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AD : adénylate cyclase

ADN : acide désoxyribonucléique

ADNCc : acide désoxyribonucléique complémentaire
ADNg : acide désoxyribonucléique génomique
AKAP : A-kinase anchore protein

AMPc : adénosine monophosphate cyclique

ARN : acide ribonucléique

ARNm : acide ribonucléique messager

ARNt : acide ribonucléique de transfert

ASP : amnesic shellfish poisoning

AST : amnesic shellfish toxin
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CaM : cell-adhesion molecule
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DRG : dorsal root ganglion
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DST : diarrheic shellfish toxin

EDTA : ethyléne diamine tétraacétique

EFla : elongation factor 1 alpha

ELISA : enzyme-linked immunosorbent assay
GAPDH : glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase
GR : glutathion réductase

GST : glutathion S-transférase

GTX : gonyautoxine

HAB : harmful algal bloom

HPLC : high performance liquid chromatography
HEPES : acide 4-(2-hydroxyéthyl)piperazine-1-éthanesulfonique
HSP : heat shock protein

IP5: inositol trisphosphate



IP3R : inositol trisphosphate receptor

INa : courant sodium voltage-dépendant

Ky : canal potassium voltage-dépendant

LB : luria broth

LWTX : lyngbyatoxine

Nay : canal sodium voltage-dépendant

NCBI : national center for biotechnology information
NSP : neurotoxic shellfish poisoning

NST : neurotoxic shellfish toxin

ORF : open reading frame

PA : potentiel d’action

PCR : polymerisation chain reaction

PIP, : phosphatidylinositol bisphosphate

PKA : protéine kinase dépendant de ’AMPc

PKC : protéine kinase dépendant du calcium

PLC : phospholipase C

PSP : paralytic shellfish poisoning

PST : paralytic shellfish toxins

RCPG : récepteur couplé a une protéine G
REPHY : réseau de surveillance des phycotoxines
RIN : RNA integrity number

RNase : ribonucléase

RNAseq : RNA sequencing

ROS : reactive oxygen species

RT-PCR : reverse transcription polymerisation chain reaction
SDS : dodécylsulfate de sodium

SNP : single nucleotid polymorphism

SSC : saline-sodium citrate

STX : saxitoxine

TipE : temperature-induced paralysis locus E
TTX : tétrodotoxine

Tm : melting temperature ou température de fusion
UTR : untranslated transcribed region
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Avant-propos

Ces travaux de cette theése s’integrent pleinement dans le projet ACCUTOX 13-
CESA-0019 (2013-2017) financé par I’Agence Nationale de la Recherche (ANR) dans le cadre
du programme CESA'. Ce projet ACCUTOX porté par le Laboratoire des Sciences de
I’Environnement Marin (UMR 6539 LEMAR) s’intéresse aux facteurs déterminant le niveau
d’accumulation des toxines paralysantes PST chez I’huitre creuse Crassostrea gigas. Il a pour
premier objectif de décrire et comprendre le déterminisme d’accumulation des PST chez les
huitres et ainsi mieux appréhender la variabilité individuelle de bioaccumulation des PST
chez I'huitre creuse C. gigas. Pour ceci, deux hypothéses non exclusives ont été émises.
Cette variabilité pourrait provenir: i) d’un polymorphisme du canal sodium voltage-
dépendant, cible des PST; ii) d'une plasticité physiologique des huitres. Le deuxiéme objectif
consiste a développer un modeéle intégratif de I'accumulation de toxines et de la
détoxification en prenant en compte les parametres physiologiques des huitres. Plus
précisément, cette thése, financée par la région Bretagne (bourse ARED, 50%) et I'Université
de Bretagne Occidentale (50%), correspond a la tache 2 du projet et permet de répondre a
une partie du premier objectif, qui se concentre sur la relation entre I'accumulation de
toxines et le polymorphisme du canal sodium voltage-dépendant chez I'huitre creuse C.
gigas.

Ce travail de these a été réalisé sous la direction de Philippe Soudant et Pierre
Boudry et I'encadrement scientifique de Caroline Fabioux et Hélene Hégaret au sein du
LEMAR et de I'Institut Universitaire Européen de la Mer (IUEM) de I'Université de Bretagne
Occidentale.

Les travaux sur le polymorphisme de CgNay (Chapitre 3) ont été financés en partie
par le LabexMer (Axe 6) sous la forme d’un « petit projet a risques » ReGiTox.

Les travaux du chapitre 4 sur I'électrophysiologie des nerfs d’huitres et sur les
essais d’expression hétérologue du géne CgNay dans les ovocytes de xénope ont été réalisés

en collaboration avec Evelyne Benoit et Romulo Araoz, respectivement, a I'Institut de

! Contaminants et Environnements : Santé, Adaptabilité, Comportements et Usages



Neurosciences Paris-Saclay, UMR 9197 CNRS/Université Paris-Sud et au CEA de Saclay,
DSV/iBiTec-S/SIMOPRO, Equipe « Toxines, Récepteurs et Canaux ioniques » a Gif sur Yvette.
Pour ces travaux et mes missions, j'ai bénéficié d’'un financement du GdR Phycotox (petit
projet exploratoire PhaGiTox). Ma participation au congres International Society of
Toxinology a Oxford a été financée en partie par une bourse de mobilité doctorante du

LabexMer (Axe 6).
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Introduction générale
I. Les micro-algues toxiques et les toxines paralysantes

1. Micro-algues et efflorescences

Les micro-algues sont des organismes de taille microscopique, eucaryotes et
unicellulaires. Elles sont photosynthétiques, mais peuvent aussi étre hétérotrophes. Elles
vivent en suspension dans la colonne d’eau et constituent ainsi la base des réseaux
trophiques aquatiques. Des proliférations importantes de micro-algues surviennent
naturellement, elles sont généralement localisées au niveau des zones cotieres en milieu
marin. Pendant ces efflorescences ou « blooms », les concentrations peuvent atteindre des
millions de cellules par litre d’eau de mer (Figure 1). Ces efflorescences peuvent provoquer
des perturbations de [I’environnement avec wune accumulation de biomasse
phytoplanctonique, provoquant I'hypoxie, voir I'anoxie et I'ombrage de la végétation

submergée (Sellner et al., 2003 ; Glibert et al., 2005).

© W. Vogelbein/VIMS

Figure 1 : Efflorescence de la micro-algue Alexandrium monilatum dans la baie de Chesapeake (Etats-
Unis) le long de la rive nord de la riviere York en aoQt 2015.
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Ces vingt dernieres années, il a été constaté une augmentation de la fréquence et de
I'intensité de ces efflorescences dans les zones littorales (Hallegraeff, 2004), notamment le
long des cotes francaises. Cela s’expliquerait principalement par des facteurs anthropiques

comme |'eutrophisation du milieu (Anderson et al., 2002 ; Heisler et al., 2008).

2. Micro-algues toxiques

Sur environ 30 000 especes de micro-algues décrites et capables de former des
efflorescences, certaines sont connues pour produire des toxines, qui sont appelées
phycotoxines (Smayda, 1997 ; Whittle et Gallacher, 2000 ; Hallegraeff, 2004). Elles
appartiennent majoritairement aux groupes des dinoflagellés et des diatomées (Sellner et
al., 2003 ; Zaccaroni et Scaravelli, 2008). Les efflorescences de ces micro-algues toxiques ont
augmenté en nombre ces derniéres années (Figure 2). Elles peuvent avoir des impacts
sanitaires, socio-économiques et écologiques importants. Elles peuvent étre responsables
d’une diminution de la qualité de I'eau via une forte eutrophisation, une perte des herbiers
et des espéces benthiques ou encore d’une forte hypoxie du milieu (Manivasagan et Kim,
2015). Des poissons et des bivalves d’intérét commercial peuvent étre contaminés en
ingérant ces micro-algues. Les toxines s’accumulent dans les tissus des animaux,
particulierement au niveau du tissu digestif, on parle alors de bioaccumulation. Ces effets
néfastes peuvent se répercuter sur I’'ensemble de la chaine trophique via la bioaccumulation
des toxines (Burkholder, 1998 ; Zaccaroni et Scaravelli, 2008).

Les deux conséquences majeures concernent: i) la santé humaine, lors de la
consommation des poissons ou bivalves contaminés (Van Dolah, 2000 ; Hégaret et al.,
2009b ; Manfrin et al., 2012) ; ii) I'économie liée a la péche ou a la conchyliculture, en raison
de la fermeture de la péche ou des interdictions de vente (Sellner et al., 2003). Une
estimation de I'impact économique lié aux efflorescences toxiques aux Etats-Unis durant la
période 1987-1992 a reporté un colt annuel moyen de 46 millions de dollars (Hoagland et
al., 2002). Les espéeces de bivalves d’intérét commercial les plus exposées aux phycotoxines
sont les moules, les pétoncles, les palourdes, les coques et les huitres. La production de
bivalves est un composant majeur de I'économie pour de nombreuses régions cotiéres
francgaises. Il est donc nécessaire de procéder a la surveillance des phycotoxines, de la

qualité de I'’eau et de la composition planctonique.
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Figure 2 : Augmentation mondiale du nombre d'épisodes toxiques liés aux phycotoxines. Les
traits de cOtes correspondent aux zones ou les toxines ont été détectées a des niveaux ayant un
impact sur la santé humaine ou sur l'environnement. PSP: paralytic shellfish poisoning, DSP:
diarrhetic shellfish poisoning, NSP: neurotoxic shellfish poisoning, ASP: amnesic shellfish
poisoning. Modifié d'apres Van Dolah (2000) et WHO! 2007°.



Introduction générale - Les micro-algues toxiques et les toxines paralysantes

3. Les principales phycotoxines et les symptémes associés

Il existe différentes phycotoxines associées aux différents types de micro-algues. Elles
sont répertoriées selon les symptémes qu’elles provoquent sur la santé humaine
principalement. Ces différents symptomes sont les suivants: l'intoxication paralysante
« paralytic shellfish poisoning » (PSP), l'intoxication neurotoxique « neurotoxic shellfish
poisoning » (NSP), l'intoxication diarrhéique « diarrhetic shellfish poisoning » (DSP) et
I'intoxication amnésique « amnesic shellfish poisoning » (ASP). De nouvelles toxines marines,
appelées toxines émergentes, ont également été identifiées, comme les ciguatoxines (en
Europe), les palytoxines et les imines cycliques. A ce jour, il n’existe pas assez d’informations
sur l'activité de toutes les toxines méconnues, sur leur toxicité et sur leur risque pour la

santé humaine pour les soumettre aux contréles de législation.

3.1. Les diarrhetic shellfish poisoning (DSP) ou intoxications diarrhéiques par

les fruits de mer

Cette intoxication est due a des toxines diarrhéiques (diarrhetic shellfish toxins, DST)
produites par les dinoflagellés des genres Dinophysis et Prorocentrum. Les toxines
diarrhéiques sont principalement composées d’acide okadaique et de ses dérivés les
dinophysistoxines et des azaspiracides (Yasumoto et al., 1985). Décrites pour la premiere
fois en 1976 au Japon, elles ont depuis entrainé des milliers de cas d’intoxication non
mortelle (Hallegraeff et al., 1995). La répartition globale des DSP inclue I'Europe de I'Ouest,
le Japon, la Thailande, le Chili, le Canada, la Nouvelle-Zélande et I’Australie (Van Dolah, 2000
; Reguera et al., 2012). L'intoxication se traduit par des troubles gastro-intestinaux,
entrainant vomissements et diarrhées, qui disparaissent en quelques jours. La norme
réglementaire CE n°853/2004 établit que la charge en toxines ne doit pas dépasser 16

1g/100 g de chair de coquillage pour 'acide okadaique.
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3.2. Les neurotoxic shellfish poisoning (NSP) ou intoxications neurotoxiques

par les fruits de mer

Les NSP sont des intoxications provoquées par des neurotoxines (neurotoxic shellfish
toxins, NST) produites par les dinoflagellés du genre Karenia. Les neurotoxines sont
composées de brévétoxines. Elles ont été recensées pour la premiére fois en 1844 dans le
Golfe du Mexique et le long de la c6te est de la Floride, ou elles sont toujours présentes ainsi
gu’en Nouvelle-Zélande (Hallegraeff, 2004 ; Plakas et Dickey, 2010). Elles provoquent un
syndrome gastro-intestinal suivi de troubles neurologiques de type paresthésies. Outre les
NSP, les brévétoxines sont aussi responsables de troubles respiratoires lorsqu’elles sont
inhalées sous forme d’aérosols, formés par |'action des vagues lors d’efflorescence. Le seuil

réglementaire est de 80 ug/100 g de chair de coquillage.

3.3. Les amnesic shellfish poisoning (ASP) ou intoxications amnésiques par

les fruits de mer

Les ASP sont les seules intoxications causées par des diatomées notamment par le
genre Pseudo-nitzschia (Van Dolah, 2000 ; Hallegraeff, 2004). Elles sont dues a une toxine
amnésique (amnesic shellfish toxin, AST), I'acide domoique. Découverte en 1987 au Canada,
elle a provoqué 153 cas d’intoxications, dont trois mortels (Bates et al., 1989). La répartition
des ASP est concentrée principalement en Amérique du Nord et au Canada et de facon
moins importante en Europe, en Océanie et au Japon (Hallegraeff, 2004). Elles provoquent
également des diarrhées et des vomissements, quelques heures apres I'ingestion, ainsi que
des problemes neurologiques pouvant entrainer 'amnésie, puis la mort dans les cas les plus

séveres. Le seuil reglementaire est de 2 mg/100 g de chair de coquillage.

3.4. Les paralytic shellfish poisoning (PSP) ou intoxications paralysantes par

les fruits de mer

Les PSP sont dus a des toxines dites paralysantes (paralytic shellfish toxins, PST)

produites par les dinoflagellés du genre Alexandrium, Gymnodinium et Pyrodinium. Ces
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toxines sont composées de saxitoxine (STX) et de ses dérivés (voir paragraphe 4). Avant les
années 1970, leur répartition se limitait a I'Europe, I’Amérique du Nord et au Japon. Elles
sont aujourd’hui présentes en Amérique du Sud, en Australie, en Asie du Sud-Est, ainsi qu’en
Afrique du Sud (Van Dolah, 2000) (Figure 2). Lors de l'ingestion de coquillages ou de
poissons contaminés, les symptomes liés aux PST sont tout d’abord gastro-intestinaux et
apparaissent dans les 30-60 minutes apres l'ingestion de coquillages contaminés. Des
perturbations de la sensibilité du visage peuvent également étre observées, suivies d’effets
paralysants. Le taux de mortalité est de 8-10 % et 2000 cas d’intoxications sont rapportés
chaque année dans le monde (Sierra-Beltran et al., 1998 ; Van Dolah, 2000). Il n’existe pas
d’antidotes aux saxitoxines mais des traitements palliatifs sont utilisés dans le cas de
probléemes respiratoires. La prévention des intoxications par les PST est donc nécessaire. La
charge en toxine est soumise a une réglementation sanitaire définie par ’'Union Européenne
(reglement CE n°853/2004) qui interdit la vente des coquillages qui présentent plus de 80 ug
€q. STX/100 g de chair de coquillage. Sur les cOtes Francaises, les efflorescences sont

principalement dues aux dinoflagellés du genre Alexandrium (Figure 3) (Lassus et al., 2004).

Concentration maximale annuelle
(nb cellules / L eau de mer)
® <10 o

10°-10° @
10*-10° '
105-10° ‘

>10°‘

Figure 3: Répartition et concentration maximale annuelle d'Alexandrium sur les cOtes francaises
(nombre de cellules par litre d'eau de mer) en 2014. D'aprés les données du réseau de surveillance
REPHY-IFREMER.
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En France et particulierement en Bretagne, des efflorescences d’A. minutum ont été
observées depuis 1988 (Fremy et al., 1989). Pendant I'été 2012, une efflorescence toxique a
eu lieu dans la rade de Brest, entrainant une importante contamination des coquillages par
les PST et une interdiction de leur vente. Ce fut le premier cas de contamination des
coquillages par ces toxines enregistré dans la rade de Brest, provocant la fermeture de
I’exploitation dans cette zone, avec une concentration maximale d’Alexandrium minutum de
41x10° cellules/L et une concentration de toxines atteignant 800 g éq. STX/100 g de chair

de coquillage, soit 10 fois le seuil sanitaire (Chapelle et al., 2015).

4. Les toxines paralysantes

La saxitoxine (STX) a été isolée pour la premiere fois en 1957, a partir de tissu de la
palourde Saxidomus giganteus, d’ou elle tire son nom (Schantz et al., 1957). La famille des
STX comprend 57 analogues (Wiese et al., 2010) dont la structure de base est constituée de
trois cycles : pyrimidine, imidazole et pyrrole (Figure 4). Les STX sont classées en quatre
grands groupes déterminés selon leur structure chimique : les saxitoxines (STX et NéoSTX),
les gonyautoxines (GTX), les toxines C et les lyngbyatoxines (LWTX) isolées de la
cyanobactérie Lyngbya wollei aux Etats-Unis. Des dérivés décarbamoylés ont également été
identifiés (dcSTX et dcGTX) (Llewellyn, 2006). Les STX sont solubles dans I’eau mais pas dans
les solvants organiques et sont stables en milieu légerement acide mais sont oxydables a pH
alcalin. Des transformations chimiques de certains analogues de la STX peuvent survenir
dans le milieu naturel, conduisant a des analogues plus toxiques et pouvant augmenter la

toxicité des coquillages contaminés (Jones et Negri, 1997).

Les organismes marins producteurs de STX sont représentés par une vingtaine
d’especes de dinoflagellés, tandis que dans les eaux douces ce sont les cyanobactéries qui
produisent la STX (Llewellyn, 2009). Les organismes marins filtreurs, comme les bivalves,
sont les premiers a bioaccumuler la STX. Cependant, d’autres organismes marins non-
filtreurs, tels que les gastéropodes et les céphalopodes carnivores peuvent bioaccumuler de
la STX dans leurs tissus (Chen et Chou, 1998 ; Robertson et al., 2004), ainsi que des crabes
appartenant a la famille des Xanthidae (Yasumoto et al., 1983). La STX est également

bioaccumulée chez certains vertébrés, principalement des poissons et des amphibiens. Un
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cas trés connu est celui du poisson globe, qui produit de la tétrodotoxine (TTX), mais qui
peut également accumuler de la STX dans ses tissus selon son alimentation (Kodama et al.,

1983).

R Ry

“om

R Rs

GTX2/3

NéoSTX

Figure 4: Structure et réactions de biotransformation des toxines paralysantes (PST). Les
groupements indiqués en bleu sont ceux qui different de la saxitoxine (STX). Les lignes pointillées
correspondent aux données expérimentales de conversion de toxines. dc-STX: décarbamoyle
saxitoxine, GTX: gonyautoxines, SEA: acide 11-saxitoxinethanoique, STX-uk: carbamoyle-N-
méthylsaxitoxine, M1-4 : toxines M, C1-4 : toxines C. Modifié d'apres Wiese et al. (2010).
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5. Effets des PST sur les bivalves marins

Outre I'accumulation des toxines dans leurs tissus, les micro-algues toxiques peuvent
affecter la physiologie des organismes marins, soit directement via le contact des cellules
algales avec I'organisme, soit a cause des toxines libérées par les micro-algues lors de leur
digestion dans le systeme digestif. Les micro-algues sont aussi capables de produire des
composés extracellulaires qui peuvent avoir des effets hémolytiques, ichtyotoxiques ou
encore allélopathiques (Arzul et al., 1999 ; Ford et al., 2008 ; Hégaret et al., 2011). Ces
composés extracellulaires peuvent aussi avoir des impacts sur les organismes marins. |l est
d’ailleurs parfois difficile de faire la distinction entre les effets dus aux phycotoxines et a ces

composés extracellulaires produits par les micro-algues.

