 et INK) semblent traduire un message différent comme dans les branchies.

L’expression de I’ARNm des métallothionéines a été augmenté 4,42 fois par rapport au contréle, ceci montre
que les moules exposées ont réagi au stress induit par le Gd en se liant probablement a ce dernier (N
Thirumoorthy et al. 2007).

Si ’on compare les résultats obtenus avec 1’exposition au Gd sur les branchies et la glande digestive, il se
dessine une tendance qui est en faveur d’une diminution de la prolifération et d’une augmentation de
I’expression des HSP et d’une augmentation du métabolisme. Cette augmentation du métabolisme énergétique
a déja été decrite par Andrade et al., en effet les bivalves soumis a des conditions stressantes (privation d’air
pendant 3 a 6 h) présentaient une augmentation de leur capacité métabolique. A I’inverse, les résultats observés
sur le manteau ne semblent pas suivre la tendance néanmoins ce tissu est moins sensible a 1’exposition au

polluant.

RT-gPCR aprés I’exposition de M. edulis a 0,5 mg/L de Sm:

* Le manteau

Pour la voie Pi3k/Akt/mTOR, I’expression des ARNm de Pdkl, de Pi3k, de mTOR et de NfkB a été
augmentée. La régulation similaire des ARNm de Pdkl et de Pi3k suggérerait une augmentation de la
prolifération/survie cellulaire. mTOR et NfkB jouent un role dans la prolifération cellulaire mais ont aussi
d’autre réle majeur comme la synthése protéique et la régulation de ’apoptose respectivement. Dans les
analyses métabolomiques (Annexe 1), le PIP3 avait été augmenté dans la glande digestive quel que soit le
traitement, ce dernier est produit grace a la Pi3k qui phosphoryle le PIP2. La surexpression de I’ARNm de la
Pi3k est donc en accord avec les résultats des analyses métabolomiques. Le Sm tout comme le Cd induise une

augmentation de la prolifération dans le manteau de Mytilus edulis.
L’expression des ARNm des HSP a aussi été augmentée ce qui affirme qu’un stress a été induit par le Sm.
* Les branchies

L’expression des ARNm de I’ATP synthase et de la citrate synthase a été legerement augmentée, le

métabolisme énergétique pourrait ainsi étre augmenté comme dans les branchies des moules exposées au Gd.

Pour le stress, seule I’expression de I’ARNm de JNK a été divisé par 3,23, ces résultats sont différents de ceux
trouvés sur le manteau, en effet, dans ce dernier, aucune expression significative de I’ARNm de JNK n’avait
¢été trouvé. De plus ’ARNm des HSP n’a pas été surexprimé dans les branchies alors qu’ils I’étaient dans le

manteau. 26



Pour I’apoptose, une diminution de I’expression de ’ARNmM de Bcl2 ainsi que 1’augmentation de celle des

caspases semble montrer une tendance pro-apoptotique.

L’expression de ’ARNm des métallothionéines a été légérement augmenté par rapport au contrdle ceci
supposerait que les moules exposées ont réagi au Sm en se fixant a ce dernier de la méme fagcon que les MT
prennent en charge le Cd.

* La glande digestive

L’expression des ARNmM de I’ATP synthase et de la citrate synthase a été 1égérement augmentée dans la glande
digestive, ceci suggére que le métabolisme énergétique pourrait étre augmenté. Ces résultats sont similaires a

ceux retrouvés dans le manteau.

Pour le stress, les HSP et les kinases de stress (p38 et JINK) semblent traduire un message différent. En effet
I’expression des ARNm des HSP a été Iégérement augmenté alors que celle de p38 et INK a été légerement
diminué. Ces 2 familles de protéines réagiraient de maniere différente au stress. Ces résultats se retrouvent

aussi dans les branchies et la glande digestive des moules exposées au Gd.

Pour I’apoptose, une augmentation de I’expression de I’ARNm de Bcl2 ainsi que la diminution de celle de p53
semble montrer une tendance anti-apoptotique. Ceci est en contradiction avec les résultats obtenus sur les

branchies.