Les phycotoxines affectent les bivalves marins a différents niveaux physiologiques.
Les PST en particulier peuvent avoir des impacts aux niveaux tissulaire, cellulaire et
moléculaire. Lors de la filtration, les micro-algues productrices de PST entrent en contact
direct avec les bivalves. Chez I’huitre, le contact avec les tissus avant ingestion peut
provoquer plusieurs réponses. Dans un premier temps, une augmentation de la production
de mucus peut étre observée dans les branchies, traduisant ainsi une réaction de défense
face aux cellules d’algues et probablement liée a la présence de composés actifs
extracellulaires (Haberkorn et al., 2010b). L'augmentation de mucus par les branchies
permettrait d’agglutiner les cellules entre elles et de favoriser leur éjection via les pseudo-
feces’. Des modifications du comportement sont également observées chez les bivalves
nourris avec des micro-algues toxiques, telles qu’une modification de I'activité valvaire,
notamment une augmentation de la fréquence des micro-fermetures (Tran et al., 2010). Des
perturbations de I'activité de filtration ont également été observées chez I’huitre creuse
Crassostrea gigas (Lassus et al., 2004) et les moules Mytilus edulis et M. chilensis (Bricelj et
al., 1990 ; Navarro et al., 2008). Des modifications de |'activité cardiaque ont aussi été
observées chez plusieurs espéces de bivalves (Gainey et Shumway, 1988), ainsi que des
paralysies musculaires (Bricelj et al., 2005 ; Hégaret et al., 2007b). Des impacts ont

également été mis en évidence sur les hémocytes et sur I'expression des génes antioxydants

2 \ . . .
« Féces » expulsés avant ingestion
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chez C. gigas (Haberkorn et al., 2010a ; Fabioux et al., 2015), ainsi que sur l'activité des
enzymes antioxydantes chez le pétoncle Nodipecten subnodosus (Estrada et al., 2007b). Les
PST provoquent également des dommages tissulaires : comme la dégradation des tubules
digestifs observée chez la moule M. edulis exposée a A. fundyense ou encore I'altération du
tissu musculaire présente chez I'huitre C. gigas exposée a A. minutum (Galimany et al., 2008
; Haberkorn et al., 2010a). D’autres études montrent également un effet des micro-algues
productrices de PST sur le développement embryonnaire et larvaire de plusieurs espéces de
bivalves (Springer et al., 2002 ; Yan et al., 2003 ; Leverone et al., 2006 ; Padilla et al., 2006 ;
Shumway et al., 2006). Basti et al. (2013) ont montré, chez |’huitre perliere Pinctada fucata,
une réduction significative de la mobilité et de la vitesse des spermatozoides, de la viabilité
des ceufs, de la fécondité et du taux de développement des embryons exposés in vitro au
dinoflagellé Heterocapsa circularisquama. Des études récentes mettent en évidence que
I’exposition des gametes de I'huitre C. gigas a A. minutum entraine une réduction de la
mobilité et du contenu en ATP?, une modification du contenu en ADN des spermatozoides
(Haberkorn et al., 2010b ; Le Goic et al., 2013), ainsi qu’une augmentation de la production

d’espéces réactives de I'oxygéne dans les ovocytes (Le Goic et al., 2014).

6. Accumulation des PST par les bivalves marins

Méme avec les différents mécanismes de défense utilisés par les bivalves marins, les
efflorescences prolongées entrainent une bioaccumulation des toxines dans leurs tissus. La
bioaccumulation observée varie selon les couples algues toxiques/bivalves. Cependant, la
répartition tissulaire des toxines paralysantes est globalement toujours la méme chez les
bivalves. Les saxitoxines se concentrent principalement dans la glande digestive avec 65 a 95
% du contenu toxinique total (Bricelj et Shumway, 1998 ; Guéguen et al., 2008). Chez le
pétoncle N. subnodosus exposé expérimentalement a Gymnodinium catenatum, la masse
viscérale (comprenant la glande digestive, 'intestin et les palpes labiaux) concentre plus de
80% des toxines, avec par ordre décroissant: la glande digestive, les palpes labiaux,
I'intestin, le manteau, les branchies et le muscle (Estrada et al., 2007a). Cet ordre de

classement est également observé chez le pétoncle Placopecten magellanicus exposé a des

* Adénosine TriPhosphate
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efflorescences naturelles d’Alexandrium spp. (Cembella et al., 1994). Il en est de méme chez
la palourde Spisula solidissima, exposée a des efflorescences naturelles, qui concentre la

majorité des toxines au niveau de la glande digestive (Shumway et al., 1994).

La charge en toxines va également dépendre des mécanismes d’intégration, de
biotransformation et de dépuration, propres a chaque espéce de bivalves. En effet, la
plupart des especes de bivalves sont capables de dépurer I'intégralité des PST en quelques
semaines, tandis que d’autres comme la palourde S. giganteus, le pétoncle Placopecten
magellanicus et la mactre Spisula solidissima peuvent retenir les PST pendant plusieurs mois
ou années (Bourne, 1965 ; Kvitek et Beitler, 1991 ; Shumway et al., 1994). Les profils
toxiniques, représentant I'ensemble des dérivés, des bivalves ayant accumulé des PST
varient selon la toxicité des algues et selon leurs capacités a métaboliser et transformer les
différentes toxines. Les bivalves exposés aux dinoflagellés du genre Alexandrium vont
présenter des taux élevés de GTX, un dérivé de la STX, contrairement aux bivalves exposés
aux dinoflagellés P. bahamense et G. catenatum qui possedent peu de GTX (Deeds et al.,

2008).

L'accumulation de toxines dans les tissus présente également une forte variabilité
interindividuelle. En effet, chez la mye Mya arenaria, il a été observé que la charge en toxine
totale variait d’un facteur 10 entre les individus d’'une méme population exposée a une
efflorescence naturelle (MacQuarrie et Bricelj, 2008). Par ailleurs, chez I'huitre creuse C.
gigas, une variabilité interindividuelle d’un facteur 80 dans la bioaccumulation de PST a été
mesurée dans des huitres exposées expérimentalement a une souche toxique d’A. minutum

(Haberkorn et al., 2011).

La variabilité de lI'accumulation de PST chez les bivalves pourrait étre liée aux
différents parameétres physiologiques cités précédemment, ou encore a la cible méme des
PST. Celle-ci correspond a une protéine transmembranaire appelée le canal sodium voltage-
dépendant. L'objectif de la prochaine section est la description du canal sodium voltage-
dépendant aux niveaux moléculaire et pharmacologique. Tout d’abord, la structure du canal
sera étudiée en décrivant les genes codant les différentes sous-unités et isoformes qui le

composent. Puis, l'influence de la structure du canal sur les fonctions qui lui sont associées
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sera développée. Enfin, la pharmacologie moléculaire des canaux face aux toxines

paralysantes sera détaillée dans le but de connaitre les potentiels effets des PST sur les

organismes au niveau moléculaire.
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Il. Le canal sodium voltage-dépendant

1. Réle du canal sodium voltage-dépendant

Présent uniguement chez les animaux, le systéme nerveux a pour role de conduire un
message nerveux entre les différentes cellules excitables comme les neurones, les myocytes
et les cellules neuroendocrines (Goldin, 2002). La transmission de ce message nerveux ou
signal électrique est réalisé grace a des variations du potentiel membranaire des cellules
excitables, appelées « potentiels d’action » (PA), via des conductances de sodium et de
potassium (Figure 5). Ce phénomeéne a été découvert par Hodgkin et Huxley (1952) qui
étudiaient le potentiel d’action de I'axone géant de calmar par la technique du voltage-
clamp®. Ils ont ainsi démontré que les signaux électriques sont initiés par une activation
voltage-dépendante du courant sodium, faisant entrer des ions sodium dans la cellule. Les
ions sodium et potassium traversent la membrane via des protéines transmembranaires

possédant un pore perméable aux ions appelés canaux voltage-dépendant.
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Figure 5: Potentiel d'action (PA) mesuré a partir d'axone de calmar (Modifié d'apres Bezanilla (2006)
et évolution des conductances Na“ et K.
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Figure 6 : Les différentes conformations des canaux sodium voltage-dépendant (Nay) et potassium
voltage-dépendant (Ky) lors des différentes phases du potentiel daction: dépolarisation (A),
repolarisation (B) et hyperpolarisation (C).

Le potentiel membranaire des cellules au repos est de -60 mV, il est négatif par
rapport au milieu extracellulaire. Lors d’une stimulation, le potentiel membranaire
augmente jusqu’au seuil de déclenchement du PA. Les canaux sodium voltage-dépendant
(Nay) sont activés et s’ouvrent (Figure 6). Un flux d’ions sodium entre alors dans la cellule et
les charges positives s’accumulent jusqu’a provoquer la dépolarisation de la membrane

(Hodgkin et Huxley, 1952). Les canaux s’inactivent et stoppent le flux d’ions sodium. Cette
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dépolarisation de la membrane provoque l'ouverture des canaux potassium voltage-
dépendant et la sortie d’ions potassium de la cellule. La diminution de charges positives a
I'intérieur de la cellule permet la repolarisation de la membrane. De plus, les canaux
potassium ayant une fermeture tardive entrainent I’hyperpolarisation de la membrane
(Bezanilla, 2006). Ce processus empéche la cellule d’émettre un nouveau PA, il s’agit d’une
période réfractaire. Le retour du potentiel membranaire a I’état de repos est possible grace
aux pompes Na/K-ATPase. Le canal sodium voltage-dépendant suit donc 3 stades : fermé,

ouvert et inactivé.

2. Structure moléculaire des Nay

Le canal sodium voltage-dépendant, présent chez tous les animaux, est une protéine
transmembranaire formant un canal ionique qui permet le passage des ions sodium a travers
la membrane cellulaire. Les canaux sont composés d’une sous-unité principale a (220-260
kDa) associée a des sous-unités auxiliaires B (30-40 kDa) chez les mammiferes (Cestéle et

Catterall, 2000) et TipE chez les insectes (Feng et al., 1995).

2.1. La sous-unité a

2.1.1.ldentification et structure de la sous-unité a

La sous-unité a a été décrite pour la premiére fois par Agnew et al. (1980) grace a la
purification de la protéine qui se liait a la TTX chez le poisson Electrophorus electricus. La
structure primaire du canal sodium fut ensuite découverte par Noda et al. (1984) également
a partir d’E. electricus. Des analyses de biologie moléculaire ont ensuite permis d’isoler et de
cloner les ADNc codant le canal sodium voltage-dépendant chez le rat, la taille de '’ADNc
étant d’environ 5800 pb et la séquence protéique d’environ 1900 acides aminés (Kayano et
al., 1988). Les domaines fonctionnels impliqués dans I’activation, l'inactivation et la

sélectivité ont été identifiés plus récemment (Heinemann et al., 1992).
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Figure 7 : Structure de la sous-unité a du canal sodium voltage-dépendant chez les vertébrés. A, Le
canal est composé de quatre domaines homologues (I-IV), ayant chacun six segments
transmembranaires (1-6). Les segments 1 a 4 (en bleu et violet) de chaque domaine correspondent
au domaine de détection du potentiel. Le segment 4 (en violet) est chargé positivement et
correspond au capteur de potentiel. Le segment P et les segments 5 et 6 (en vert) de chaque
domaine sont responsables de la sélectivité du pore pour les ions Na“. Les boucles intracellulaires
entre les différents domaines sont nommeées L1, L2 et L3. La boucle L1 possede beaucoup de sites
de phosphorylation. La porte d'inactivation représentée par un point violet est située sur la boucle
L3. B, Structure 3D du Nay représentant les 4 domaines et les segments transmembranaires. Modifié
d'apres Nieto et al. (2012).

La sous-unité a des Nay est une protéine tres conservée chez tous les organismes ou
elle a été identifiée. La sous-unité a est composée de 4 domaines homologues (DI-DIV) reliés
par des boucles intracellulaires (L1, L2 et L3) et contenant chacun 6 segments
transmembranaires (S1-S6) (Figure 7). Les parties amino- et carboxy-terminales (N-term et C-
term) sont intracellulaires. La sous-unité a possede les structures fonctionnelles du pore
central, le filtre de sélectivité des ions et les capteurs de potentiel. D’aprés la description de
Catterall (2000), une boucle extracellulaire entre les segments 5 et 6 forme une partie du
pore du canal, nommé segment P et contient des acides aminés composant le filtre de

sélectivité aux ions sodium. Les segments 1 a 4 de chaque domaine correspondent au
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domaine de détection du potentiel et le segment 4 joue le role de capteur de potentiel. Il
contient des motifs répétés analogues dans lesquels un résidu lysine ou arginine est suivi de
deux acides aminés hydrophobes (Noda et al., 1984). Les charges positives des résidus lysine
ou arginine, appelées « gating charges », se déplacent a travers le champ électrique lors de
la modification du potentiel de membrane, modifiant la conformation du canal et
permettant I'ouverture du pore (Catterall, 2010). Le site d’inactivation, localisé dans la
boucle intracellulaire L3, contient 3 résidus hydrophobes : I'isoleucine, la phénylalanine et la
méthionine (motif IFM) (Vassilev et al., 1988 ; West et al., 1992). Aprés le mouvement des
capteurs de potentiel, le site d’inactivation se branche sur le pore et empéche le flux d’ions
sodium a travers le canal. Les mécanismes d’activation et d’inactivation ainsi que le filtre de

sélectivité seront détaillés dans le paragraphe 3.

2.1.2.Diversité des sous-unités a chez les vertébrés

Chez les mammiferes, neuf genes codant des sous-unités o ont été caractérisés
(Nayl1l.1 - Nayl1.9). lls sont nommés selon une nomenclature systématique basée sur le
modele de la classification des canaux potassium et calcium (Goldin, 2000). Celle-ci
s’appliqgue également aux canaux identifiés chez d’autres vertébrés et invertébrés, comme
chez les poissons Danio rerio et Sternopygus macrurus (Goldin, 2002). Chez les mammiféres,
une dixieme isoforme (Na,) posseéde des fonctions similaires, mais ne partage que 50%
d’homologie de séquence avec les autres isoformes. Le capteur de potentiel de la sous-unité
Na, possede moins de résidus acides aminés positifs et le site d’inactivation IFM est absent.
Cette isoforme est non-voltage-dépendante et pourrait jouer un réle dans ’homéostasie” du
sodium extracellulaire (Watanabe et al., 2000). Cette isoforme ne sera pas considérée dans

la suite de I'introduction.

Les neuf sous-unités o de Nay de mammiferes se distinguent selon leur homologie de
séquence, la localisation chromosomique des génes, leur profil d’expression tissulaire et leur
sensibilité a la TTX et peuvent étre classées en quatre groupes (Figure 8) (Ogata et Ohishi,

2002). L’'homologie de séquence protéique est importante, environ 80% pour les Nay1.1, 1.2,

5 ) . . .
Processus de régulation maintenant les constantes cellulaires
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1.3 et 1.7, mais les neuf isoformes possedent des propriétés pharmacologiques et

électrophysiologiques différentes (Catterall et al., 2005).

Les genes codant pour les sous-unités a sont exprimés différemment selon les tissus
excitables (Figure 8) (Vacher et al., 2008 ; Eijkelkamp et al., 2012). Quatre isoformes,
Nay1.1, Nayl.2, Nayl.3 et Nayl.6, sont fortement exprimées dans le systéme nerveux central
(SNC) (Goldin, 2001). Les genes codant pour Nayl.1, Nayl.2, Nayl.3 ont été initialement
isolés a partir du SNC de rat (Noda et al.,, 1986 ; Kayano et al., 1988) et nommés
respectivement SCN1A, SCN2A et SCN3A. Nayl.1 a été identifié dans le SNC mais il est
également fortement exprimé dans le systéme nerveux périphérique (SNP). Tandis que
Nayl.2 et Nay1.3 sont beaucoup plus exprimés dans le SNC que dans le SNP (Beckh, 1990).
Nayl.6 a été isolé a partir de cerveau, de ganglions de la racine dorsale (DRG) et de rétine de
rat, ainsi que de cerveau de souris (Burgess et al., 1995 ; Schaller et al., 1995 ; Caldwell et
al., 2000). Nayl1.6 est l'isoforme la plus exprimée du SNC. La séquence totale codante de

Nay1.6 a pu étre identifiée chez 'Homme et nommée SCN8A (Plummer et al., 1998).

Relation phylogénétique Isoforme Géne Locallsatu?n D"_jt"bu_t'on
chromosomique tissulaire
Na,1.6 SCNS8A Chromosome 15 SNP, SNC
Nay1.2 SCN2A
Nay1.1 SCN1A
Chromosome 2 SNC
Nav1 3 SCN3A
I Nay1.7 SCN9A
Na,1.4 SCN4A Chromosome 11 Muscle squelettique
Nay1.5 SCN5A Muscle cardiaque
o Nay1.8 SCN10A Chromosome 9
SNP
Nay1.9 SCN11A

Figure 8 : Caractéristiques des différentes isoformes de la sous-unité a du Nay chez les mammiferes :
relation phylogénétique, gene codant la sous-unité q, localisation chromosomique et distribution
tissulaire. SNP : systeme nerveux périphérique, SNC: systeme nerveux central. Modifié d'apres
Catterall et al. (2005).
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Deux isoformes sont trés présentes dans les muscles, Nayl.4 dans le muscle
squelettique adulte et Nay1.5 dans les muscles squelettiques dénervés et embryonnaires et
dans le muscle cardiaque (Goldin, 2001). Nay1.4 et Nay1.5 ont été initialement isolés a partir
de muscle squelettique de rat (Trimmer et al., 1989 ; Kallen et al., 1990). Les génes codant
pour ces deux isoformes sont nommeés respectivement SCN4A et SCN5A. Nayl.4 est
fortement exprimé dans le muscle squelettique adulte mais trées peu dans le muscle
squelettique néonatal et pas du tout dans le cerveau ou le coeur (Trimmer et al., 1989).

Contrairement a Nay1.4, Nay1.5 est trés exprimé dans le coeur (Rogart et al., 1989).

Les trois autres isoformes Nayl.7, Nay1.8 et Nayl.9 sont principalement exprimées
dans le SNP et ont été initialement isolées a partir de ganglions de la racine dorsale (DRG) de
rat (Akopian et al., 1996 ; Sangameswaran et al., 1997 ; Dib-Hajj et al., 1998). Les génes
codant pour Nayl.7, Nayl1l.8 et Nayl.9 sont nommeés respectivement SCN9A, SCN10A et
SCN11A. Nayl.7 est exprimé dans tout le SNP et est présent dans les neurones de DRG, les
cellules de Schwann® excitables et les cellules neuroendocrines (Belcher et al., 1995 ;
Klugbauer et al., 1995). Nay1.8 est exprimé localement dans les neurones sensoriels des
DRG et dans le ganglion trigéminal (ganglion du nerf trijumeau). Nay1.9 est exprimé dans les

petites fibres des DRG et également dans le ganglion trigéminal (Dib-Hajj et al., 1999).

2.1.3.Les sous-unités a chez les insectes et autres invertébrés

La structure primaire des canaux Nay est tres étudiée chez les insectes car elle
permet de comprendre les relations structure/fonction entre le Nay et les insecticides
(Davies et al., 2007). Les sous-unités a des canaux Nay d’insectes sont similaires a celles des
vertébrés et sont également associées a des sous-unités auxiliaires. Chez Drosophila
melanogaster, modele trés étudié, c’est le géne « para » qui code pour les sous-unités a,
nommée aussi DmNay (Dong, 2007). D’autres arthropodes comme le scorpion et |'araignée,
permettent également d’étudier les relations des Nay avec les toxines, dans un intérét

pharmacologique (Zuo et al., 2006 ; Bosmans et al., 2007 ; Gordon et al., 2007).

6 . o ;. . . I
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Deux types de genes codant pour la sous-unité a existent chez les invertébrés, Nayl
et Nay2, tandis que les vertébrés possedent au moins neuf genes qui codent tous pour des
sous-unités a de la famille Nay1 (Zakon, 2012). Chez les insectes, deux génes codant pour
des sous-unités a de Nay (para et DSC1) ont été mis en évidence et classés comme étant de
type Nayl (Dong, 2007). Des études ont ensuite montré que le géne DSC1 chez la drosophile
D. melanogaster coderait plutét pour un nouveau type de canal calcium et non un canal
uniquement sélectif aux ions sodium. De plus, chez la blatte Blattela germanica, le gene
BSC1 (homologue de DSC1) possede également une sélectivité pour les ions calcium (Zhou et
al., 2004). Les génes DSC1 et BSC1 appartiendraient donc aux canaux de types Nay2 sélectif
aux ions calcium et sodium. Les deux canaux Nayl et Nay2 se distinguent principalement
selon la composition de leur filtre de sélectivité (détaillé dans le paragraphe 3.2 de cette
section). Par ailleurs, le géne du Nay qui prédomine chez les invertébrés et qui est le géene
ancestral chez les vertébrés est Nayl. Il est a noter que plusieurs duplications de ce géne
ancestral ont permis de générer les différentes isoformes de Nayl chez les vertébrés
(Goldin, 2002). De plus, d’apres des analyses phylogénétiques, il apparait que les canaux de
types Cay (calcium voltage-dépendant) et Nay2 seraient apparus avant les canaux de types

Nayl (Moran et al., 2015).