L’expression de I’ARNm des métallothionéines a ét¢ multipliée par 6 par rapport au contrdle ceci confirmerait

I’hypothése déja émise sur les branchies, c¢’est-a-dire que les métallothionéines prendraient en charge le Sm.

Si I’on compare les résultats obtenus avec 1’exposition au Sm sur les 3 tissus, aucune tendance claire ne se
dessine a part I’augmentation de ’expression de ’ARNmM des MT dans les branchies et dans la glande
digestive. Cette tendance se retrouve aussi pour les moules exposées au Cd ainsi que dans les branchies des

moules exposées au Gd.
5) Conclusion et Perspectives

Cette étude visait a évaluer le mécanisme d’action du Cd, du Gd et du Sm via une 1’analyse transcriptionnelle
de la voie Pi3k/Akt/mTOR, de la voie apoptotique, du métabolisme énergétique, des kinases de stress, des
HSP ainsi que de la détoxification afin de mieux comprendre 1’impact de ces métaux sur la physiologie de
Mytilus edulis. Cette étude souligne une augmentation de 1’expression de I’ARNm des métallothionéines dans
les branchies des moules exposées au Cd et au Sm ainsi que dans la glande digestive pour tous les traitements
(Cd, Gd et Sm). L’exposition de Mytilus edulis & 0,5 pg/L de Gd & montrer que ce métal induirait une
diminution de I’expression transcriptionnelle de la voie Pi3k/Akt/mTOR ainsi qu’une augmentation de celle
des HSP et du métabolisme énergétique ce qui pourrait affecter la physiologie de la moule bleue. Cependant,
nos reésultats restent trés mitigés en effet, des signaux opposés se dessinent notamment pour la voie
Pi3k/Akt/mTOR, en effet apres 1’exposition au Cd cette voie est réprimée dans les branchies, augmentée dans

le manteau. 27



En plus de "utilisation d’enzymes antioxydantes (GST, SOD, CAT) comme signes précurseurs de pollution,
les voies de signalisation citées précédemment pourraient servir de nouvel indicateur physiologique pour la
surveillance précoce du stress oxydant causé par les métaux, mais aussi causé par d’autres polluants

environnementaux.

Les travaux futurs devraient étudier davantage les effets physiologiques en aval déclenchés par la voie
Pi3k/Akt/mTOR, par 1’apoptose, par les kinases de stress et les HSP, par le métabolisme énergétique et par la
détoxification en évaluant d’abord les principaux acteurs métaboliques aux niveaux protéiques a I’aide
d’analyse Western Blot. De plus, des analyses protéomiques pourraient étre utilisée pour déterminer la
localisation et I’abondance de chaque protéine et vérifier si des modifications post-traductionnelles
(ubiquitination, phosphorylation...) interviennent et induisent un signal différent des analyses
transcriptionnelles. D’autres mécanismes peuvent induire un message protéique différent du message de
I’ARNm, en effet, les microARN peuvent inhiber I’ARNm d’un géne ce qui empéche alors son expression

protéique (Yimei et al. 2009).

Par ailleurs, des études, suggérant que la température a un impact sur I’expression de certains génes (HSP, Cas
3, Cas 8), ont déja éte réalisées pour prendre en compte I’impact des changements climatiques futurs (Zhang
et al. 2014 ; Kefaloyianni et al. 2005 ; Yao & Somero, 2012). Il serait donc intéressant d’étudié 1’effet de ces
3 métaux combiné a une augmentation de la température de 1’eau sur la moule Mytilus edulis (sujet de thése

interne au laboratoire ISOMer débuté en 2023).