2.2. Les sous-unités auxiliaires

2.2.1.Diversité et structure des sous-unités 3 chez les vertébrés

Les sous-unités B s’associent a la sous-unité o des canaux et permettent la
modulation des phases d’activation et d’inactivation. Les sous-unités a sont capables de
générer des courants sodium en |'absence de sous-unité B, mais ils présentent des
cinétiques différentes. Chez les mammiferes, il existe quatre genes SCN1B, SCN2B, SCN3B et
SCN4B codant respectivement pour les sous-unités NayB1, NayB2, NayB3 et NayB4 (Morgan
et al., 2000 ; Qu et al., 2001 ; Yu et Catterall, 2003). Ces sous-unités sont divisées en deux
groupes selon leur association avec la sous-unité a. Nay,B1 et NayB3 se lient avec des liaisons
non-covalentes, tandis que NayB2 et Na\p4 se lient au domaine extracellulaire par des ponts
disulfures (Yu et Catterall, 2003 ; Catterall, 2012). Des sous-unités homologues ont été

caractérisées chez le poisson Danio rerio et sont nommées zbetal, zbeta2, zbetad.l et
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zbeta4.2 (Chopra et al., 2007). NayB1 possede un variant, d( a I'épissage alternatif, nommé
NayB1B (précédemment nommé NayB1A) ce qui amene a 5 le nombre total de sous-unité 3
connues a ce jour (Kazen-Gillespie et al., 2000 ; Qin et al., 2003). Comme les sous-unités a
auxquelles elles sont associées, les sous-unités B sont principalement exprimées dans les
neurones centraux et périphériques, les cardiomyocytes et les cellules excitables des
muscles squelettiques (Morgan et al., 2000 ; Yu et Catterall, 2003 ; Maier et al., 2004 ;
Vacher et al., 2008). Elles peuvent aussi étre exprimées dans des cellules non-excitables

comme les cellules souches, gliales et endothéliales vasculaires (Brackenbury et Isom, 2011).
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Figure 9 Structure des sous-unités (3 du canal sodium voltage-dépendant chez les vertébrés. Les
sous-unités 31, 2, 3 et 4 sont composées d'un seul segment transmembranaire et possedent une
boucle immunoglobuline (Ig) extracellulaire. La sous-unité 1B est cytosolique et possede également
la boucle Ig. B1 et B3 présentent un site de phosphorylation au niveau de I'extrémité C-term et se
lient a la sous-unité a par des liaisons non-covalentes. 32 et B4 se lient a la sous-unité a par des
ponts disulfures. P : site de phosphorylation. W : sites de glycosylation. Modifié d'aprés Brackenbury
et Isom (2011).

La structure de la sous-unité B ressemble a celle de la famille des CAM’ (cell adhesion
molecules) et des études ont montré son rdle dans la localisation et I'immobilisation des
canaux sodium voltage-dépendant dans des zones spécifiques des cellules excitables (Isom

et al., 1995 ; Brackenbury et Isom, 2011). La sous-unité B est composée d’un seul domaine

7 s . , . . . .
Protéines intervenant dans les mécanismes de liaison cellulaire
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transmembranaire et possede une grande extrémité N-term extracellulaire et une petite
extrémité C-term intracellulaire (Figure 9). L'extrémité N-term posséde un domaine
immunoglobuline (Ig) qui chez NayB1l contient des cystéines pouvant former des ponts
disulfures avec la sous-unité a (Isom, 2001). Cette extrémité N-term possede également
plusieurs sites de N-glycosylation importants dans la régulation des sous-unités B (Isom et
Catterall, 1996). La partie C-term peut également interagir avec la sous-unité a. Le
domaine Ig des sous-unités B a un rble de liaison similaire aux CAM qui interagissent avec les

protéines extracellulaires (Catterall, 2014).

2.2.2.Les sous-unités B chez les insectes

La structure des sous-unités B des insectes est différente de celle des vertébrés. Une
protéine nommeée TipE (pour Temperature-induced paralytic E) a été retrouvée chez D.
melanogaster et possede des fonctions similaires aux sous-unités B de vertébrés (Feng et al.,
1995). Plusieurs homologues sont retrouvés chez les insectes, comme le moustique
Anopheles gambiae et la mouche Musca domestica (Tseng et al., 2007). La sous-unité TipE
est une protéine transmembranaire possédant deux domaines reliés par une boucle
extracellulaire, les extrémités N-term et C-term sont intracellulaires (Figure 10). La sous-
unité TipE est associée a la sous-unité para et aide a linsertion membranaire et la

stabilisation des Nay chez la drosophile (Feng et al., 1995).
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Figure 10 : Structure de la sous-unité TipE du canal sodium voltage-dépendant chez Drosophila. La
sous-unité est composée de deux segments transmembranaires reliés par une large boucle
extracellulaire. Les extrémités N-term et C-term sont intracellulaires. P : site de phosphorylation. W :
sites de glycosylation. Modifié d'aprés Feng et al. (1995).
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3. Relation structure-fonction des canaux Nay

Pendant le potentiel d’action, le Nay passe par plusieurs états en commengant par
I'activation, puis l'inactivation qui facilite la repolarisation au potentiel de repos. En effet, le
canal possede deux portes, la porte d’activation et la porte d’inactivation, devant étre
ouvertes toutes les deux pour que la conduction ait lieu. Le segment 4 qui est le capteur de
potentiel joue un réle important dans I'activation du canal Nay, via ses charges positives. La
boucle intracellulaire L3, située entre les domaines Il et IV, est importante dans
I'inactivation du canal Nay. Les ions sodium passent a travers le pore du canal grace au filtre
de sélectivité présent sur les segments P de chaque domaine. Les trois processus clés,

I’activation, la sélectivité et I'inactivation, sont détaillés dans les paragraphes suivants.

3.1. Activation

L’activation du canal est possible grace aux déplacements de charges positives lors de
la dépolarisation (Noda et al., 1984). Les charges positives proviennent de motifs répétés
d’acides aminés arginine et lysine et sont présentes sur les segments 4 de chaque domaine
(de 3 a 7 charges selon le domaine) (Stilhmer et al., 1989). La structure des segments 4 est
également déterminante dans leur fonction de capteur du potentiel (Kontis et al., 1997).
L'ouverture de la porte d’activation nécessite I'activation des segments 4 dans les domaines
I, Il et lll et une activation partielle du segment 4 dans le domaine IV (Chanda et Bezanilla,
2002 ; Armstrong, 2006). En réponse a la dépolarisation, les segments S4 fortement chargés
se déplacent vers le milieu extracellulaire, modifiant ainsi la conformation du canal et
permettant l'ouverture du pore pour laisser passer les ions sodium (Figure 11). Le
déplacement des segments 4 et I'activation du canal sont basés sur un modele appelé

« hélice coulissante » ou « vis hélicoidale » (Guy et Seetharamulu, 1986 ; Catterall, 2010).
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Figure 11 : Représentation schématique du modele de « I'hélice coulissante » ou « la vis hélicoidale ».
Le segment 4 d'un domaine est ici illustré comme un cylindre rigide dans le canal. Les charges
positives représentées par des croix jaunes sont neutralisées par linteraction avec des charges
négatives provenant du canal. Lors de la dépolarisation, les segments 4 se déplacent vers l'extérieur
en tournant le long du canal. Modifié d'apres Catterall (2000).

3.2. Filtre de sélectivité

Les canaux Nay ont la capacité de sélectionner les ions sodium parmi le mélange
ionique présent dans le milieu extracellulaire. lls peuvent discriminer les ions sodium des
ions potassium ayant la méme charge, ainsi que les ions calcium. Le filtre de sélectivité, qui
est la partie la plus étroite du pore, controle la sélectivité du canal en modifiant sa structure
et en entrainant une perte partielle ou totale de sélectivité (Dudev et Lim, 2014). Quatre
acides aminés clés ont été identifiés au sein du filtre de sélectivité des Nay correspondant au
motif DEKA (aspartate, glutamate, lysine et alanine) et formant un anneau interne (Figure
12) (Terlau et al., 1991 ; Heinemann et al., 1992). Chaque acide aminé provient d’un des 4
segments P des domaines I-IV. Il a été démontré que la mutation du motif DEKA du Nay en
DEEE entrainait une sélectivité du canal pour le calcium (Heinemann et al., 1992). De plus,
des études de mutagenése dirigée sur chacun des domaines des canaux sodium ont
démontré I'importance des acides aminés dans la sélectivité aux ions sodium (Favre et al.,
1996 ; Lipkind et Fozzard, 2008). En effet, chez les insectes une étude a démontré que le
glutamate (E) dans le domaine Il du canal BSC1 (précédemment classé comme un Nay) joue
un roéle clé dans la sélectivité aux ions calcium (Zhou et al., 2004). Par ailleurs, une étude
réalisée sur les Nay de rat a permis d’identifier d’autres acides aminés provenant du

domaine IV et étant impliqués dans la sélectivité des ions (Tsushima et al., 1997). Un second




Introduction générale - Le canal sodium voltage-dépendant

anneau dit externe, participe également a la conductance des ions sodium. Il correspond au

motif EEDD chez les mammiféres (Chiamvimonvat et al., 1996).
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Figure 12: Structure, filtre de sélectivité et site de fixation de la TTX du canal sodium voltage-
dépendant. A, Structure du Nay avec les 4 domaines homologues (I-IV) et les 6 segments
transmembranaires (1-6) pour chaque domaine. Le segment P relie les segments 5 et 6 de chaque
domaine. En bleu sont représentés les acides aminés de l'anneau intérieur et en vert ceux de
l'anneau extérieur. B, Partie entrante des segments P de chaque domaine. Les acides aminés
responsables du filtre de sélectivité DEKA (cercle bleu) forment I'anneau intérieur (tiret bleu). Les
acides aminés EEDD (cercle vert) forment I'anneau extérieur (tiret vert). Les molécules de TTX vont
interagir avec les acides aminés des deux anneaux. Modifié d'aprés Soong et Venkatesh (2006).

Les acides aminés du filtre de sélectivité jouent un roéle clé dans I’affinité de liaison de
la TTX et la STX au Nay (Noda et al., 1989). Des études d’électrophysiologie ont démontré
gue ces deux toxines agissaient comme des bloqueurs du filtre de sélectivité au niveau de
I'extérieur du pore des Nay (Hille, 1984). Les sites récepteurs des toxines TTX et STX
comprennent les anneaux intérieur (DEKA) et extérieur (EEDD) du pore (Soong et
Venkatesh, 2006). En effet, les molécules de STX et TTX interagissent avec les acides aminés
des deux anneaux et bloquent le pore du canal de fagon stérique et/ou électrostatique. Par
ailleurs, des études de mutagénese dirigée sur les acides aminés de I'anneau extérieur ont

montré des variations de sensibilité a la TTX (Satin et al., 1992 ; Du et al., 2009).
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3.3. Inactivation

L’inactivation est un processus empéchant le Nay de s’ouvrir a nouveau pendant une
période réfractaire. Cette période d’inactivation est le plus souvent rapide (1 ms) mais elle
peut durer plus longtemps, c’est I'inactivation lente (> 1 s) ou ultra-lente (1 min) (Ulbricht,
2005). L'inactivation rapide est importante pour la repolarisation du potentiel d’action, c’est
la seule force repolarisante outre le courant de fuite dans les nceuds de Ranvier des
mammiféres. L’inactivation lente peut jouer un réle dans la régulation de I'excitabilité en
modulant les décharges en rafale. Les deux types d’inactivation ont des mécanismes

différents impliquant des zones différentes du canal.

Plusieurs études de biochimie et de mutagénéses dirigées ont démontré I'importance
de la boucle intracellulaire L3 dans l'inactivation du canal Nay1.2 de rat (Stilhmer et al., 1989
; Patton et al., 1992 ; West et al., 1992). Les acides aminés associés a l'inactivation rapide
sont situés sur la boucle L3 et correspondent au peptide IFMT (Isoleucine, Phénylalanine,
Méthionine, Thréonine) (Motoike et al., 2004 ; Yu et al., 2005). Le peptide IFMT, aussi
appelé particule d’inactivation, a pour rble de bloquer le pore du canal du co6té
cytoplasmique, selon le principe de « couvercle a charniere » ou « boule et chaine »
(Kellenberger et al., 1996 ; Goldin, 2003). Lors de la dépolarisation, le déplacement du
segment S4 de chaque domaine, favorise la liaison du peptide IFMT a ses récepteurs situés
au niveau du segment transmembranaire 1VS6 et de la boucle intracellulaire 1VS4-S5
(McPhee et al., 1995, 1998). La partie C-term du Nay joue également un réle dans la

stabilisation du canal a I’état inactivé (Motoike et al., 2004).

Pour I'inactivation rapide, une partie du canal forme un « couvercle a charniére » au
niveau de l'ouverture du pore du coté cytoplasmique. Pour l'inactivation lente, c’est le
changement conformationnel de la structure du pore qui améne a une réduction de la
conductance des ions sodium. Les acides aminés importants dans ce processus ont été
identifiés au niveau des segments IVS4 et 11S6 et de la boucle 11S5-S6 (Goldin, 2003 ; Ulbricht,
2005).
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4. Pharmacologie moléculaire des canaux Nay face aux toxines paralysantes

Les Nay sont la cible de nombreuses molécules naturelles ou synthétiques comme les
neurotoxines, les anesthésiques locaux ou les insecticides, qui entrainent de fortes
modifications fonctionnelles en se fixant sur différents récepteurs des Nay (Catterall et al.,
2007). Parmi eux, sept récepteurs des neurotoxines ont pu étre identifiés sur le Nay : le site 1
est la cible des TTX, STX et pu-conotoxines qui bloquent la conductance des ions, le site 2 est
la cible des batrachotoxines et vératridines qui provoquent une activation persistante, le site
3 est la cible des a-toxines de scorpion et toxines des anémones de mer qui ralentissent et
bloquent l'inactivation, le site 4 est la cible des B-toxines de scorpion qui modifient le
potentiel membranaire d’activation, le site 5 est la cible des brévétoxines et ciguatoxines qui
déplacent la courbe d’activation, le site 6 est la cible des &-conotoxines qui empéchent
I'inactivation et le site 7 est la cible des pyréthrinoides qui altérent différemment les
fonctions du Nay selon le type de molécules (Figure 13) (Cestéle et Catterall, 2000 ; Denac et

al., 2000 ; Zhang et al.,, 2013). Cette partie s’intéressera uniquement aux toxines

paralysantes (TTX et STX) ciblant le site 1 (segment P) du Nay et a leur mode d’action.

@ site 1a - Tétrodotoxine, saxitoxine Site 4 - B-toxine de scorpion
@ Ssite 1b - p-conotoxine ¢ Site 5- Ciguatoxine, brevetoxine
@ site 2 - Batrachotoxine, veratridine @ Ssite 6- 5-conotoxine

@ site 3 - a-toxine de scorpion @ Ssite 7 - Pyréthrinoide

Figure 13 : Représentation schématique de la sous-unité a du Nay et des sites récepteurs de toxines.
La localisation des sites de fixations des différentes neurotoxines est représentée par couleur selon
la légende ci-dessus. Modifié d'aprés Zhang et al. (2013).
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4.1. Site de fixation et mode d'action des toxines, STX et TTX

Le site 1 est la cible de deux groupes de toxines, des guanidines hétérocycliques
composées de STX et TTX et des toxines peptidiques avec les p-conotoxines (Catterall et al.,
2007). Les toxines se fixant au site 1 sont appelées des bloqueurs de pore car leur liaison au
Nay va obstruer le pore du canal empéchant la conductance des ions. Le site 1 correspond au
segment P reliant les segments 5 et 6 de chaque domaine du canal (Figure 13). L'interaction
la plus forte entre les toxines et le Nay est située au niveau de I'anneau intérieur du segment
P avec les 4 acides aminés DEKA décrits précédemment (Al-Sabi et al., 2006).

Alors que leur structure chimique est tres différente, la TTX et la STX partagent la
méme fonction biologique, en partie grace a leur groupe guanidinium (Figure 14) et ciblent
avec une grande affinité le méme site de fixation. Chez la TTX, le groupe 1,2,3-guanidinium
et les groupe hydroxyles en C4, C9 et C10 possedent des interactions électrostatiques
attractives avec les résidus acides du filtre de sélectivité et I'anneau extérieur (Penzotti et
al., 1998 ; Lipkind et Fozzard, 2000 ; Blumenthal et Seibert, 2003). De plus, I'extrémité C-
term proche de I'aspartate du motif DEKA et un tryptophane conservé du domaine Il sont
impliqués dans ces interactions (Scheib et al., 2006). Chez la STX, le groupe 7,8,9-
guanidinium chargé positivement et deux groupes hydroxyles en C12 sont impliqués dans la
fixation au Nay (Lipkind et Fozzard, 1994 ; Llewellyn, 2006). Les charges positives du groupe
guanidinium interagissent avec les charges négatives des groupes carboxyles du site 1
(Catterall, 1980).

TTX STX
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Figure 14 : Structure moléculaire de la tétrodotoxine (TTX) et de la saxitoxine (STX). Pour la TTX, le
groupe guanidinium et les hydroxyles C4, C9 et C10 (en bleu) sont important pour la fixation au Nay.
Pour la STX, clest le groupe 7,8,9-guanidinium (en violet) et I'hydroxyle C12 (en bleu) qui sont
impliqués dans la fixation. Modifié d'apres Blumenthal et Seibert (2003) et Soong et Venkatesh
(2006).
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4.2. Sensibilité des Nay aux toxines, TTX et STX

Les organismes peuvent présenter des sensibilités différentes du Nay face a la TTX et
la STX. Les Nay étant assez vulnérables face au blocage par les toxines, de nombreux animaux
régulierement exposés aux toxines dans leur milieu naturel vont posséder des Nay
relativement insensibles pour survivre. En effet, il a été démontré chez plusieurs organismes
une résistance des Nay a la TTX et la STX, comme des méduses, des crabes, des mollusques
et des serpents (Tableau 1) (Twarog et al., 1972 ; Anderson, 1987 ; Daigo et al., 1988 ;
Geffeney et al., 2002). Chez les vertébrés, les différentes isoformes de Nay possédent
différentes sensibilités a la TTX et peuvent étre classées selon cette sensibilité. Les Nay1.1,
Nayl1.2, Nayl.3, Nayl.4, Nayl.6 et Nayl.7 sont bloqués par des concentrations de TTX de
I'ordre du nanomolaire et sont appelés TTX-sensibles (TTX-S). Les Nay1.5, Nay1.8 et Nay1.9
sont bloqués a partir de concentrations de TTX dépassant le micromolaire et sont appelés
TTX-résistants (TTX-R) (de Lera Ruiz et Kraus, 2015). Il a été démontré chez le Nay1.2 de rat
gue la mutation de I'acide aminé glutamate (E) du domaine | en glutamine (Q) entrainait une
résistance a la TTX et la STX (Noda et al., 1989). |l a été démontré chez la mye, Mya arenaria,
que la résistance a la STX est liée a un acide aminé du segment P dans le domaine Il (Bricelj
et al., 2005). Lorsque l'acide aminé (en position 632) est un glutamate (E) le canal est
sensible a la STX alors qu’une substitution par un aspartate (D) confére une résistance du
canal. Ce qui différencie ces deux acides aminés est la présence d’un groupe méthylene en
plus dans le glutamate. Les myes portant I'acide aminé D responsable de la résistance a la
STX, qualifiées de résistantes, font partie d’'une population régulierement exposée aux PST.
Les PST ont exercé une pression de sélection aboutissant a I'augmentation de la fréquence
de l'allele résistant dans les populations de myes régulierement exposées. Les myes dites
sensibles vont présenter I'acide aminé E et font partie d’'une population non exposée aux

PST.



Introduction générale - Le canal sodium voltage-dépendant

Tableau 1: Sensibilité des organismes a la tétrodotoxine (TTX) et la saxitoxine (STX). Les
concentrations efficaces de toxines sont exprimées selon la constante de dissociation (Kq) ou la
concentration requise pour inhiber 50 % (ICsp) ou 100 % (IC;0) du courant Na* ou des potentiels
d'action.

Concentration efficace de toxines (M)

Embranchement Espéces TTX STX Références
Vertébrés Rat 1,8x10"°  ICs 1,2x10"° ICs,  Terlau et al., 1991
Couleuvres rayées  3x10° - 4x10° K4 Geffeney et al., 2002
Poissons globes >3x107 Kq 2x107 Ky Kidokoro, 1974
Mollusques Moule commune >3x10” >3x10™ Twarog, 1972
Pétoncle géant >3x10” >3x10™
Pétoncle de baie 3x10°® 1C100 3x10* 100
Huitre américaine 3x10” IC100 3x107  ICyp0
Mye >3x10” 3x10°  ICy, Twarog, 1972
sensible 1,1x10%  ICs 1,7x10° ICs,  Bricelj et al., 2005
résistante  3,5x10°  ICsp 2,7x10°  ICs,
Arthropodes Crabes 10" ICs 10" ICs, Daigo et al., 1988
Drosophiles 2x10™° ICso 2x10° Ky  Fengetal., 1995
Plathelminthes Bdelloura 108 ICso >10" Blair et Anderson, 1993

Anderson, 1987 ;

Cnidaires Méduses >10 Spafford et al., 1999

L'analyse des données de caractérisation a permis de mettre en évidence qu'il
existait une variabilité importante des isoformes du Nay, possédant chacune des propriétés
pharmacologiques et biophysiques différentes. Il est donc intéressant de connaitre les
mécanismes permettant de générer une telle diversité moléculaire et de comprendre les
processus permettant de moduler I'activité et la sensibilité des Nay. La prochaine section
s’intéressera donc a la modulation de la structure et de |'activité des Nay, en décrivant tout
d’abord I'importance des modifications génétiques. Puis, seront décrites les modifications
post-transcriptionnelles, telles que I'épissage alternatif et I’édition. Enfin, la régulation des
Nay par des modifications post-traductionnelles et des interactions avec d’autres protéines

sera détaillée.
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lll. Modulation de la structure et de l'activité des Nay par des
modifications pré- ou post-transcriptionnelles et post-
traductionnelles

1. Présentation des mécanismes générant de la diversité moléculaire

Le fonctionnement d’un organisme est basé sur trois éléments fondamentaux
composant l'unité cellulaire et moléculaire : les ADN, les ARN et les protéines. Brievement,
I’ADN responsable du stockage de l'information génétique est divisé en genes et régions
non-codantes. Leur expression permet la synthése de I’ARN, puis de protéines. La séquence
d’'une protéine est une structure primaire correspondant a un enchainement d’acides
aminés, qui va ensuite se replier et prendre une conformation particuliére déterminant sa
fonction. Les ARN peuvent étre codants et permettre la synthése d’une protéine ou étre
non-codants et avoir un role de régulateur en se comportant comme une protéine. Chacun
de ces trois éléments est régulé a différents niveaux. LADN peut étre soumis a de la
diversité génétique comme du polymorphisme nucléotidique. L'ARN est soumis a des
régulations post-transcriptionnelles qui vont générer des protéines avec des structures
moléculaires différentes. Les protéines vont subir des régulations post-traductionnelles qui

vont moduler brievement leur activité (Figure 15).
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Figure 15: Représentation simplifiée de la transcription et de la traduction, comprenant la
localisation du polymorphisme de type SNP (1), les modifications post-transcriptionnelles (épissage
alternatif et/ou édition) (2) et post-traductionnelles (3). ORF (Open Reading Frame) : cadre ouvert de
lecture, start : début du gene, stop : fin du gene.
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2. Le polymorphisme génétique

Le polymorphisme génétique est le plus souvent représenté par le polymorphisme de
nucléotide simple (SNP) ou mutation ponctuelle. En effet, les SNP correspondent aux
variations de séquence présentes dans le génome et sont les plus abondantes. Par
convention, un SNP correspond a la variation d’un seul nucléotide de la séquence d’ADN
génomique et cette variation est présente dans plus de 1% de la population (Figure 16). Un
SNP peut étre présent dans les régions codantes ou non-codantes de ’ADN et ne modifie pas
nécessairement la séquence protéique. Le SNP peut conduire a une mutation non-
synonyme, c’est-a-dire qu’il y a substitution d’un nucléotide entrainant une modification de
I'acide aminé et de la séquence protéique. A I'inverse, la mutation synonyme n’entraine pas
de modification d’acide aminé et de la séquence protéique, grace a la redondance du code
génétique. Le polymorphisme nucléotidique est un critére de variabilité génétique important
et il permet d’étudier d’éventuelles adaptations et pressions de sélection sur des genes

ciblés.

OO~
G T
V4 CARCG

A
//\/ Ccacca’

Figure 16: Représentation schématique de la mutation ponctuelle. SNP: single nucleotid
polymorphism.

Les mollusques marins sont reconnus comme ayant I'un des plus grand taux de
polymorphisme du régne animal (Solé-Cava et Thorpe, 1991). Le polymorphisme du bivalve
C. gigas est I'un des plus élevés avec un SNP pour 40 pb dans les régions non-codantes et un

SNP pour 60 pb dans les régions codantes (Hedgecock et al., 2005 ; Sauvage et al., 2007).
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Le polymorphisme nucléotidique entraine de nombreuses modifications
fonctionnelles des Nay. Chez les vertébrés, il a été observé I'existence de SNP entrainant des
modifications du Nayl.7 et associé a l'augmentation de la perception de la douleur
(Reimann et al., 2010). Par ailleurs, I'existence de polymorphisme dans le promoteur du
Nayl.5 est fonctionnellement liée a la diminution de I’expression du courant sodium dans
certaines maladies cardiaques (Yang, 2004 ; Wilde et Brugada, 2011). Chez la mye, Mya
arenaria, il a été démontré qu’un SNP dans le segment P du domaine Il entrainait une
modification du Nay et ainsi une résistance a la STX (Bricelj et al., 2005). Plusieurs insectes
présentent également du polymorphisme entrainant une résistance aux insecticides
pyréthrinoides (Forcioli et al., 2002 ; Araujo et al., 2011 ; Tan et Soderlund, 2011 ; Martins
et Valle, 2012). Les insecticides ou les toxines tels que les PST agissant comme une pression
de sélection, des génotypes spécifiques associés a une forme résistante du Nay vont étre

sélectionnés et leur fréquence va ainsi augmenter au sein d’'une population.

3. Diversité moléculaire des Nay : modifications post-transcriptionnelles

3.1.L'épissage alternatif

3.1.1.Principe de I'épissage alternatif

L'épissage alternatif a lieu aprés la transcription de I’ADN génomique en ARN pré-
messager. Les introns qui correspondent a des régions non-codantes sont excisés et les
exons sont liés entre eux pour former 'ARN mature. Certains exons appelés alternatifs
peuvent étre excisés et suivant le méme principe, certains introns peuvent étre conservés.
La sélection des exons est dépendante d’une machinerie cellulaire capable de différencier

les exons des introns et de reconnaitre leur jonction (Kelemen et al., 2013).

L’épissage alternatif est un processus important de régulation chez les eucaryotes qui
contribue a la diversité fonctionnelle des protéines par sa capacité a controler I'expression
des génes. Son existence a été démontrée grace a I'étude des modifications post-

transcriptionnelles (Gilbert, 1978). Environ 50% des génes humains exprimés seraient
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régulés par I'épissage alternatif et cela concernerait principalement le systéme immunitaire
ainsi que le systéme nerveux et la transduction du signal (Modrek et al., 2001 ; Letunic et
al., 2002). Le mécanisme de I'épissage alternatif, reposant sur des combinaisons différentes
d’exons, permet la synthése de plusieurs variants de transcription (Black, 2003). Ces
transcrits vont coder pour des séquences protéiques différentes avec des activités chimique
et biologique distinctes. Ce processus est une étape essentielle lors de la différenciation
tissulaire et le développement car il permet d’obtenir une diversité protéique complexe
(Lopez, 1998). Il est également considéré comme le mécanisme générant le plus de diversité
protéique. L'exemple le plus marquant est celui du géne Dscam présent chez les drosophiles,
impliqué dans le développement, la migration et la connexion des neurones. L’ARN pré-
messager qui lui est associé peut générer 38000 ARNm différents par épissage alternatif

(Graveley, 2001).

3.1.2.Mécanisme de la réaction d’épissage

La machinerie de [I'épissage alternatif regroupe plusieurs éléments, dont le
splicéosome qui est un macrocomplexe ribonucléoprotéique composé de cinq petits ARN
nucléaires (small nuclear RNA ou snRNA) associés a des protéines pour former les particules
snRNP (small nuclear RiboNucleoProtein) et environ 150 protéines (Zhou et al., 2002 ; House
et Lynch, 2008). Le splicéosome est responsable de I'excision des introns et doit reconnaitre
4 séquences spécifiques de I’ARN pré-messager : le site 5’ d’épissage, la région du point de
branchement, une région riche en pyrimidines et le site 3’ d’épissage (Black, 2003). Les sites
5’ et 3’ sont aussi appelés sites donneurs et accepteurs et posseédent un motif GT et AG,
correspondant généralement aux extrémités de I'intron. La région du point de branchement
est définie par une adénosine située entre 20 et 40 nucléotides en amont du site 3’. La
région riche en pyrimidines est localisée entre le point de branchement et le site 3’ (Figure

17).
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Figure 17 : Mécanisme de la réaction d'épissage et splicéosome. A, Sites consensus de I'assemblage
du splicéosome in vitro. (Py),: région d'un intron riche en pyrimidines. B, Schéma simplifié de la
réaction d'épissage. Les snRNP (small nuclear RiboNucleoProtein) U1 et U2 se fixent respectivement
sur le site donneur GT et sur le point de branchement. 1: Les snRNP U4, U5 et U6 vont se fixer sur
U1, puis par activation catalytiqgue U1 et U4 sont libérés. 2: U2, U5 et U6 se rassemblent en un
complexe catalytique et produisent un intermédiaire en forme de lasso. 3, L'intron en lasso est libéré,
puis dégradé et les exons sont liés pour former un ARN messager mature. L'ensemble des snRNP
utilisées lors de la réaction forment le splicéosome.
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La réaction d’épissage se fait en deux étapes au sein du complexe catalytique du
splicéosome (Moore et al., 1993) (Figure 17). La premiere étape correspond a la libération
de I'exon 5’ et a la production d’un intermédiaire en forme de lasso composé de I'exon 3’
encore lié a I'intron et formant une boucle au niveau du point de branchement. La seconde
est la libération de I'intron en lasso, qui sera dégradé, et la formation d’une liaison entre les

exons 5’ et 3’ (Black, 2003).

3.1.3.Les différents types d’épissage alternatif

Chez les eucaryotes, différents types d’épissage alternatif ont été décrits (Figure 18) :
les exons cassettes qui sont soit inclus, soit exclus de 'ARNm ; les exons mutuellement
exclusifs qui ne sont jamais présents simultanément dans ’ARNm ; les exons définis par des
sites 5’ ou 3’ d’épissage qui sont des exons avec deux sites 5’ ou deux sites 3' en compétition
pour étre reconnus ; les exons alternatifs de la région 5’ non-codante ou 3’ non-codante qui
permettent d’utiliser un promoteur alternatif en 5’ ou un site de polyadénylation alternatif
en 3’ ; la rétention d’intron qui va ignorer certains sites d’épissage et conserver un intron

dans 'ARNm (Blencowe, 2006 ; Wang et Burge, 2008).

Exon cassette Exons mutuellement exclusifs
Site d'épissage en 5’ Promoteur alternatif
-
Site dépissage en 3’ Site polyA alternatif
AAA
AAA

Intron retenu

-

Figure 18 : Les différents types d'épissage alternatif. Les différentes couleurs représentent des exons
différents. Modifié d'apres Li et al. (2007).
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3.1.4.Effet de I'épissage alternatif sur la sous-unité a des Nay

Plusieurs études ont démontré I'existence d’un épissage alternatif au sein des
différents génes codant la sous-unité a des Nay de mammiféres. L'épissage alternatif est tres
présent dans la régulation des génes du systeme nerveux du fait de la nécessité d’ajuster

rapidement les propriétés d’excitabilité des neurones (Grabowski et Black, 2001).

Les Nayl.1 et Nayl.7 possedent des variants d’épissages qui different par la taille de
I’exon 11. Cet exon code pour une partie de la boucle intracellulaire L1 entre les domaines |
et Il. Il existe deux variants plus courts pour le Nayl.l avec une perte de 33 ou 84
nucléotides a la fin de I'exon 11 par rapport a la forme compléte. Ces modifications altérent
la capacité d’inactivation du canal et font persister le courant sodium entrant. Chez
I'Homme, ce mécanisme est potentiellement impliqué dans I'épilepsie (Lossin et al., 2002).
Le Nayl.7 posséde deux variants qui différent par la présence ou I'absence de 11 acides
aminés au sein de I'exon 11. Cette différence ne semble cependant pas altérer les propriétés

du canal (Chatelier et al., 2008).

Les Nay1.3 et Nayl1.6 possédent des variants d’épissage de I'exon 12, qui correspond
a I'exon 11 chez Nay1.1 et Nayl.7 et qui codent pour une partie de la boucle intracellulaire
L1. Des modifications d’acides aminés au sein de I'’exon 12 entrainent de légeres différences
dans l'activation et I'inactivation du canal pouvant entrainer une altération de I'excitabilité

neuronale (Raymond et al., 2004 ; Thimmapaya et al., 2005).

Le Nayl.5 présente une variation d’un acide aminé dans I’exon 18 provoquant son
excision. Cet exon 18 code pour une partie de la boucle intracellulaire L2 entre les domaines
Il et lll. L'absence de I'exon 18 entraine une perte de 53 acides aminés et provoque des

modifications dans I'inactivation du canal (Kerr et al., 2007).
Le Nay1.9 posséde un variant d’épissage ou I'’exon 16 est absent. Cependant, il est

trés peu exprimé dans les DRG humains et les propriétés de la protéine codée par ce variant

n’ont pas pu étre analysées (Raymond et al., 2004).
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Par ailleurs, des variants d’épissage tissu-spécifiques et régulés au cours du
développement ont été identifiés pour les Nayl.1, Nayl.2, Nayl.3 Nayl.6 et Nayl.7,
correspondants aux exons mutuellement exclusifs 5N (néonatal) et 5A (adulte) (Sarao et al.,
1991 ; Plummer et al., 1997 ; Lu et Brown, 1998 ; Copley, 2004 ; Raymond et al., 2004). Ces
exons 5N et 5A codent pour une partie du segment 3 et pour la quasi-totalité du segment 4
du domaine I. Dans le cas de Nayl.7, un seul acide aminé est affecté par I'épissage, un
aspartate pour I'exon 5A et une sérine pour I'’exon 5N. Cette modification entraine un léger
décalage de I'activation vers des potentiels plus hyperpolarisés pour I'exon 5A, exprimé dans
le SNP et le SNC, comparé a I'exon 5N, exprimé dans les DRG (Raymond et al., 2004 ;
Chatelier et al., 2008).

Des exons mutuellement exclusifs ont également été identifiés chez le Nay1.6, il s’agit
des exons 18N et 18A (Plummer et al., 1997 ; Raymond et al., 2004 ; Zubovic et al., 2012).
Ces exons 18N et 18A codent pour les segments 3 et 4 du domaine lll. L'exon 18N posséde
un codon stop et entraine la formation d’une protéine tronquée, ce variant étant exprimé
dans le cerveau foetal et dans les tissus non-neuronaux. La présence de I'exon 18A permet a
la protéine d’étre fonctionnelle et est exprimé dans les neurones du SNC et du SNP

(Plummer et al., 1997).

Chez les insectes, un seul géne code la sous-unité a des Nay (Dong, 2007). Le
processus d’épissage alternatif permet donc d’obtenir une grande diversité moléculaire.
L'étude de la sous-unité DmNay, chez D. melanogaster, a démontré qu’elle possédait
plusieurs exons d’épissage : 11 exons optionnels nommés a, b, e, f, i, j, h, exon 7, exon 8,
exon 22 et exon 23 et quatre exons mutuellement exclusifs ¢, d et k, | (hnommés G2, G1 pour
les autres especes d’insectes) (Loughney et al., 1989 ; Thackeray et Ganetzky, 1994 ;
O'Dowd et al., 1995 ; Olson et al., 2008 ; Lin et al., 2009). Les exons a, b, i, j, e, f, h et 22
codent pour les boucles intracellulaires tandis que les exons ¢, d, k, I, 7, 8 et 23 codent pour
des segments transmembranaires (Tableau 2). Les exons k et | sont homologues aux exons
18N et 18A du Nay1.6 et I'exon 8 est ’'homologue de I'exon 5A décrit précédemment (Sarao
et al., 1991 ; Plummer et al., 1997). Les effets de certains exons alternatifs ont notamment
pu étre étudiés chez B. germanica. La présence de I'exon G2 entraine une augmentation de

I'amplitude des courants sodium par rapport a G1 (Tan et al., 2002). De plus, I'exon G1
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réduirait la sensibilité du canal a la deltaméthrine, qui est un insecticide. L’exon b, lorsqu’il
est présent, entraine une diminution de I'amplitude du courant sodium (Song et al., 2004).
Chez D. melanogaster, la présence des exons j, e et f entraine principalement des
modifications de I’activation du canal. Les exons h et j entrainent un décalage de
I'inactivation a I'état stable vers des potentiels dépolarisants et hyperpolarisants (Lin et al.,

2009). Par ailleurs, la présence de I’exon k entrainerait un courant sodium persistant.

Tableau 2 : Les différents exons impliqués dans I'épissage alternatif de la sous-unité DmNay de D.
melanogaster.

Exons Région du Nay Effets de I’épissage Références
j N-term modification de I'activation Lin et al., 2009
exon 7 (K) IS2-S3 protéine non compléte (région 1S2-S3 manquante) Song et al., 2004

protéine tronquée (homologue de I'exon 5 chez

exon 8 IS3-S4 o Lin et al., 2009
les mammiferes)
a possede un site de phosphorylation (PKA) Loughney et al., 1989
boucle L1 .
b diminution du courant Na™ (exon b absent) Song et al., 2004
exon c possede 2 sites de glycosylation
11S4- L h l,1
c/d 54-55 exon d possede 1 site de glycosylation oughney et al., 1989
eetf modification de I'activation
h boucle L2 modification de la dépolarisation Lin et al., 2009
22 et 23 protéine tronquée (exons absents)
K/ (G2/G1) 1S3-54 courant Na™ persistant (exon k présent) Tan et al., 2002

| (G1) diminue la sensibilité a la deltaméthrine

3.2. L'édition de TARNmM

L’édition de I'ARN est un processus qui a lieu apres la transcription et qui modifie
I’ARNm par insertion, délétion ou substitution ponctuelle (Bass, 2002). Cette modification de
la séquence codante peut entrainer la formation d’une protéine différente. Le processus de
substitution de nucléotides lors de I'édition implique une désamination qui va convertir
I'adénosine (A) en inosine (I) (A—1) et l'uracile (U) en cytosine (C) (U—C) (Benne, 1996 ;
Simpson et Emeson, 1996 ; Dong, 2007). Cette désamination est réalisée par des
désaminases, comme |'adénosine désaminase (Figure 19) (Bass et al., 1997 ; Keegan et al.,
2004). La plupart des éditions décrites entrainent des modifications dans I’activation et
I'inactivation du canal (Liu et al., 2004). L’édition serait donc un processus permettant de

réguler finement I'activité neuronale (Higuchi et al., 2000).
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Figure 19: Représentation simplifiée de lédition A—l dun ARN pré-messager.

désaminase procede a une désamination de I'adénosine pour la transformer en inosine.

L'adénosine
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4. Régulation et modifications post-traductionnelles des Nay

Dans les paragraphes précédents, il a été démontré I'importance de sites spécifiques
dans la structure primaire des Nay. Cependant, il existe bien d’autres facteurs qui
contribuent a leur diversité fonctionnelle. La sous-unité a seule est fonctionnelle mais fait
partie d’'un complexe de protéines pouvant réguler sa fonction, sa localisation cellulaire et
son expression a la membrane (Figure 20). Ces protéines sont diverses et appartiennent a
plusieurs catégories : les enzymes pouvant moduler la structure du canal et impliquant des
modifications post-traductionnelles (protéine kinase A, PKA; protéine kinase C, PKC;
calcium-calmoduline kinase I, CaMKII ; tyrosine kinase) et les protéines interagissant avec le
canal et jouant un role dans le transport et la localisation du canal (sous-unités B,

calmoduline, ankyrine, syntrophine, p11, Nedd4/Nedd4-2).

@ Canal sodium voltage-dépendant
@) Protéines de régulation
@) Protéines de localisation

Figure 20: Interactions protéine-protéine associées au Nay comprenant des protéines impliquées
dans la régulation et des protéines liées a la localisation cellulaire. La ligne pointillée indique une
inhibition de la PKC par la CaM. Modifié d'apres Shao et al. (2009a).
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4.1. La phosphorylation

La régulation des Nay par la phosphorylation est complexe. Les principales protéines
qui phosphorylent le Nay sont : la protéine kinase dépendante de ’AMPc® (PKA), la protéine
kinase C (PKC), la calcium-calmoduline kinase Il (CaMKII) et la tyrosine kinase (Cantrell et
Catterall, 2001 ; Diss et al., 2004). Pour toutes les isoformes de Nay, les sites de
phosphorylation sont situés sur les boucles intracellulaires L1 et L3. De plus, les isoformes
s’exprimant dans le systeme nerveux ont leur boucle intracellulaire L1 plus grande que dans
les autres tissus. Apres phosphorylation, les groupements phosphates ajoutés sont ensuite
rapidement clivés par des phosphatases, comme la calcineurine, une phosphatase
dépendante de la calmoduline et du calcium, et la phosphatase 2A (Murphy et al., 1993 ;
Chen et al., 1995).