A I’heure actuelle, il est long et couteux d’étudier I’effet des contaminants dans I’environnement marin, notre
étude a été réalisé sur 18 mois. Dans ce contexte, I’ambition du projet SPECTROBS est de développer des
outils alternatifs et innovants, simples, rapide et peu colteux, pour évaluer 1’état de santé des organismes
marins sentinelles. La spectroscopie infrarouge proche (NIRS) et la spectroscopie Raman peuvent étre utilisées
pour fournir des empreintes chimiques des échantillons étudiés qui pourraient aider a créer des modeéles de
prédiction a partir des données spectrales générées. Cela s’inscrit dans le projet SPECTROBS initiée par
Aurore Zalouk-Vergnoux de Nantes Université, qui vise a utiliser la spectroscopie pour évaluer le bien-étre
des organismes sentinelles et confirmer 1’utilisation de M. edulis comme bon indicateur biologique. Etant
donné que peu d’articles peuvent étre trouvés dans les revues scientifiques, le projet SPECTROBS semble étre
un projet pionnier dans I’utilisation de la spectroscopie dans les études écotoxicologiques et repose sur
I’hypothése que la qualit¢ de I’environnement, entrainerait des changements spectraux spécifiques et
importants chez les organismes exposés, qui pourraient étre révélés par la NIRS et la spectroscopie Raman

couplée a la chimiométrie.
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Résumé

Le rejet croissant de métaux lourds et de terre rares dans le milieu aquatique a soulevé des préoccupations en
aquaculture. Ces métaux ont été identifiés en concentrations significatives dans la moule bleue Mytilus edulis.
Cette étude visait a évaluer I’impact du cadmium, du gadolinium et du samarium sur Mytilus edulis en se
concentrant sur les voies de signalisation pouvant étre altérées par le stress oxydant. Dans les études
préliminaires, les moules ont été exposées pendant huit jours a cing traitements métalliques (cadmium dissous
— 0,05 et 0,5 mg/L, gadolinium dissous — 0,5 mg/L, samarium dissous — 0,5mg/L). Les marqueurs de stress
oxydant que sont la Glutathione-S-Transferase (GST) et la Superoxide dismutase (SOD) ont été affectés par
la concentration de 0,5mg/L de cadmium, gadolinium et samarium dissous dans les branchies, le manteau et
la glande digestive. Les analyses métabolomiques sur la glande digestive ont également révélées une
augmentation du phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate membranaire (PIP3) a une concentration de 0,5mg/L
pour les 3 traitements. La RTQPCR (RetroTranscription quantitative Polymerase Chain Reaction) a été utilisée
pour évaluer le niveau d’expression de I’ARNm de genes impliqués dans différentes voies cellulaire telle que
la voie Pi3k/Akt/mTOR (Akt-Pdk1-Pi3k-mTOR-NfkB), I’apoptose (Bcl2-Bax-Caspase3-Caspase8-p53), le
métabolisme énergétique (ATP synthase-Citrate synthase), le stress (HSP70-HSP90-p38-JNK) et la
détoxification (Métallothionéine). Les résultats obtenus ont montré une augmentation significative de I’ARNm

des métallothionéines dans la glande digestive de Mytilus edulis quel que soit le métal.

Mots clés : ARNm, Métallothionéine, voie Pi3k/Akt/mTOR, apoptose, métabolisme énergétique
Abstract

The increasing release of heavy metals and rare earth into the aquatic environment has raised concerns in
aquaculture. These metals were identified in significant concentrations in the blue mussel Mytilus edulis. The
purpose of this study was to assess the impact of cadmium, gadolinium and samarium on Mytilus edulis by
focusing on signalling pathways that may be altered by oxidative stress. In the preliminary studies, mussels
were exposed for eight days to five metal treatments (dissolved cadmium — 0.05 and 0.5 mg/L, dissolved
gadolinium — 0.5 mg/L, dissolved samarium — 0.5 mg/L). The oxidizing stress markers Glutathione-S-
Transferase (GST) and Superoxide dismutase (SOD) were affected by the 0.5mg/L concentration of cadmium,
gadolinium and samarium dissolved in the gills, mantle and digestive gland. Metabolomic analyses of the
digestive gland also revealed an increase in 3,4,5-Membranary Phosphatidylinositol (PIP3) at a concentration
of 0.5mg/L for all 3 treatments. RTqQPCR (RetroTranscription quantitative Polymerase Chain Reaction) was
used to assess the level of mRNA expression of genes involved in different cell pathways such as
Pi3k/Akt/mTOR (Akt-Pdk1-Pi3k-mTOR-NfkB), apoptosis (Bcl2-Bax-Caspase3-Caspase8-p53), energy
metabolism (ATP synthase-Citrate synthase), stress (HSP70-HSP90-p38-JNK) and detoxification
(Metallothionein). The results obtained showed a significant increase in mMRNA of metallothioneins in the

digestive gland of Mytilus edulis regardless of the metal.