4.1.1.La protéine kinase dépendante de 'AMPc (PKA)

Les premiere études ont démontré que les Nay purifiés a partir de cerveau étaient
phosphorylés par la PKA et gu’il s’agissait uniguement de la sous-unité a (Costa et al., 1982 ;
Rossie et Catterall, 1987). Puis, il a été démontré que cette PKA modulait 'activité de Nay1.2
de rat en diminuant jusqu’a 50% I'amplitude du courant sodium (Li et al., 1992 ; Smith et
Goldin, 1996). Cette réduction du courant n’impliquait pas de modification de la structure
ou de la localisation des Nay. Il a également été observé que I'activation de la PKA par des
récepteurs de la dopamine permettait de phosphoryler des sites présents dans la boucle L1

et entrainait une diminution du courant sodium (Cantrell et al., 1997).

Par ailleurs, il a été observé que I'activation de la PKA augmentait I'amplitude du
courant chez Nay1.8, tandis qu’elle le diminue pour les Nay1.1 et Nayl.7 (Vijayaragavan et
al., 2004). Cependant, lorsque le Nay1.7 est exprimé dans des cellules métastatiques de rat,
la PKA augmente l'expression fonctionnelle via |'expression des canaux a la surface
membranaire (Brackenbury et Djamgoz, 2006). Le Nay1.4 est également phosphorylé par la

PKA malgré I'absence d’une grande boucle intracellulaire L1 possédant de nombreux sites de

® ’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) fait partie des messagers secondaires
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phosphorylation (Yang et Barchi, 1990). Cependant, cette phosphorylation entraine peu de
modifications sur le courant sodium (Smith et Goldin, 1996). De méme, le Nay1.6 est peu
sensible a I'activité de la PKA (Chen et al., 2008). Chez le Nayl.5, I'activation de la PKA
entraine une augmentation du courant sodium due a un décalage hyperpolarisant (Ono et

al., 1993).

La voie de signalisation de la PKA implique la liaison d’un ligand extracellulaire a un
récepteur couplé a une protéine G (RCPG) qui, via la protéine G, va réguler des adénylates
cyclases (AD) et permettre la génération d’AMPc (Taskén et Aandahl, 2004). Les Nay sont
rapidement phosphorylés sur de multiples sites aprés activation de la PKA par des dérivés de

I’AMPc (Diss et al., 2004).

La PKA peut étre couplée a une autre protéine appelée protéine d’ancrage de la PKA
(AKAP). Cette protéine fonctionne comme une protéine d’échafaudage et peut se lier
simultanément a la PKA et a une phosphatase (Taskén et Aandahl, 2004). Il a été démontré
que I'AKAP15 était impliquée dans la régulation par la PKA et qu’elle interagissait
directement sur le Nay1.2 via la boucle intracellulaire L1 (Tibbs et al., 1998 ; Few et al.,

2007).

4.1.2.La protéine kinase C (PKC)

La PKC est une protéine dépendante des phospholipides et activée par le calcium
(Takai et al., 1979). Plusieurs études ont démontré que la PKC phosphorylait le Nay sur au
moins trois sites différents (Costa et Catterall, 1984 ; Murphy et Catterall, 1992). Ces sites
ont été identifiés par des études de mutagénese dirigée sur le Nayl.2, ils correspondent a
des serines situées sur la boucle intracellulaire L1 et une sérine du site d’inactivation sur la

boucle L3 (West et al., 1991 ; Cantrell, 2002).

La voie de signalisation de la PKC nécessite I'action d’un RCPG qui va activer une
phospholipase C (PLC). La PLC va ensuite cliver le phosphatidylinositol bisphosphate (PIP;)
pour générer de l'inositol trisphosphate (IP3) et du diacylglycérol (DAG). L’IP5 active ensuite

des récepteurs spécifiques (IPsR) permettant I'augmentation de calcium intracellulaire,
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pendant que le DAG active la PKC (Dai et al., 2009). Le calcium ainsi libéré est nécessaire a

I'activité de la PKC.

De nombreuses études ont pu démontrer que I'activation de la PKC entrainait une
forte diminution de I'amplitude du courant sodium et un ralentissement de I'inactivation des
Nay (Sigel et Baur, 1988 ; Dascal et Lotan, 1991 ; Numann et al., 1991 ; Schreibmayer et al.,
1991 ; Chen et al., 2006). En effet, 'activation de la PKC entraine une importante diminution
du courant chez les Nay1.4 et Nay1.5 et plus faiblement chez le Nay1.6 (Numann et al., 1991
; Qu et al., 1994 ; Bendahhou et al., 1995 ; Chen et al., 2008). Chez les Nayl1.7 et Nay1.8,
I'activation de la PKC provoque, en plus de la diminution du courant, un changement

hyperpolarisant dans I'activation du courant (Vijayaragavan et al., 2004).

4.1.3.La protéine kinase CaMKII

La protéine CaMKIl est une kinase qui est dépendante du complexe calcium-
calmoduline. Plusieurs études ont démontré que la CaMKII était capable de phosphoryler les
Nay, entrainant un ralentissement des cinétiques de décroissance du courant sodium
(Wagner et al., 2006 ; Maltsev et al., 2008). Une autre étude a démontré que cette CaMKII
agissait comme un régulateur de l'activité du Nay cérébral en réduisant I'amplitude du
courant sodium (Carlier et al., 2000). La phosphorylation par la CaMKIl s’effectue sur la
boucle intracellulaire L1 dans le cas du Nayl1l.5 (Ashpole et al., 2012). En effet, il a été
observé que la surexpression de l'isoforme cardiaque de la CaMKIl entrainait des
modifications complexes du courant sodium, incluant un changement hyperpolarisant, une
augmentation de l'inactivation intermédiaire et un ralentissement de la récupération apres
I'inactivation intermédiaire (Wagner et al., 2006). De méme, une inhibition de la CaMK
ralentit la décroissance du courant sodium et modifie I’état intermédiaire d’inactivation vers

un potentiel plus dépolarisé (Deschénes et al., 2002).

4.1.4.Les tyrosines kinases

La régulation du Nay par les tyrosines kinases est différente selon les isoformes. Pour

le Nay1.5, une tyrosine du site d’inactivation, situé sur la boucle L3, est phosphorylée par la
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Fyn kinase (Ahern et al., 2005). Cette phosphorylation entraine un décalage de I'inactivation
vers un potentiel plus positif et accélére le retour a I'état activable. Parallelement, la
phosphorylation de la tyrosine dans le Nay1.2 entraine un décalage de I'inactivation vers un
potentiel plus négatif (Ahn et al., 2007). La phosphorylation et la déphosphorylation des
tyrosines modulent donc I'inactivation du canal (Hilborn et al., 1998 ; Scheuer et Catterall,

2006).

4.2. Interactions protéine-protéine

4.2.1.Les sous-unités

Les sous-unités [, décrites précédemment, jouent un rdle essentiel dans la
modulation de I'activation et de l'inactivation du canal. En effet, une étude a démontré que
la co-expression de B1 avec le Nayl.5 entrainait une accélération de la récupération apres
I'inactivation (Kupershmidt et al., 1998). Les sous-unités B ont également un role dans le
trafic cellulaire en interagissant avec des protéines d’ancrage. En effet, la boucle Ig leur
permet de se lier a différentes protéines de type CAM comme la NrCAM, la neurofascine-186
et la contactine (Davis et al., 1996 ; Zhou et al., 1998 ; Ratcliffe, 2001 ; McEwen et al.,
2004). La sous-unité B2 peut également se lier avec des molécules extracellulaires, la
ténascine-R et la ténascine-C qui jouent un réle dans les interactions cellulaires pendant le

développement neuronal (Srinivasan et al., 1998).

4.2.2.La calmoduline (CaM)

La calmoduline est une petite protéine ubiquitaire qui se lie au calcium. Elle agit
comme un détecteur du calcium intracellulaire et traduit ce signal calcique en interagissant
avec d’autres protéines (Diss et al., 2004). Il a été démontré que le motif 1Q (isoleucine-
glutamine) du Nay, composé de 11 acides aminés, interagissait avec la partie C-term de la
calmoduline (Mori et al., 2000). Lorsque cette interaction est perturbée, une diminution de
I’'amplitude du courant est observée chez les Nay1.4 et Nay1.6 (Herzog et al., 2003 ; Mori et
al., 2003). Par ailleurs, la signalisation réalisée par la calmoduline modifie le courant sodium

de facon différente selon les isoformes du Nay. Pour les Nay des muscles squelettiques, il
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s’agit d’une interaction directe et pour les Nay du cceur I'action de la CaMK entre en jeu
(Deschénes et al., 2002). La calmoduline joue un roéle dans la stabilisation du site
d’inactivation et permet de réduire 'activité importante du canal pendant la dépolarisation

(Kim et al., 2004).

4.2.3.l'ankyrine

Les ankyrines font partie de la famille des protéines d’échafaudage et elles ont pour
role de transporter et d’ancrer les canaux au cytosquelette. Il existe plusieurs ankyrines chez
les vertébrés: I'ankyrine-R (distribution réduite), I'ankyrine-B (distribution large) et
I’ankyrine-G (distribution générale). Les ankyrine-G et -B interagissent avec le Nay, mais
aucune interaction n’a été démontrée entre le Nay et I'ankyrine-R. Le site de liaison de
I'ankyrine-G au Nay correspond a un motif de 9 acides aminés situé sur la boucle
intracellulaire L2 (Lemaillet et al., 2003). Cela est confirmé par I'étude d’'une mutation dans
ce motif qui empéche la fixation de I'ankyrine-G au Nayl.5 et diminue par conséquent
I’expression du canal (Mohler et al., 2004). Par ailleurs, il a été observé une diminution de la
densité de courant sodium dans des cardiomyocytes de souris dépourvus d’ankyrine-B,

démontrant ainsi son réle dans la régulation du Nay (Chauhan et al., 2000).

4.2 4.la syntrophine

Les syntrophines sont des protéines dites adaptatrices impliquées dans la localisation
des protéines de signalisation a la membrane. Il existe trois types de syntrophines : a, B et y,
qui se lient toutes a d’autres protéines appartenant a la famille des dystrophines (Shao et
al., 2009a). Les syntrophines interagissent simultanément avec plusieurs protéines grace a
deux domaines d’homologie a la pleckstrine, un domaine PDZ et une région conservée de la
syntrophine. Le domaine PDZ est impliqué dans linteraction avec deux Nay (Nayl.4 et
Nay1.5) en se liant aux trois derniers acides aminés de I'extrémité C-term (Haenggi et
Fritschy, 2006). Les syntrophines seraient impliquées dans la stabilisation des Nay a la

membrane et la réduction de leur internalisation.
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4.2.5.La protéine p11

Les protéines pll sont également appelées chaines légéres de I'annexine Il et
appartiennent a la famille des protéines S100, caractérisées par la présence de deux sites de
fixation au calcium de type EF-hand (Rescher et Gerke, 2008). Il a été démontré que pl1 se
fixait a I'extrémité N-term du Nayl.8 et permettait ainsi son expression a la membrane
(Okuse et al., 2002 ; Poon et al., 2004). Par ailleurs, I'étude de neurones de souris
dépourvue de pll a montré une diminution de la densité du courant sodium reflétant un

déficit en Nay1.8 (Foulkes et al., 2006).

4.2.6.La protéine Nedd4

La protéine Nedd4 est un précurseur neuronal appartenant a la famille des
ubiquitines ligases E3. Ces protéines possédent un domaine catalytique HECT en C-term qui
permet d’établir la liaison avec I'ubiquitine, un domaine C2 en N-term interagissant avec les
lipides et des domaines WW composés de tryptophanes (Ingham et al., 2004 ; Shearwin-
Whyatt et al., 2006). Il a été démontré que les domaines WW de Nedd4-2 se liaient avec des
motifs PY présents chez tous les Nay excepté pour Nayl.4 et Nay1.9 (Shao et al., 2009a). De
plus, I'activité des Nay1.2, Nayl.7 et Nay1.8 est inhibée par Nedd4-2 lorsqu’ils sont exprimés
dans des ovocytes de xénopes (Fotia et al., 2004). Nedd4-2 agit également sur le Nay1.5 en

diminuant la densité des canaux au niveau de la membrane (van Bemmelen et al., 2004).

La caractérisation du Nay et des différents mécanismes permettant de moduler ses
propriétés fonctionnelles permet de mieux connaitre la cible moléculaire des toxines
paralysantes (PST). Il a été décrit précédemment que ces PST sont principalement
accumulées dans les tissus de bivalves se nourrissant de micro-algues toxiques. La section
suivante portera sur la description d’un de ces bivalves, I'huitre creuse Crassostrea gigas. La
systématique et I'écologie de I'huitre seront d’abord étudiées, puis I'anatomie générale sera

décrite. Enfin, le systeme nerveux de I’huitre creuse sera détaillé précisément.
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IV. Le modeéle biologique : I'huitre creuse Crassostrea gigas
1. Systématique et écologie

L’huitre creuse Crassostrea gigas (Thunberg, 1793) est un mollusque bivalve
Iophotrochozoaire9 de I'ordre des Ostreida, famille des Ostreidae et du genre Crassostrea.
Originaire du Japon et du sud-est de I'Asie, elle a été introduite dans de nombreux pays pour
I'aguaculture, notamment en France en remplacement de I'huitre Crassostrea angulata
décimée par l'iridovirose en 1971 (Moraga et al., 1989 ; Grizel et Héral, 1991). Elle-méme a

succédé a la culture d’Ostrea edulis, I’huitre endémique des cotes francaises.

L’habitat naturel de C. gigas correspond aux eaux marines cotiéres et estuariennes
principalement aux zones intertidales, mais peut également se trouver en profondeur (15 m
environ) (Lapegue et al., 2009). Elle se fixe principalement au substrat rocheux, aux débris
ou d’autres coquilles d’huitres, mais peut également étre retrouvée sur des fonds vaseux.
L’huitre C. gigas peut supporter des variations de température (eurytherme) et de salinité
(euryhaline) lui permettant de s’adapter a une large gamme de conditions
environnementales (Boudry, 2008). Le cycle de vie de C. gigas est composé de 2 phases :
une vie larvaire pélagique suite a la fécondation des gametes et une vie benthique aprés
fixation des larves sur le substrat. Les bivalves suspensivores tels que les huitres s’alimentent
principalement a partir de phytoplancton. Le processus d’alimentation comporte différentes

phases, dont la filtration et I'ingestion (Ward et Shumway, 2004).

2. Anatomie générale

L’huitre creuse est un animal a corps mou enfermé dans une coquille avec deux
valves asymétriques articulées autour d’une charniére antérieure et maintenues par un
muscle adducteur. La valve gauche (inférieure) est concave, tandis que la valve droite

(supérieure) est plate ou légerement convexe. La forme de la coquille est variable et dépend

? Groupe possédant une larve trochophore et/ou un lophophore (anneau de cils entourant la bouche)
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du type de fond sur lequel elle vit. Un ligament élastique permet de réunir les deux valves en

faisant office de charniere (Marteil, 1976).

Le corps mou de I'huitre est enveloppé dans le manteau composé de deux lobes
soudés dorsalement prés de la bouche (Figure 21). La respiration se fait grace aux 4 feuillets
branchiaux composés de filaments ciliés assurant la circulation de I'eau, des particules
alimentaires et I'apport d’oxygéne. Les branchies jouent donc également un role dans
I’alimentation en sélectionnant, avec I'aide des palpes labiaux, les particulaires alimentaires,
puis en les apportant a la bouche pour étre ingérées. Les branchies produisent également du
mucus pour coller les algues rejetées et les évacuées sous forme de pseudo-féces (Ward et
Shumway, 2004). Le systéme digestif est composé de la bouche entourée de quatre palpes
labiaux, I'cesophage, I'estomac et I'intestin entourés par la glande digestive, le rectum et

I'anus.

charniére

emplacement des palpes
et de la bouche

coquille

glande digestive
(sous le manteau)

ceeur
muscle strié
. emplacement des
muscle lisse . .
ganglions viscéraux
branchies
manteau

Figure 21 : Anatomie générale de I'huitre creuse Crassostrea gigas dans sa valve gauche.

Le systéme circulatoire de I’huitre est qualifié de semi-ouvert car I’'hémolymphe n’est
pas confinée au cceur ou aux vaisseaux et circule librement dans les tissus. Le cceur,
composé de deux oreillettes et d’'un ventricule, est situé le long du muscle adducteur. Le

systeme reproducteur de I'huitre est essentiellement composé de la gonade qui est un
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organe diffus entourant la glande digestive. Le systeme musculaire de I'huitre adulte est
composé d’'un muscle adducteur divisé en deux types : le muscle strié et le muscle lisse
(Galtsoff, 1964 ; Millman, 1967). Le muscle lisse, opaque et blanc, assure la fermeture
prolongée (Abbott et Lowy, 1958 ; Millman, 1964 ; Galler, 2008). Le muscle strié,
translucide, joue un réle dans les contractions rapides et les micro-fermetures, notamment

lors de la prise alimentaire (Marceau, 1909 ; Hopkins, 1936).
3. Le systéme nerveux
Le systeme nerveux est réduit chez I'huitre et décentralisé. Il est composé de deux
paires de ganglions nerveux et d’un réseau de nerfs (Figure 22) (Marteil, 1976). L'intégration

des différentes parties est réalisée par des connections entre les ganglions a travers les

connectifs cérébroviscéraux, la commissure cérébrale et les troncs nerveux les plus larges.

n. labial

n. palléal
palpes labiaux

ganglion cérébral

n. circumpalléal

connectif

o G i branchies
cérébro-viscéral

n. branchial

n. palléal latéral
n. palléal antérieur

. - ganglions viscéraux
n. palléal postérieur

n. palléal latéral

Figure 22 : Schéma du systeme nerveux de Crassostrea gigas vu du cdté droit. n.: nerf. D'aprés le
systéme nerveux de C. virginica décrit par Galtsoff (1964).
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3.1. Le systéme nerveux central

3.1.1.Les ganglions

Les ganglions cérébraux sont faiblement développés et petits et sont situés en
position antérieure, pres de la bouche et a la base des palpes labiaux, avec un ganglion de
chaque coté de I'cesophage. Les deux ganglions cérébraux sont reliés par la commissure
cérébrale qui s’arque au-dessus de la bouche (Bullock et Horridge, 1965). Les ganglions

cérébraux innervent la partie antérieure du manteau et les palpes.

Les ganglions viscéraux, plus grands, sont situés le long du muscle adducteur et a la
jonction du muscle strié et du muscle lisse (Figure 23 et 24). lls sont prés de I'extrémité
ventrale de la glande digestive et généralement masqués par la gonade. Les nerfs reliant les
paires de ganglions cérébraux et viscéraux sont les connectifs cérébroviscéraux (Galtsoff,
1964). Les ganglions viscéraux innervent la partie postérieure du manteau, le muscle
adducteur, les branchies, I'osphradium, le cceur, la gonade et l'intestin. lls ont une fonction
autonome mais ils recoivent également des signaux provenant des organes sensoriels du

manteau.

connectif
cérébro-viscéral
n. branchial n. palpes labiaux

ganglion viscéral )
rein

muscle adducteur

Figure 23: Schéma des ganglions viscéraux de Crassostrea virginica observés a travers la chambre
épibranchiale. n. : nerf. Modifié d'aprés Galtsoff (1964).
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Figure 24 : Photographie des ganglions viscéraux (en pointillés) de I'huitre creuse Crassostrea gigas.

Les ganglions sont formés d’un noyau central ou neuropile composé de faisceaux
serrés de fibres nerveuses et d’un cortex fait de plusieurs couches de cellules nerveuses
(Figure 25). Cette disposition donne aux ganglions une ressemblance avec la matiére blanche
et grise du systéme nerveux central des vertébrés. Le cortex est composé d’une couche
continue de cellules nerveuses dont les corps cellulaires sont rassemblés en une couche a
I'extérieur du ganglion. Le neuropile est un plexus de fibres avec des dendrites, des
terminaisons axonales et des synapses. Des cellules nerveuses dispersées peuvent
également étre présentes dans le neuropile. Une couche de tissu conjonctif constitue la
gaine extérieure des ganglions. La partie ventrale du ganglion faisant face a la chambre

épibranchiale est recouverte d’une couche unicellulaire d’épithélium (Galtsoff, 1964).

cortex

tissu
conjonctif

. “neuropile.

faisceaux de
fibres nerveuses

cellules
nerveuses

Figure 25 : Coupe histologique d'un ganglion viscéral d'huitre creuse Crassostrea gigas. Coloration a
I'éosine-hématoxyline.
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3.1.2.Les connectifs cérébroviscéraux

Les connectifs cérébroviscéraux (Figure 26) agissent comme le lien principal de la
communication entre les ganglions cérébraux et viscéraux. Le connectif se compose
principalement d’axones non spécialisés. Il est dépourvu de cellules ganglionnaires et de la
plupart des fibres motrices et sensorielles (Kraus et al., 1988). Le connectif fonctionne avec
une communication bidirectionnelle, caractéristique des nerfs non-myélinisés avec des

axones de petits diameétres (Horridge, 1958).

Figure 26 : Photographie du connectif cérébroviscéral (en pointillés) de I'huitre creuse Crassostrea
gigas.

La structure du connectif cérébro-viscéral est similaire a celle des ganglions. Une
épaisse couche de grandes cellules nerveuses entourent le neuropile, qui est divisé en
plusieurs faisceaux. Il n’y a pas de gainage bien formé, mais des petites cellules de tissu
connectif sont trouvées le long de la périphérie du ganglion et sont dispersées dans toute sa
structure. Un modele similaire de la structure ganglionnaire se répete dans de nombreux
nerfs issus des ganglions. Ce plan d’organisation est notamment retrouvé dans le nerf

circumpalléal et dans le nerf branchial (Galtsoff, 1964).
3.1.3.Les cellules nerveuses, neurosécrétrices et gliales
Les cellules nerveuses individuelles des huitres sont en forme de poire avec une, deux

ou plusieurs excroissances qui s’étendent a partir du corps cellulaire (Figure 27). Le corps

cellulaire nerveux est la partie du neurone contenant le noyau et le cytoplasme. Les
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excroissances ou axones peuvent étre définis comme des excroissances spécialisées
anatomiquement et physiologiquement dans la distribution ou la conduction de I'influx
nerveux sur de grandes distances. Les axones des cellules donnent naissance aux fibres
nerveuses, qui entrent dans le neuropile ou elles se combinent avec d’autres fibres
nerveuses pour former plusieurs faisceaux compacts. Selon le nombre d’axones qu’elles
possedent, les cellules sont appelées unipolaires, bipolaires et multipolaires. Les cellules
unipolaires sont plus abondantes que les deux autres. Les cellules apolaires, dépourvues
d’axones, n‘ont pas été trouvées chez les bivalves. La taille des cellules nerveuses varient.
Les cellules multipolaires sont généralement les plus grandes et les cellules unipolaires et

bipolaires sont plus petites (Galtsoff, 1964).

50

Microns

Figure 27 : Cellules nerveuses isolées du ganglion viscéral d'Ostrea edulis. a, b : cellules unipolaires ; ¢,
d : cellules multipolaires ; e : cellules bipolaires Galtsoff (1964).

Les cellules neurosécrétrices sont présentes chez de nombreux bivalves, y compris les
huitres. Ces cellules sont de petits neurones caractéristiques des ganglions cérébraux et
viscéraux. La quantité de sécrétion qu’elles contiennent varie selon la saison et est reliée au
cycle sexuel, de par son augmentation avec la maturation des gonades (Galtsoff, 1964). Chez
la moule, M. edulis, les cellules nerveuses ont été décrites comme étant des cellules
neurosécrétrices et trois catégories ont été distinguées (lllanes, 1979). Les cellules de type
a; sont petites (6-15 um), unipolaires et piriformes ou allongées. Les cellules de type a, sont
plus grandes (20-25 um), multipolaires et sphériques. Les cellules de type as; sont de taille
similaire aux cellules a, (20-25 um) mais sont unipolaires et piriformes comme les cellules a;

(Lubet et Mathieu, 1982). Chez la moule, les ganglions cérébraux possedent 75% de la
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totalité des cellules neurosécrétrices avec une proportion relative de 73,5% pour a3, 1% pour
a, et 0,5% pour as, tandis que les ganglions viscéraux en ont 10% et sont composées de 9%
de cellules a; et 1% de cellules a, et a3 (Lubet et Streiff, 1982). Les 15% restants

correspondent aux ganglions pédieux, absents chez I’huitre.

L’axone des cellules nerveuses ou neurosécrétrices est souvent, mais pas toujours,
entouré de cellules, appelées « névroglies » ou « cellules gliales » au sein du systéme
nerveux central (Bullock et Horridge, 1965). Les cellules nerveuses et leurs axones sont pris
en charge par un ensemble de cellules du tissu conjonctif qui proviennent de la gaine
extérieure du ganglion. Ces cellules ont été reportées comme étant de type glial. Les
éléments interstitiels du neuropile n’isolent pas les éléments nerveux, tandis que dans les
nerfs et les commissures, les cellules gliales entourent un certain nombre de fibrilles
nerveuses qui forment des voies distinctes. Il y a 3 groupes de cellules gliales, mais un seul

serait observé chez C. virginica, les cellules fusiformes (Galtsoff, 1964).

3.2. Le systéeme nerveux périphérique

Le systeme nerveux périphérique est déployé dans tout I'organisme de I’huitre par le
biais des nerfs branchiaux, des nerfs palléaux antérieurs, latéraux et postérieurs et des nerfs
labiaux (Figure 22). Ces nerfs sont fins, non-pigmentés et intégrés dans le tissu conjonctif. lls
sont composés de faisceaux de fibres nerveuses de tailles tres différentes selon leurs

caractéristiques fonctionnelles (Bullock et Horridge, 1965).

3.2.1.Les nerfs liés aux ganglions cérébraux

Le ganglion cérébral est lié a plusieurs nerfs du systéme nerveux périphérique. Les
nerfs palléaux antérieurs vont vers la partie antérieure du manteau. Les branches de ces
nerfs s’anastomosent les uns avec les autres et avec les branches des nerfs palléaux
postérieurs du ganglion viscéral et forment de cette maniére un nerf circumpalléal dans le
bord du manteau. Un nerf ou des nerfs buccaux alimentent les palpes labiaux, la région
buccale et un plexus de I'cesophage et de I'estomac. Le nerf du statocyste rejoint le ganglion

cérébral via le connectif cérébral.
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3.2.2.Les nerfs liés aux ganglions viscéraux

Le ganglion viscéral donne un grand nombre de nerfs. Un grand nerf branchial
alimente I'épithélium et les muscles des branchies et leur zone d’attachement et continue
dans I'axe des branchies. Il est généralement fortement entouré de cellules ganglionnaires.
Les nerfs palléaux postérieurs, nombreux, vont vers la partie postérieure du manteau. Les
nerfs palléaux dorsaux alimentent la région sous la charniére et les nerfs palléaux ventraux,
la majeure partie du manteau. Des anastomoses se produisent entre les branches de celui-ci
et les nerfs palléaux et certaines forment le nerf circumpalléal dans le bord du manteau. Les
nerfs adducteurs postérieurs alimentent le muscle adducteur postérieur. Des petits nerfs
cutanés vont vers la région rectale. Du ganglion viscéral ou du connectif cérébroviscéral,
surgissent des nerfs allant a I’estomac, l'intestin, la glande intestinale, la gonade et les sinus
veineux. Le péricarde, les glandes péricardiques et le cceur sont reliés aux branches du

plexus palléal postérieur ou manteau dorsal.

3.2.3.Les organes sensoriels

Les seuls organes sensoriels chez I’huitre sont : les tentacules, présentes le long du
bord du manteau, les statocystes et I'osphradium situé le long du muscle dans la cavité
palléale. L'osphradium est une zone d’épithélium spécialisé, sans plis ou caractéristiques
visibles a I'ceil nu. Les statocystes sont généralement formés d’une paire symétrique,
présents chez les larves mais pas chez I'adulte. Des plexus périphériques, composés de
cellules nerveuses, sont également retrouvés dans les bords du manteau et les palpes

(Bullock et Horridge, 1965).
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Objectifs et contexte scientifique

Les efflorescences de phytoplancton toxique sont de plus en plus fréquentes et
intenses dans les zones littorales du monde entier depuis quelques décennies (Van Dolah,
2000). En France, et notamment en Bretagne, des efflorescences de dinoflagellés toxiques
du genre Alexandrium, producteurs de toxines paralysantes (PST), sont enregistrées
régulierement depuis les années 1980 (Fremy et al., 1989).

Le taux de PST bioaccumulés par les bivalves peut dépendre de leur sensibilité a
ces toxines. Ainsi, la moule Mytilus edulis, connue pour étre trés peu sensible aux PST, est
'une des especes de bivalves accumulant les plus grandes quantités de PST lors des
efflorescences (Twarog, 1974). Chez la mye, Mya arenaria, sur la cote est Nord-Américaine,
deux populations ont été étudiées par Bricelj et al. (2004). L'une d'elles, régulierement
exposée aux efflorescences d'Alexandrium spp., s'est révélée résistante aux PST, les myes
accumulant des niveaux élevés de PST sans mourir. Il a été démontré qu’une mutation
ponctuelle, modifiant un seul acide aminé au niveau du site de liaison a la STX de la
séquence du Nay, était associée a une diminution de I’affinité pour la STX, jusqu'a 1000 fois.
Cela explique la sensibilité nerveuse inférieure et I'accumulation plus élevée de PST dans des
populations résistantes de myes exposées a Alexandrium spp. par rapport aux populations
sensibles (Bricelj et al., 2005). Outre des mutations au niveau de I’ADN, des phénotypes
contrastés de sensibilité des Nay aux toxines peuvent résulter de régulations post-
transcriptionnelles générant également de la diversité moléculaire chez le Nay. Ainsi, chez la
blatte Blatella germanica, |'épissage alternatif conduit a la formation de deux variants
distincts de Nay (para) avec une sensibilité différente a un insecticide pyréthrinoide, I'un
étant 100 fois moins sensible a l'insecticide que le second (Tan et al., 2002). Chez I'huitre
creuse, Crassostrea gigas, une forte variabilité interindividuelle de la bioaccumulation de PST
est régulierement observée lors des efflorescences naturelles d’Alexandrium spp., mais aussi
chez des huitres exposées expérimentalement a une souche toxique d’A. minutum
(Haberkorn et al., 2011). D’un point de vue fondamental, il est nécessaire de comprendre le

déterminisme de l'accumulation de PST chez C. gigas, pour connaitre les mécanismes
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impliqués et savoir s’il existe un lien entre le niveau d’accumulation et la sensibilité des
huitres et si cette sensibilité résulte d’'une différence de sensibilité des Nay, comme cela a pu
étre observé chez la mye et la blatte. D’un point de vue plus appliqué, une meilleure
compréhension de l'accumulation des PST, permettrait d’évaluer plus précisément les
risques pour la santé humaine. La variabilité d’accumulation étant élevée, il apparait
important de pouvoir définir précisément les gammes d’accumulation pour éviter une sous-
estimation du niveau de contamination.

Dans ce contexte, I'objectif principal de cette these est de déterminer si la
différence d’accumulation des PST observée chez des huitres exposées a Alexandrium sp.,
résulte d’'une sensibilité différente des huitres aux PST et si cette différence de sensibilité
dépend du Nay et de ses potentielles isoformes. Ce travail de thése se divise en deux

objectifs principaux.

1) Caractériser le canal sodium voltage-dépendant de I'huitre creuse C. gigas et ses

potentielles isoformes par une approche de biologie moléculaire

Ce premier objectif consiste a caractériser le(s) gene(s) Nay chez C. gigas, ce qui
implique de déterminer le nombre de genes codant pour le(s) Nay, leur structure génétique
et protéique et leur positionnement d’un point de vue phylogénétique. Pour cela deux
approches ont été menées en paralléle : une approche in silico a partir de bases de données
et une approche de biologie moléculaire par PCR et séquencage, puis analyse des séquences.
Le polymorphisme de type SNP du Nay a ensuite été étudié dans plusieurs populations, afin
de déterminer s’il existe des mutations au niveau du site de fixation des PST qui pourraient
étre responsables d’une potentielle résistance. Puis, des phénomeénes d’épissage alternatif
ont été recherchés. Pour déterminer si les isoformes de Nay ont des sensibilités différentes
aux PST et si ce phénomeéne induit une différence d’accumulation de PST entre les individus,
deux aspects doivent étre abordés :

i) Si les isoformes du Nay ont des sensibilités différentes aux PST, des huitres
présentant des quantités d’accumulation de PST contrastées pourraient exprimer des
isoformes différentes ou présenter des niveaux d’expression différentielle de chacune des

isoformes. Cette étude a été réalisée dans le chapitre 3.
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ii) La sensibilité aux PST de chacune des isoformes doit étre déterminée. Pour cels, il
est nécessaire de faire exprimer chacune des isoformes dans un systéme cellulaire
hétérologue, afin de tester la réponse électrophysiologique en présence de STX. Cette partie
n’a pas pu étre accomplie en raison des difficultés rencontrées lors du sous-clonage du Nay.
La méthodologie testée est, cependant, expliquée dans le chapitre 2. Pour pallier ce
probleme technique, une autre voie a été utilisée. En effet, les PST ciblent les Nay, qui sont
responsables de la communication neuro-musculaire et sont exprimés principalement dans
le systeme nerveux. Ainsi, la réponse des nerfs d’huitres peut étre considérée comme un
proxy de la sensibilité des Nay aux PST. La sensibilité du systeme nerveux de I'huitre vis-a-vis
des PST a donc été étudié par électrophysiologie sur des nerfs d’huitres isolés. Cette partie a

fait I'objet du second objectif de la théese.

2) Etudier la sensibilité aux PST de I'huitre creuse C. gigas par une approche

d’électrophysiologie

Pour répondre a cet objectif, une approche d’électrophysiologie a été mise au
point afin d’étudier la sensibilité a la STX des nerfs cérébroviscéraux des huitres. Une
premiére étape de mise au point de la technique d’enregistrement sur les nerfs a été
effectuée a partir d’huitres collectées sur le terrain et non exposées aux PST. Les premiéres
analyses de traitement des nerfs a la STX ont permis d’établir des courbes dose-réponse qui
ont ensuite été analysées. Puis, des mesures ont été réalisées sur des huitres exposées
expérimentalement ou non a A. minutum, pour déterminer si une pré-exposition des huitres
aux PST modifiait leur sensibilité a la STX. Parallelement, la charge en PST de leur glande

digestive a été mesurée a l'aide d'analyses biochimiques.

Le manuscrit est construit de la fagon suivante : un premier chapitre introductif qui a
présenté une introduction bibliographique permettant d’avoir une vue globale des
connaissances déja présentes dans la littérature concernant les micro-algues toxiques et
leurs impacts, ainsi que les canaux sodium voltage-dépendant.

Le second chapitre portera sur la description détaillée du matériel et des méthodes

utilisés lors de ce travail de these, ainsi que les mises au point techniques qui ont permis
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cette étude. Les résultats obtenus au cours de la thése sont ensuite présentés dans deux
chapitres, faisant I'objet de deux articles scientifiques.

Le chapitre 3 correspondant au premier objectif, présentera la caractérisation du
canal sodium voltage-dépendant de I'huitre creuse C. gigas par une approche de biologie
moléculaire. Les données de ce chapitre sont valorisées par I'article 1 (Annexe 1) publié dans
le numéro spécial Marine Neurotoxins du journal Marine Drugs.

Le chapitre 4 répondant au second objectif, décrira I'’étude de la sensibilité aux PST
de I'huitre creuse C. gigas par une approche d’électrophysiologie. Les données résultant de
ce chapitre sont valorisées dans l'article 2 (Annexe 2) soumis au journal Toxicological
Sciences.

Enfin, un dernier chapitre de synthése permettra de discuter des résultats présentés

et de les mettre en perspectives.



CHAPITRE 2

MATERIEL ET METHODES
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Matériel et méthodes

I. Matériel biologique et expérimentations

Une partie des travaux de thése a pour objectif d’évaluer les effets de I'accumulation
des PST sur l'expression du Nay et la sensibilité des huitres. Durant cette these, trois
expérimentations d’exposition aux micro-algues toxiques Alexandrium ont été réalisées et
sont nommeées « expérience 1 », « expérience 2 » et « expérience 3 » tout au long de ce
manuscrit. La démarche consiste a exposer des huitres a différentes souches de la micro-
algue toxique Alexandrium minutum, puis d’évaluer deux parameétres physiologiques : soit
I’expression du Nay (expériences 1 et 2), soit la sensibilité des nerfs des huitres (expérience
3). Les caractéristiques de chacune des trois expérimentations sont détaillées dans le

Tableau 3.
1. L'huitre creuse Crassostrea gigas

Les huitres utilisées dans la caractérisation du canal sodium voltage-dépendant (Nay)
et de ses variants (Chapitre 3, Parties 2 et 3) ont été prélevées sur les rochers et provenaient
du Dellec (Brest, Finistere). Les huitres ont été prélevées en dehors de la période
d’efflorescence toxique et ne contenaient donc pas de toxines. Neuf tissus ont été disséqués
sur chaque individu: manteau (M), branchies (B), cceur (C), muscle lisse (Ml), muscle strié
(Ms), palpes labiaux (P), ganglions viscéraux (Gl), gonade (G) et glande digestive (D) (Figure
28). Immédiatement aprés la dissection, les tissus ont été broyés avec un homogénéisateur
ultraturax dans du tampon TRI Reagent® (Ambion™) ou placés dans du RNA/ater® (Ambion™)

et stockés a -80°C jusqu’a extraction.
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Nerf LSS Emplacement des
cérébroviscéral ganglions viscéraux
Manteau :
Muscle p1scle
Palpes g— strié |issa
Glande
~ digestive \

Coeur

Figure 28 : Schéma simplifié de I'anatomie interne de I'huitre creuse C gigas dans sa valve inférieure
et les différents tissus prélevés.

Les huitres utilisées pour les analyses de polymorphisme (Chap. 3, Partie 2)
provenaient de 4 populations différentes d’huitres, C. gigas, sauvages ou ramassées sur les
rochers. Trois populations francaises de la cbéte ouest, régulierement exposées a des
efflorescences de PST, ont été choisies : Logonna-Daoulas (Brest, Finistére), Larmor Baden
(Morbihan) et St Clément des Baleines (lle de Ré, Charente-Maritime), avec 50 individus par
population. La population japonaise, avec 20 individus, provenait de la Baie de Sendai
(préfecture de Miyagi) connue pour étre exposée aux efflorescences de PST depuis des
années. Les branchies de ces huitres ont été prélevées et placées dans de I'éthanol pour une
extraction future de ’ADN.

Les huitres utilisées pour les trois expérimentations d’exposition proviennent: de
parcs ostréicoles de La Tremblade (naissain d’écloserie) (Charente-Maritime, France) pour
I'expérience 1 (Chap. 3, Partie 3) ; d'un ostréiculteur de la baie d'Arcachon (captage naturel)
(Gironde, France) pour I'expérience 2 (Chap. 3, Partie 3); d’un ostréiculteur de la rade de
Brest (captage naturel) (Finistére, France) pour I'expérience 3 (Chap. 4, Partie 2). Toutes les
huitres sont diploides et celles des expériences 2 et 3 sont issues de captage naturel. Les
expériences sont décrites dans les paragraphes 4.1 (p. 86) et 4.2 (p. 89) de cette partie.

Les huitres utilisées dans I'étude de la sensibilité des nerfs a la STX et la
détermination de la courbe dose-réponse (Chap. 4, Partie 1) provenaient également du
Dellec (Brest, Finistere) décrit précédemment. Les nerfs cérébroviscéraux ont été prélevés

pour effectuer des mesures d’électrophysiologie.
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2. Dissection des nerfs cérébroviscéraux et des ganglions viscéraux des
huftres

Pour la dissection des ganglions viscéraux et des nerfs, il faut ouvrir I’huitre par la
charniere (co6té antérieur). Cela permet de préserver le muscle adducteur et donc les
ganglions viscéraux. L’huitre est sortie de sa coquille et placée sur la « tranche », puis le
manteau et les branchies sont retirés du c6té postérieur pour laisser apparaitre la zone ou se
trouvent les ganglions viscéraux (Figure 29). lls sont localisés a la jonction entre le muscle
strié et le muscle lisse, du c6té des branchies. La paire de ganglions en forme d’amande est
de couleur foncée (jaune a marron) selon la pigmentation de I’huitre. Une fois les ganglions
localisés, le prélevement du nerf cérébroviscéral, qui rejoint les ganglions viscéraux et
cérébraux, est réalisé a I'aide de micro ciseaux ophtalmologiques. Le nerf part du ganglion
viscéral et continue vers I'avant entre le muscle et la gonade (le nerf est coincé sous la
gonade lorsque celle-ci est trés développée), puis le long des branchies jusqu’au ganglion
cérébral trés peu visible. Ce prélevement du nerf permet d’avoir une longueur maximale de
3 cm. Le deuxieme nerf, situé sur l'autre coté de I'huitre, est prélevé de la méme fagon. Le
préléevement des ganglions viscéraux est ensuite réalisé en surface du muscle adducteur, en

glissant les ciseaux entre les ganglions et le muscle.