Keywords : mRNA, Metallothionein, Pi3k/Akt/mTOR pathway, apoptosis, energy metabolism



Annexe 3 : Tableau récapitulatif des différentes amorces utilisées

N7 d*accession de

Taille amplicon

- . § T — .
Géne Organisme de base Porganisme de base Amorces aprés Bioedit en pb GC%
-TCTCTTTGGTGGAGCAGGAG
ATP synthase M.edulis AYS5R0269.1 106 55
-CTCCCCTACTCCTGCAAACA
AGGAGGAAATGTCAGTGCTCA 48
Citrate synthase D.polymorpha MN579511 + Blastn 100
-TGGTCCAGCTAAGCCATTCA 50
-GTGTAGCGGTGAAGGTTGTC 55
Mcrallo]lgmnc]nc M galloprovincialis | AY566248.1 + Blastn 122
“TACATCCTCCTTCACACGCA 50
-GTGTAGCGGTGAAGGTTGTC 55
Mc[alloigmnc]nc M.galloprovincialis | FL495847.1 + Blastn 122
-TACATCCTCCTTCACACGCA 50
~AGTGAAAACAAGCGTGCTGT 45
Hsp70 M. edulis AF172607.1 144
SCCTGGCTCTTGTGATGCTTG 55
SCTCCGCTTACCTTGTTGCTG 55
Hsp90 M.coruscus KT946644.1 + Blastn 135
-CCTCTACCGACAGACTCACC 60

Les 2 isoformes des métallothionéines trouvé chez M.galloprovincialis ne sont pas distinguables chez

M.edulis, en effet, les amorces suggérées sont les mémes. Nous avons donc décidé d’étudier les
métallothionéines sans prendre en compte les différents isoformes possibles.




Annexe 4 : Tableau récapitulatif des amorces utilisées antérieurement (2022)