Figure 29 : Observation des ganglions viscéraux et des nerfs d’huitre creuse C. gigas. L'huitre est
placée sur le c6té dorsal, le manteau et les branchies ont été découpés et mis sur le coté. Les fleches
représentent les deux nerfs cérébroviscéraux partant des ganglions viscéraux (en pointillés) et allant
vers la partie antérieure de I'huitre. Ms : muscle strié, M : manteau.
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3. Culture des micro-algues

Différentes cultures de micro-algues ont été réalisées pour nourrir les huitres lors des
expérimentations d’exposition aux micro-algues toxiques. Le dinoflagellé Alexandrium
minutum Halim (1960) souche Daoulas 1257 (isolé en Rade de Brest, Finistére) a été utilisé
pour les expériences 1 et 3. La souche d’A. minutum AM89BM (isolée en baie de Morlaix,
Finistére) a été utilisée pour I'expérience 2 uniquement. Le dinoflagellé non toxique
Heterocapsa triquetra (Ehrenberg) Stein, souche HT99PZ (isolé en Baie de Penzé, Finistére) a
servi de contrble dans les expériences 1 et 2 en raison de sa similitude de taille et de forme
avec A. minutum. Tandis que pour I'expérience 3, c’est Tisochrysis lutea (Bendif et al., 2013)
qui a été utilisée comme controle. Les cultures ont été réalisées en milieu L1 (Guillard et
Hargraves, 1993) pour les dinoflagellés et en milieu de Conway (Walne, 1966) pour T. lutea,
a 16°C avec un cycle lumiére:obscurité de 12:12h et ont été récoltées pendant la phase de
croissance exponentielle. Les densités de cellules d'algues ont été déterminées par

comptage en utilisant des cellules de Nageotte ou Malassez sous un microscope optique.

4. Protocole expérimental de l'exposition des huitres aux micro-algues
toxiques

4.1. Relations entre I'expression du géne du Nay et 'accumulation de toxines

Pour caractériser la relation possible entre I'expression du canal Nay et
I'accumulation de toxines, les huitres ont été exposées a deux souches différentes d’A.
minutum (Daoulas 1257 et AM89BM) et au dinoflagellé non toxique Heterocapsa triquetra
(HT99PZ). Pour les deux expériences, deux phases ont été considérées: la période
d'acclimatation et la période d'exposition. Chaque bac a été alimenté avec des cultures de
micro-algues a |'aide d'une pompe péristaltique. Des air-lifts centraux ont été utilisés pour

homogénéiser la concentration de micro-algues dans I'eau des bacs.
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4.1.1.Expérience 1

Cette expérience, nommée « Ploitox » dans le cadre du projet ANR ACCUTOX, a été
réalisée en Octobre 2015 au sein du LEMAR'™® & 'lUEM™. Les huitres ont été distribuées de
maniére aléatoire dans des bacs de 18 L (triplicat; 12 H/bac), selon deux conditions: les
huitres controles (n=36) et les huitres exposées (n=60) (Figure 30). Au cours de la période
d'acclimatation de 7 jours, les huitres ont été nourries avec un flux continu de 19 L d’eau de
mer par jour avec H. triquetra (10° cellules/L). L’exposition de 4 jours a été réalisée avec le
méme débit continu d’A. minutum (3x10° cellules/L), correspondant & la concentration d’un

bloom en conditions naturelles, ou d’H. triquetra (10° cellules/L).

Contréle Exposé
@ x3 @ x5
12 12
Acclimatation ' Exposition
7jrs | 4 jrs
Contréle | =
H. triquetra :
Exposé o =
H. triquetra © A.minutum

Daoulas1257

Figure 30 : Schéma représentant le protocole expérimental de I'expérience 1 permettant danalyser
la relation entre accumulation de toxines et expression des ARNm du Nay. Les huitres sont
acclimatées pendant 7 jours avec H. triquetra, puis divisées en deux groupes exposés (4 jours) a : H.
triquetra (contrdle) ou A. minutum Daoulas 1257 (exposé).

A la fin de la période d'exposition, les huitres ont été disséquées et les glandes
digestives ont été prélevées, pesées et stockées dans I'azote jusqu'au dosage toxinique. Les
ganglions viscéraux et les muscles striés ont été prélevés et stockés dans du RNAlater®

(Ambion™) a -80°C.
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4.1.2.Expérience 2

Cette expérience, nommée « CgRhythm » dans le cadre du projet ANR ACCUTOX, a
été réalisée en Décembre 2015 a la station marine d’Arcachon en collaboration avec I'UMR
EPOC'? et dans le cadre de la thése de Laura Payton. Les huitres ont été distribuées de
maniere aléatoire dans des bacs en triplicats, selon deux conditions: les huitres controles
(n=88) et les huitres exposées (n=88) (Figure 31). Au cours de la période d'acclimatation de 7
jours, les huitres ont été nourries avec un flux continu de 144 L d’eau de mer par jour avec H.
triquetra (10° cellules/L). L’exposition de 6 jours a été réalisée avec un débit continu de 144 L

d’eau de mer par jour avec A. minutum (10° cellules/L) ou H. triquetra (10° cellules/L).

Contrdle Exposé

@ X3 @ X3

30 30

Acclimatation + Exposition
7 jrs ' 6jrs
Contréle >
H. triguetra '
Exposé
H. triquetra ' A.minutum
AM89BM

Figure 31 : Schéma représentant le protocole expérimental de I'expérience 2 permettant d'analyser
la relation entre accumulation de toxines et expression des ARNm du Nay. Les huitres sont
acclimatées pendant 7 jours avec H. triquetra, puis divisées en deux groupes exposeés (6 jours) a H.
triquetra (contrdle) ou A. minutum AM89BM (exposé).

A la fin de la période d'exposition, les huitres ont été disséquées et les glandes
digestives ont été prélevées, pesées et stockées dans I'azote jusqu'au dosage toxinique. Les
ganglions viscéraux et les muscles striés ont été prélevés et stockés dans du RNAlater®

(Ambion™) a -80°C.
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4.2. Relations entre la sensibilité des nerfs et I'accumulation de toxines

(Expérience 3)

Pour caractériser la sensibilité des nerfs d’huitres et voir I'effet d’une pré-expostion
aux PST, les huitres ont été exposées a la souche d’A. minutum Daoulas 1257 et a la micro-
algue non toxique T. lutea. Cette expérience, nommée « Nereltox » dans le cadre du projet
ANR ACCUTOX, a été réalisée en Mai 2016 au sein du LEMAR a I'lUEM. Les huitres ont été
distribuées de maniére aléatoire dans des bacs de 18 L (triplicats), selon deux conditions : les
huitres controles (n=23) et les huitres exposées (n=30) (Figure 32). Chaque bac a été
alimenté avec des cultures de micro-algues a l'aide d'une pompe péristaltique. Des air-lifts
centraux ont été utilisés pour homogénéiser la concentration de micro-algues dans I'eau des
bacs. L'exposition de 4 jours a été réalisée avec un débit continu de 4,3 L d’eau de mer par
jour avec A. minutum (16x10° cellules/L), correspondant a la concentration d’un bloom en

conditions naturelles, ou T. lutea (4x10° cellules/L).

Contréle Exposé
X3 @ X3
10
T. lutea A. minutum
Exposition
4jrs

Figure 32 : Schéma représentant le protocole expérimental de l'expérience 3 permettant danalyser
la relation entre accumulation de toxines et sensibilité des nerfs. Les huitres sont divisées en deux
groupes, exposeés (4 jours) a T. lutea (contréle) ou A minutum Daoulas 1257 (exposé).

A la fin de la période d'exposition, les glandes digestives des huitres ont été
prélevées, pesées et stockées dans I'azote jusqu'au dosage toxinique (ELISA). Les ganglions
viscéraux, les muscles striés et un nerf ont été prélevés et stockés dans du RNAlater®

(Ambion™) a -80°C.
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ll. Etude des canaux Nay de Crassostrea gigas par une approche de
biologie moléculaire

Dans cette partie, I'étude des Nay de C. gigas a été réalisée a partir des séquences
Nay de type 9 et 5 annotées comme étant homologues des canaux sodium voltage-
dépendant par Zhang et al. (2012). Suite a leur caractérisation (Chapitre 3, Partie 1), ces
séquences ont été renommées CgNay1 (Nay9) et CgNay2 (Nay5). Les deux séquences ont été
étudiées dans le cadre de I'analyse phylogénétique (Chapitre 3, Partie 1) et de I'expression
des ARNm pendant I'ontogénése de I'huitre (Chapitre 3, Partie 2). Cependant, pour toutes
les autres analyses réalisées sur les Nay, seule la séquence CgNay1 a été étudiée (explications

dans le Chapitre 3, Partie 1).

1. Extraction des ARN totaux et traitement a la DNase

L’extraction des ARN totaux est réalisée en conditions RNase free. Les fragments de
tissus conservés dans le RNAlater® (Ambion™) sont placés dans 1,5 mL de TRI Reagent®
(Ambion™), broyés et homogénéisés a I'aide d’un ultraturax. L’'homogénat incube ensuite a
température ambiante pendant 5 min, pour permettre la dissociation des complexes
nucléoprotéiques. Une centrifugation a 12000 g pendant 10 min a 4°C est réalisée et le
surnageant est prélevé. L'ajout de 200 pL de chloroforme et une incubation de 10 minutes
sur glace permet de séparer les phases aqueuse et organique. Aprés, une centrifugation a
12000 g pendant 20 min a 4°C, la solution est divisée en 3 phases: la phase inférieure
organique rose contenant phénol-chloroforme, ADN et protéines, une interphase contenant
ADN et protéines et la phase supérieure aqueuse incolore contenant les ARN. Cette derniere
est prélevée et 500 pL d’isopropanol sont ajoutés dans le but de précipiter I’ARN. Une
incubation de 2 h min a -20°C et une centrifugation a 10000 g pendant 30 min a 4°C
permettent de culoter 'ARN. Le culot est ensuite lavé 3 fois avec 1mL d’éthanol 75 %,
préparé avec de I'eau traitée au DEPC™ et centrifugé 3 10000 g pendant 10 min a 4°C. Ce
culot est séché pendant 5 a 10 min puis repris dans de I’eau RNase-free. L'ARN est conservé

a-80°C.

B Diéthyl pyrocarbonate qui permet de détruire les RNases
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Les ARN totaux subissent un traitement a la DNase afin de dégrader toutes traces
d’ADN dans I’échantillon, a I'aide du kit DNase Max® (MO BIO Laboratories). Pour cela, 20 pg
d’ARN totaux sont mélangés a 1 pL d’enzyme DNase, 5 plL de tampon de réaction 10X et 24
uL d’eau RNase free. Le mélange incube a 37°C pendant 20 min, pour activer I'enzyme. La
DNase est ensuite éliminée grace a 5 uL de résine, qui a pour role de fixer I'’enzyme, et une
incubation de 10 min a température ambiante. L'enzyme fixée aux billes de la résine est
retirée aprés centrifugation a 13000 g pendant 1 min. Le surnageant contenant I’ARN total

est prélevé et conservé a -80°C.

2. Mesure de la concentration des ARN et évaluation de leur intégrité

La concentration des ARN totaux (avant et aprés le traitement a la DNase) a été
analysée avec un spectrophotomeétre Nanodrop 8000 (Thermo Scientific). Le rapport des
densités optiques mesurées a 260 nm et 280 nm permet d’évaluer la contamination en
protéines de la solution. L’absorbance maximale des acides nucléiques se fait a 260 nm et
celles des protéines a 280 nm. Le rapport doit étre compris entre 1,8 et 2,1 pour les ARN. Le
rapport des densités optiques a 260 nm et 230 nm permet lui d’évaluer la présence de
solvants résiduels et de résidus organiques. Il doit étre supérieur a 1,8. L'intégrité de I'ARN
est également évaluée par électrophorése sur gel d'agarose.

L'intégrité de I’ARN total (aprés le traitement a la DNase) a été vérifiée avec un
bioanalyseur Agilent. Pour cela, 1 uL d’ARN total est ajouté a un marqueur fluorescent,
émettant une fluorescence en fonction du temps de rétention des molécules d’ARN. Les ARN
dégradés et courts ont un temps de rétention plus faible et une fluorescence moindre que
les ARN de bonne qualité et de grande taille. Un indice est déterminé pour évaluer I'intégrité
des ARN, il s’agit du RIN (RNA Integrity Number), qui doit étre proche de 2 (ARN non

dégradé).
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3. Reverse transcription

La reverse transcription permet d’obtenir de ’ADNc a partir des ARN totaux extraits.
La synthése d'ADNCc a été réalisée a partir d’1 pug d'ARN total en utilisant des Oligo(dT)g et le
kit RevertAid H minus First Strand cDNA Synthesis (Fermentas). Ce kit permet la rétro-
transcription de ’ARN en ADNc simple brin. Les Oligo(dT)s se fixent a la queue poly-A des
ARNm et permet ainsi de sélectionner les ARN codant pour des protéines. Cela offre plus de
chance de sélectionner les ARN d’intéréts. Un mix contenant 1 pug d’ARN total et 1 uL
d’Oligo(dT)g est incubé a 65°C pendant 5 min pour dissocier les structures secondaires de
I’ARN. Sont ensuite ajoutés, 4 uL de tampon de réaction 5X, 1 uL de Ribolock qui est un
inhibiteur de RNases, 2 puL de dNTPs 10 mM et 1 plL de reverse transcriptase. L'enzyme est
activée par une incubation pendant 1 h a 42°C puis inactivée a 70°C pendant 5 min. Les

échantillons d’ADNc sont dosés au Nanodrop et conservés a 4°C.

4. Amplification de la séquence d’ADNc de la sous-unité a du Nay

La séquence génomique de la sous-unité a du canal sodium voltage-dépendant
(associée a CgNay1) de I'huitre creuse a été obtenue par Zhang et al. (2012) et téléchargée a
partir du site OysterBase'*. Cette séquence (CGI_10001852) a été utilisée comme référence
pour concevoir les amorces de toutes les amplifications d’ADNc. Seule CgNay1 a été étudiée
ici (voir Chapitre 3, Partie 1, expliquant pourquoi CgNay2 n’a pas été étudié).

L’amplification de I'intégralité de ’ADNc du Nay en une fois a été testée a plusieurs
reprises mais sans succes. La stratégie adoptée a donc été d’amplifier la séquence totale
d’ADNCc en 4 fragments qui sont clonés ensuite (Figure 33). L'amplification a été réalisée dans
un volume final de 50 uL. Chaque réaction contenait 4 uL d'ADNc, 200 uM de dNTP, 0,5 uM
de chaque amorce (Tableau 4), 10 pl de Buffer 5X Phusion™ HF et 1 U de Phusion™ High-
Fidelity DNA Polymerase (Finnzyme). Les conditions d’amplification sont les suivantes : 98°C
2 min, 40 cycles [98°C 10 sec, 63°C 30 sec, 72°C 1 min], 72°C 10 min. Les produits de PCR ont
été vérifiés par électrophorese sur gel d'agarose, puis une seconde PCR a été réalisée sur ces

produits de PCR dans le but d’obtenir une concentration plus grande. La deuxiéme

" http://www.oysterdb.com
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amplification a été réalisée selon le méme protocole que précédemment, en utilisant 2 plL de
produits de PCR et en ajoutant 1,5 uL de DMSO et 1 uL de GoTaq Flexi DNA (Promega)
permettant d’ajouter des adénosines a la fin de la séquence, nécessaires pour le clonage. Les
produits de PCR finaux ont été clonés dans le plasmide pCR™4-TOPO® grace au kit de

clonage TOPO® TA (Invitrogen) (voir paragraphe 5.3, p. 96).

Tableau 4 : Amorces utilisées pour I'amplification des 4 fragments de la séquence d’ADNC.

Nomd .
om. ® " Nom des amorces Séquence des amorces (5' - 3') Longueur (pb)
amplicons
Fragment 1 CgNav9_TF CAGAACGGATAGTTGGGGAAT 21
CgNav9_Var2R CTTCCCGTAGTTCGTCATGC 20
Fragment 2 CgNav9_Var2F GTGATACTGCTGGGCTCGTT 20
CgNav9_2Rs GCTTGGTTCTCTCTCGTTCG 20
Fragment 3 CgNav9_Ch6F GGAAGATGGGTCAAAGTCAAAG 22
CgNav9_VarlR GCGGAGACTTAGACGACATC 20
Fragment 4 CgNav9_VarlF GTTCATCGGTGTCATCATTG 20
CgNav9 TR GGGTTGATAACAGTGGGTGAA 21
I II 11 1A%
outside ﬂ ﬂ ﬂ
v v v v
1(2|3]4]5] |6 112|3|4|5] |s 12|3]4]5] |6 12|3]4]5] |s
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+*HyN COO”
2 b d f h
C e g
1 3
2 4

Figure 33 : Stratégie d'amplification de la séquence d’ADNCc totale de la sous-unité a du canal sodium
voltage-dépendant de C gigas. Le canal est composé de quatre domaines homologues (I-IV), ayant
chacun six segments transmembranaires (1-6). Les fragments a, b, ¢, d, e, f, g et h ont été utilisés
pour obtenir la séquence complete du Nay. Les fragments 1, 2, 3 et 4 ont été utilisés pour cloner la
totalité de la séquence ADNc du Nay. Les lignes indiquent I'emplacement des amplicons de PCR par
rapport a la structure du canal.
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Pour pouvoir séquencer proprement chaque fragment et étudier I'existence de
variants d’épissage, la séquence d'ADNc complete a été amplifiée étape par étape en 8
fragments plus petits (« a» a « h») que les fragments 1 a 4. Les amorces utilisées sont
décrites dans le Tableau 5. Les amplicons de PCR couvrant la séquence compléte d'ADNc
sont présentés dans la Figure 33. Les variants d'épissage du canal Nay des huitres ont été
recherchés par clonage et séquencage d'ADNc a partir des 9 tissus de 5 individus.
L'amplification a été réalisée dans un volume final de 50 pL. Chaque réaction contenait 2 plL
d'ADNc, 1,5 mM de MgCl2, 200 uM de dNTP, 0,1 uM de chaque amorce, 10 pl de Buffer 5X
et 1,5 U de polymérase GoTaq Flexi DNA (Promega). Les conditions d’amplification sont les
suivantes : 95°C 2 min, 40 cycles [95°C 45 sec, 60°C 45 sec, 72°C 4 min], 72°C 5 min. Les
produits de PCR ont été vérifiés par électrophoréese sur gel d'agarose et clonés dans le
plasmide pCR™4-TOPO® grace au kit de clonage TOPO® TA (Invitrogen) (voir paragraphe 5.2,

p. 95) avant de I'envoyer a séquencer (Sanger ABI 3730xI) par la société GATC (Allemagne).

Tableau 5 : Amorces utilisées pour l'amplification de la séquence d'ADNc du Nay de C. gigas par
étapes.

Nom. des Nom des amorces  Séquence des amorces (5' - 3') Longueur (pb)
amplicons
a CgNav9 _TF2 GCTGTGTACGACTAAAATGGAG 22
CgNav9 _elR ACGCGCTGAATAATGGATG 19
b CgNav9_Ch2F AGCCCCTTTAACCCACTCAG 20
CgNav9_1R AACGAGCCCAGCAGTATCAC 20
C CgNav9_Ch2F AGCCCCTTTAACCCACTCAG 20
CgNav9_Ch4R CAAAAGCATCCAACACGATG 20
d CgNav9_Ch5F AGCGACTACCTTCCTTTCGAG 21
CgNav9_2Rs GCTTGGTTCTCTCTCGTTCG 20
e CgNav9_Che6F GGAAGATGGGTCAAAGTCAAAG 22
CgNav9_3r'2 GCGTCATTCATTACTTCGATCC 22
f CgNav9_Ch8F CCTGAATCTGTTCATCGGTGT 21
CgNav9_4R TTACAACCCTCCTCGTTCGT 20
g CgNav9_Ch9F CACGTTCGGGATGAGTTTCT 20
CgNav9_e25R GCGGTATCTTCGTGAATGGT 20
h CgNav9_Ch10F ACTACGCCGCAAGGGTTAT 19
CgNav9 TR GGGTTGATAACAGTGGGTGAA 21
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5. Sous-clonage des produits de PCR

5.1. Principe du sous-clonage

La méthode consiste a intégrer un fragment d’ADN d’intérét au sein d’un organisme
unicellulaire, le plus souvent, les bactéries Escherichia coli. Elles possedent des capacités de
multiplication et une grande vitesse de prolifération nécessaire pour reproduire le fragment
d’intérét. Cet ADN est tout d’abord inséré dans un plasmide servant de vecteur et
correspondant a de I’ADN circulaire. Le plasmide portant le fragment d’intérét est ensuite
injecté dans les bactéries compétentes qui sont mises en culture. Les plasmides en trés
grand nombre peuvent étre extraits au moment de la phase exponentielle de croissance des

bactéries.