Mame of the gene  Primer name  Primer seguence M Length %GC  Length of cOMA  Secondary hits
AKT Akt AAGAADGTCCAMAGEOCAATAL 59,18 22 4545 1350 1]
Akt rev GETGECTATOCACTCTTETETCT 24,04 22 0 o
B GETTEGEAAGCCATTEAAGA 58,08 20 S0 B30 3
CCCACAACAGTTAATGOCOC 54,11 20 55 1
Caspase 3 Casd fw GAGACGTGEAATAGCACTEC 58,72 20 55 1oz 1]
Casd rew AAATCTCCACTATOCCCGGE 58,58 20 55 1]
Caspase B GTEGEAGETCGTEACATAGLT 59,18 20 55 1152 1]
GECTEAATCOGGTATTGOAN 58,61 20 S0 1]
MFkE MNFkE_fw GLAATTOOCCAGCACATETT 58,81 20 S0 3053 1]
MFKE_rev TEGECTGOGTTACATCTTTGE 58,84 20 50 1]
Bcl-2 TEGETGEEETCTTTGTCAGTGEA 58,79 20 50 558 1]
CCTTGCCAACCACCGTTATC 59,19 M 55 o
Fas ATGAGAACGLEGAGAAGGATTTC 57.86 22 4545 515 1]
AAGACCATTGECACTTCATCTG 58,91 22 4545 1
p53 pe3_fiw GETAGGTAGACGGGECAGTAG 59,05 20 ] 1310 1]
P53_rev TTITGGGGEACTGTTTGCATGE 58,95 20 50 1]
Pi3K alpha PI3K_fw GATGGGECCAATTTGECAGCTA 58,89 20 50 2186 1]
Pl3k_rev TEEATTGGEAACCTEGEGEAGAL 54,01 20 55 o
Alpha tubulin Tububin_fua GAAACAGGAGCAGGELAAACA 5897 20 50 a7 1
Tubulin_rew  GTTOCTGTACGCACCTCATC 58,36 20 55 o
Bata actin Actin_fw AGTAGCACCAGAGEAACALT 54,02 20 55 575 3
Actin_rev TACATATGTGGCTGGOGAGT 58,88 20 S0 1
FTEM Pren_fw TETEAGGACCTEGATEAGTG 58,73 20 55 484 1]
Pren_rew CCGCAGTGCTTCTTTAGTGT 58,49 20 S0 1
POEL Pdkl_fw GETTTEATCCACTAGCCAGAG 58,44 21 5338 17 1
Pdkl_rev AGCTETTCCATTCCACOCAR, 54,52 20 S0 2
RAC1 Racl_fw TCCAGCCAGTTTTGAAAACGTT 54,51 22 40,91 536 1
Racl_rew GOEACAGTTTCTTCTCTCTCAG 58,76 22 50 1
CoCa2 Cdcad_fw AGAGAACTAAGGEGOGETCAA 58,36 20 50 579 1]
Cdca2_rev TTCTGGAGGTTCTAAGGLOG 59,1 20 55 1]
G5K3 Beta Gsk3beta_fw  CTAGGCACCOCAMAACAGAGA 59,02 20 55 Tia 1]
Gsk3beta_rew GOCTCTTGTGGTGTTCTTGG 59,05 20 55 1]
P38 MAPK ACTOGTGTCACTGLAGAMGA 58,97 20 50 1062 1]
GLTGCTGTOGGTTCATCATT 58,91 20 50 1
JMEKL AGAATAGATOCACGAGCCTCA 58,05 21 47,82 b5 0]
TGEATCAAAGACACTGTTOCACT 57.58 22 40,91 o
mTOR mitor_fw AGGACGAGAGAGTGATGLAG 5819 20 55 1670 1
mtor_rev ACAATGAGGTACCCAGCCAN 58,93 20 50 o
order placed 25-03-22
185 Mytilus edulis CATTAGTCAAGAACGAAAGTCAGAG amplico lenght =
GCETGOCGAGTCATTGAAG 114bp

fromn Cubero-Leon E Environ 5o Pollut Res (2012) 19:2738-2733 DOI 10.1007/:511356-012-07 729



Annexe 5 : Tableau représentant la pureté et les concentrations (ng/L) des ARNm extrait par Oluwabunmi
Abigail Eleyele en 2022 avec le kit d’isolation d’ARN NucleoSpin® (Macherey — Nagel) sans modification.

Tissu Echantillon A6V AZED AZ6IFAZI0 Concentration

Cl 214 2,35 568,13

c2 216 2,37 330,32
C3 2,16 1.81 39534

Cdl 214 2,22 230,78
Mantean Cdz 2,13 2,05 23926
Cd3 213 1.E6 40496

Sml 211 218 343,23

Sm2 22 244 0BG

Sm3 2,12 2,22 345,38
(] 2,15 2,22 353,16
c2 2,13 2,12 102,49

C3 2,13 1.94 108,51
Gdl 2,10 186 189,76

Branchies G2 216 1.47 33345
Gd3 218 2,05 194,68
Sml 221 1.21 256,87

Sm2 2,13 2,20 372,18

Sm3 2,14 2,17 356,92

Cl 202 1.76 112,01

Cc2 2,18 2,33 573,48

C3 2,15 208 148,51
C4 2,17 1.70 183,99

C5 2,17 2,16 201,81

Cdl 211 1.82 144,47

Cdz 204 2,03 23327

Cd3 209 1,98 9223

Glande digestive Cd4 1.65 0,64 36,15
Cds 2,00 1.41 101,82

Gdl 2,13 164 304,73

Gd2 1,98 1.24 93,43

Gd3 208 166 50,30

Sml 209 1.92 120,49

Sm2 211 2,13 352,01

Sm3 2,18 2,05 34742

Smd 2,02 1,62 14494

Sm5 214 2,22 122.6