5.2. Clonage avec les plasmides pCR™4-TOPO® et pCR-XL-TOPO® dans des
cellules TOP10

Le clonage des petits fragments de produits de PCR (« a » a « h ») a été réalisé grace
au kit de clonage TOPO® TA (Invitrogen), tandis que les fragments (> 1 kb) sont clonés a
I'aide du kit de clonage TOPO® XL PCR (Invitrogen). Le protocole étant le méme pour les
deux plasmides utilisés, il sera détaillé ci-dessous en prenant comme exemple le plasmide
pCR™4-TOPQO® (Figure 34). La ligation des ADNc au plasmide pCR™4-TOPQO® est réalisée en
incubant 3 pL d’ADNc et 1 puL de plasmide a température ambiante pendant 30 min. La
réaction est ensuite stoppée par I'ajout de 1 uL de solution stop 6X et en mélangeant
pendant plusieurs secondes. Le mélange est centrifugé brievement et placé sur glace. La
seconde étape correspond a la transformation de bactéries chimio-compétentes Escherichia
coli (TOP10, Invitrogen), en ajoutant 2 pl du mélange précédent au tube de bactéries fourni.
Le plasmide est introduit dans les bactéries grace a un choc thermique, de 0 a 42°C, puis a
nouveau sur glace. Les bactéries transformées sont placées dans 400 puL de milieu S.O.C. et
incubées pendant 1 h a 37°C sous agitation de 200 rpm. Les cultures sont ensuite étalées sur
des boites de pétri contenant du milieu LB agar et 50 ug/mL de kanamycine pour incubation

d’une nuit a 37°C. Les colonies de bactéries transformées (résistantes a la kanamycine) sont
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sélectionnées, repiquées dans du milieu LB liquide contenant 50 pug/mL de kanamycine et
incubées a 37°C sous agitation de 300 rpm pendant 8 h minimum. Cette étape est
renouvelée pour permettre de sélectionner les bactéries au niveau de la phase de croissance
de la colonie. La troisieme étape consiste a récupérer les plasmides contenus dans les
bactéries. Pour cela, la méthode de la miniprep est utilisée via le kit NucleoSpin® Plasmid
(Macherey-Nagel) selon le protocole du fabricant. La derniere étape correspond a la
vérification du clonage en réalisant une digestion enzymatique avec I’'enzyme de restriction
EcoRI (Promega) a 37°C pendant 1h30. Le mélange réactionnel contient 2 uL de tampon H
EcoRl, 1 pL d’enzyme EcoRlI, 6 pL d’ADN plasmidique, 0,2 uL d’albumine de sérum bovin et
de I'eau. La totalité des produits digérés est déposée sur gel d’agarose 1,5 %, ainsi que 5 pL
de produits non digérés servant de témoin. Les plasmides sont ensuite envoyés a séquencer

(Sanger ABI 3730xl) a la plateforme GATC (Allemagne).

LacZo. initiation codon
M13 Reverse priming ske I T3 priming slte

| l
201 CACACAGGAA ACAGCTATGA CCATGATTAC GCCAAGCTCA GARATTAACCC TCACTAARGG
GTGTGTCCTT TGTCGATACT GGTACTAATG CGGTTCGAGT CTTAATTGGG AGTGATTTCC

Spe | Pst | Pmel EcoRI EcoR | Not |

1 | l 1 1
261 GACTAGTICCT GCAGGTTTAA ACGAATTCGC CCTT] [ LI AGGGC GAATTCGCGG
CTGATCAGGA CGTCCARATT TGCTTAAGCG GCARMMALLICEMTTCCCG CTTAAGCGCC

T7 priming site M13 Forward (-20) priming slte

| P ——
311 | CCGCTARAATT CAATTchCC TATAGTGAGT CGTATTACAA TTCACTGGCC GTCGTTTTAC
GGCGATTTAA GTTAAGCGGG ATATCACTCA GCATAATGTT AAGTGACCGG CAGCAARATG

Figure 34 : Carte de restriction du plasmide pCR™4-TOPO® (Invitrogen).

5.3. Clonage avec le plasmide pCR™4-TOPO® dans des cellules Stbl2

Le clonage des fragments d’ADNc du Nay a été trés problématique et a nécessité une
tres longue période de mise au point. Les séquences des Nay sont connues pour étre

difficiles a sous-cloner. Un nouveau protocole a donc été mis au point d’apres le protocole
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de Feldman et Lossin (2014) et le clonage des 4 fragments (voir paragraphe 4, p. 92) a été
réalisé dans les plasmides pCR™4-TOPO® avec les cellules compétentes MAX Efficicency®
Stbl2™ (Invitrogen). La ligation des ADNc au plasmide pCR™4-TOPQ® est réalisée en incubant
3 uL d’ADNc et 1 pL de plasmide a température ambiante pendant 30 min. La réaction est
ensuite stoppée par I'ajout de 1 pL de solution stop 6X et en mélangeant pendant plusieurs
secondes. Le mélange est centrifugé brievement et placé sur glace. La transformation des
bactéries compétentes Stbl2™ (Invitrogen) est réalisée en ajoutant 3 pl du mélange
précédent a 25 uL de bactéries et en incubant 25 min sur glace. La solution est ensuite
placée a 42°C pendant 40 sec, puis a nouveau sur glace. Les bactéries transformées sont
placées dans 400 puL de milieu S.0.C. et incubées pendant 1h30 a 30°C sous agitation de 200
rom. Les cultures sont ensuite étalées sur du milieu LB agar contenant 50 pg/mL
d’ampicilline pour incubation de 3 a 5 jours a 30°C. Les colonies de bactéries transformées
sont sélectionnées, repiquées dans du milieu LB liquide contenant 50 ug/mL d’ampicilline et
incubées a 30°C sous agitation de 200 rpm pendant 3 jours. Les plasmides sont récupérés
selon le procédé décrit précédemment en réalisant une miniprep avec le kit NucleoSpin®
Plasmid (Macherey-Nagel) selon le protocole du fabricant. Les plasmides sont ensuite

envoyés a séquencer aux plateformes GATC et Eurofins (Sanger ABI 3730xl).

6. Quantification par PCR en temps réel

6.1. Principe de la PCR en temps réel (qPCR)

La gPCR est une technique de biologie moléculaire utilisée notamment dans le but de
guantifier le niveau d’expression des génes, en mesurant la quantité d’ADNc des génes cibles
et donc la quantité d’ARNm dans I’échantillon initial. Un marqueur fluorescent est utilisé
comme agent intercalant qui va se fixer a ’ADN double brin néoformé de la PCR. Pendant la
phase exponentielle de Ila PCR, l'augmentation de la fluorescence mesurée est
proportionnelle a la quantité de produits de PCR formés et a la quantité d’ADNc initial. Cette
guantité est mesurée relativement a la quantité d’ADNc de genes de référence, dont
I’expression ne varie pas dans les conditions d’expérimentation. Chaque réaction de qPCR

présente différents contrdles : le blanc qui correspond a de I'’eau RNase free a la place de
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I’ADNc pour vérifier la non-contamination dans la réaction ; le controle RT- qui consiste a
remplacer I’ADNc par de I’ARN traité a la DNase pour vérifier 'absence de contamination des
ARN par de I'ADN génomique ; le contréle ADNc (calibrateur) qui correspond a un pool
d’ADNc provenant ici de différents tissus et qui permet de normaliser les réactions de gPCR

inter-plaques.

6.2. Quantification des ARNm du Nay

La quantification des ARNm du canal Nay et de ses variants d'épissage a été réalisée
par la PCR en temps réel (QPCR). La spécificité de chaque couple d’amorces a été validée par
I’analyse du profil de fusion réalisé a la fin de la qPCR. La courbe de fusion est réalisée en
augmentant la température de 60°C a 97°C par paliers de 0,1°C/sec, dans le but de
déterminer le Tm (température de fusion) de I'amplicon. L'observation de plusieurs pics a
des Tm différents indique la présence d’un mélange d’amplicons. L’efficacité des amorces a
été déterminée grace a une gamme de dilutions des ADNc contréle (ADNc pur, 1/10, 1/100,
1/1000 et 1/10000). L'efficacité de I'amplification a été calculée a partir de la pente de la
courbe standard construite avec cing dilutions en série d'un pool d'ADNc (témoin). Chaque
amplification a été réalisée en triplicat en utilisant le kit LightCycler® 480 SYBR Green |
Master (Roche) dans un volume final de 10 puL contenant 5 pL de SYBR Green | Master Mix
(2X), 0,5 uL de chaque amorce (10 uM) pour le Nay ou les génes de référence GAPDH et EFla
(Tableau 6), 1 uL d'ADNc, d'ARN traité a la DNase (contréle RT-) ou d'eau (blanc) et 3 pL
d’eau. Les conditions d’amplification sont les suivantes : 95°C 10 min, 40 cycles [95°C 10 sec,
57°C 20 sec, 72°C 15 sec], 40°C 10 sec. Toutes les réactions de PCR ont été effectuées en
triplicats et les valeurs de Cp (crossing point) utilisées correspondent a la moyenne des
réplicats. Le Cp correspond au cycle a partir duquel la fluorescence de I’échantillon dépasse
la fluorescence de fond. Un échantillon avec une concentration initiale faible d’ADN aura
besoin de plus de cycles pour atteindre le Cp. Trois genes de références ont été testés
(actine, EF1a, GAPDH). La validation du gene de référence a été réalisée en utilisant
I'algorythme NormfFinder v.0953 (Andersen et al., 2004) sous forme d'un module
complémentaire du logiciel Microsoft® Office Excel. La meilleure valeur de stabilité (0,003) a
été obtenue pour la combinaison des deux genes GAPDH et EFla. Les quantités d'’ARNm ont

donc été normalisées en utilisant la moyenne géométrique des genes de référence GAPDH
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et EFla et quantifiés avec la « E-method » en utilisant le logiciel LightCycler® 480 1.5 (Roche)
(Hoffmann et al., 2008), qui utilise comme base la méthode des AACt (Pfaffl, 2001). La « E-
method » utilise les efficacités de PCR individuelles des genes de référence et des genes
cibles, pour éviter les erreurs de calcul générées par les différences d’amplification entre les

deux types de génes.

Tableau 6 : Amorces utilisées pour la PCR en temps réel. Les amorces de l'actine ne sont pas
présentées car ce géne n'a pas été utilisé pour les analyses.

Nom des Nom des _, v o Longueur
. Séquences des amorces (5' - 3')
amplicons amorces (pb)
Variant A CgNav9_a5F CTCTTGTGCTCATTCCAGCA 20
CgNav9_s7R  GACCCATTTATTGACCCCTTCT 22

Variant B CgNav9_s5F  CGAAAGATTCAACAAACAATGCATG 25
CgNav9_a7R1 TTAAAGGTTGATGGTCAGCGTGATT 25
Variant C  CgNav9_s5F CGAAAGATTCAACAAACAATGCATG 25

CgNav9_s7R  GACCCATTTATTGACCCCTTCT 22

Variant D CgNav9_a5F  CTCTTGTGCTCATTCCAGCA 20
CgNav9_a7R1 TTAAAGGTTGATGGTCAGCGTGATT 25

GAPDH  gFw_GAPDH GGAGACAAGCGAAGCAGCAT 20
gRev_GAPDH CACAAAATTGTCATTCAAGGCAAT 24

EFla EF1qgF ACCACCCTGGTGAGATCAAG 20
EF1gR ACGACGATCGCATTTCTCTT 20

7. Hybridation in situ

7.1. Principe de I'hybridation in situ (ISH)

L’hybridation a été réalisée lors du stage de Master 1 de Justine Castrec (Castrec,
2014). L’hybridation in situ (ISH) correspond a la localisation de séquences d’acides
nucléiques dans des cellules ou des tissus. Cette technique repose sur |I’hybridation d’une
molécule simple brin d’ADN ou ARN, appelée sonde ou ribosonde, avec une séquence
complémentaire cible. L'ISH est réalisée, ici, sur des coupes histologiques de tissus et permet
la localisation tissulaire et cellulaire des molécules d’intéréts grace aux sondes qui sont
préalablement marquées. La sonde marquée et fixée au géne d’intérét est ensuite visualisée

selon la méthode de marquage utilisée.
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7.2. Synthese de la ribosonde

La localisation tissulaire et cellulaire des canaux sodium voltage-dépendant chez C.
gigas, a été déterminée par hybridation in situ (Figure 35). Pour cela des sondes ARN (sens et
antisens) simple brin spécifiques d’une portion de 'ARNm (exon 24) de CgNayl ont été
synthétisées. La sonde antisens est complémentaire a ’TARNm du Nay et va s’hybrider a celui-
ci. La sonde sens est identique a 'ARNm du Nay et sert de témoin négatif car elle ne
s’hybride pas a celui-ci. La synthése de la sonde est réalisée en plusieurs étapes: i)
amplification par PCR et clonage des ADNc ; ii) préparation des plasmides ; iii) synthese des
sondes.

L’amplification par PCR a été réalisée dans un volume final de 25 puL. Chaque réaction
contenait 1 uL d'ADNc (mélange de branchies, muscle strié et ganglions viscéraux), 1,5 mM
de MgCl2, 200 puM de dNTP, 0,1 pM de chague amorce (CgNav9 e25F
AGGCGGGTGTTATGTTCTTG et CgNav9_e25R GCGGTATCTTCGTGAATGGT), 5 pul de Buffer 5X
et 1,5 U de polymérase GoTaq Flexi DNA (Promega). Les conditions d’amplification sont les
suivantes : 95°C 2 min, 35 cycles [95°C 1 min, 60°C 1 min, 72°C 1 min], 72°C 5 min. Les
produits de PCR ont été vérifiés par électrophorése sur gel d'agarose. lls sont ensuite extraits
a partir du gel et purifiés grace au kit QlAquick Gel Extraction (QIAGEN). Les produits de PCR
sont sous-clonés pour permettre de synthétiser les sondes ARN. Le clonage est effectué dans
le plasmide pCR™4-TOPQ® selon le protocole du kit de clonage TOPO® TA (Invitrogen) (voir
paragraphe 5.2, p. 95).

Les plasmides sont ensuite linéarisés avec soit Spel, soit Not/, dont les sites de
restriction encadrent l'insert (Figure 35) pendant 4 h a 37°C. Le mélange réactionnel contient
(en concentration finale) I'enzyme (0,1 U/uL), le tampon de I'enzyme (1X), de I'albumine de
sérum bovin (1 pg/uL), le plasmide (50 ng/uL) et de I'eau (gsp 100 uL). La linéarisation des
plasmides est vérifiée en déposant les produits digérés sur gel d’agarose 1,5 %, comme
décrit dans les paragraphes précédents. Les plasmides linéarisées sont ensuite précipités a
-20°C pendant 30 min, aprés ajout de 5 uL d’EDTA 0,5 M, 10 pL d’acétate d’ammonium 5 M
et 600 pL d’éthanol absolu. Apres centrifugation a 20000 g pendant 15 min a 4°C, le culot est
repris dans 20 pL d’eau. Les plasmides sont ensuite traités a la protéinase K (100 pg/mL)
pendant 30 min a 50°C avec du SDS 0,5 %. Les plasmides traités sont purifiés au phénol-

choloroforme-IAA et le culot est repris dans 15 L d’eau.
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Les sondes sont alors synthétisées par transcription in vitro a partir des plasmides
linéarisés précédemment (Figure 35) et incorporation de digoxigénine (DIG) lors de leur
synthése par lincorporation de nucléotides modifiés UTP-DIG (DIG RNA Labeling Mix,
Roche). Les plasmides linéarisés avec Not/ sont transcrits avec ’ARN polymérase T3 et les
plasmides linéarisés avec Spel sont transcrits avec I’ARN polymérase T7 (MEGAscript kit,
Ambion). Le marquage des sondes est vérifié par un dot blot. Pour cela, les sondes sont
diluées de 0,01 a 100 pg/uL et 1 pL de ces solutions est déposé sur une membrane de nylon.
Apres révélation, l'intensité des taches permet de tester la réactivité de I'anticorps avec la
sonde. Elle est proportionnelle au nombre de UTP-DIG incorporé dans la sonde. Une

comparaison est effectuée avec des ADN controles marqués a la DIG (Roche Diagnostics).
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Figure 35: Représentation schématique des étapes de I'hybridation in situ. Les ARNm extraits sont
rétro-transcrits en ADNc puis un fragment est amplifié par PCR. Ce fragment est cloné dans un
plasmide qui est ensuite inséré dans des bactéries E. coli chimio-compétentes. Les plasmides sont
récupérés par miniprep et une digestion enzymatique avec les enzymes Spel et Notl permet de les
linéariser. Une transcription in vitro permet de synthétiser les sondes ARN marquées a la
digoxigénine (DIG). L'hybridation de ces sondes marquées sur les coupes histologiques permet de
révéler la présence des ARNm cibles. L'ajout d'un anticorps anti-DIG couplé a la phosphatase alcaline
transforme le substrat NBT/BCIP en un composé bleu-violet. D'aprés Castrec (2014).
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7.3. Préparation des coupes histologiques pour I''SH

Pour chaque individu (n=10), 4 coupes transversales d'une épaisseur de 5 mm ont été
réalisées pour étudier tous les tissus (Figure 36). Les coupes de tissus ont été fixées
immédiatement dans du Davidson modifié (contenant pour 1 L: 500 mL d’eau traitée au
DEPC 0,1 %, 300 mL de formaldéhyde 40 % filtré, 150 mL d’éthanol absolu et 50 mL d’acide
acétique glacial ajouté extemporanément) et placées a 4°C. Aprés 24 h, les coupes sont

transférées dans de I'éthanol 70 % a 4°C, jusqu'a l'inclusion.

L'inclusion dans la paraffine a été réalisée grace a un automate (Citadel 2000,
Shandon) selon le programme suivant: déshydratation dans des bains d’éthanol de
concentration croissante (70 %, 80 %, 90 % et éthanol absolu), perméabilisation des tissus
dans des bains d’agents clarifiants (Claral®, RAL Diagnostics) et infiltration des tissus dans
deux bains de paraffine liquide chauffée. Les échantillons ont ensuite été inclus dans des
blocs de paraffine et conservés a 4°C. Les tissus ont ensuite été sectionnés a 5 um
d'épaisseur avec un microtome. Les coupes ont été montées sur des lames de verre traitées
avec de la polylysine pour permettre une meilleure adhérence et les lames contréles ont été

colorées a I'hématoxyline/éosine.

Figure 36 : Représentation schématique des coupes histologiques réalisées sur une huitre C gigos.
Les rectangles bleus représentent I'emplacement des coupes transversales. Tissus présent sur les
coupes, 1: manteau et palpes labiaux, 2 : manteau, branchies et systeme digestif, 3 : branchies,
coeur, muscle strié, manteau et glande digestive, 4 : branchies, ganglions viscéraux, muscle strié,
muscle lisse et manteau.
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7.4. Hybridation des sondes sur les coupes histologiques

Le protocole d’hybridation est adapté de Santerre et al. (2012). Les coupes de tissus
ont été pré-hybridées avec une solution de pré-hybridation (Formamide 50 %, SSC 4X, 2 mM
d'EDTA, solution de Denhardt a 1 %, sulfate de dextran 10 %) avec des ARNt de levure
pendant 1h30 a 50°C. L'hybridation a ensuite été effectuée par incubation des coupes de
tissus avec les sondes sens ou antisens marquées a la DIG dans un tampon d'hybridation
(Formamide 50 %, SSC 4X, 2 mM d'EDTA, solution de Denhardt a 1 %, sulfate de dextran 10
% et 0,5 mg/mL d’ARNt de levure) pendant 16 heures a 55°C. Apres plusieurs lavages avec du
formamide 50 %, SSC 2X a 45°C, SSC 2X et SSC 1X a 37°C, I'hybridation de I'anticorps anti-DIG
couplé a la phosphatase alcaline (Roche) a été réalisée en incubant les coupes pendant 2 h a
température ambiante. Les coupes ont ensuite été incubées pendant 2 h a I'obscurité dans
un tampon de détection (Tris-HCI 0,1 M, NaCl 0,1 M). Les coupes ont été examinées et
photographiées en utilisant un microscope optique (Leica DM-IRB). L'hybridation avec les
sondes sens a été utilisée comme témoin. La contre-coloration des coupes a été réalisée au
Brown de Bismarck. Le montage entre lame et lamelle a été réalisé avec du baume du

Canada (Sigma-Aldrich).

8. Analyses phylogénétiques des séquences protéiques du Nay

Dans le but de connaitre la position phylogénétique du Nay d’huitre parmi d’autres
invertébrés, des alignements de séquences d’acides aminés ont été réalisés selon la
méthode d’alignement de séquence multiple en utilisant le programme MAFFT 7 (Katoh et
Standley, 2013). Les alignements ont ensuite été affinés pour sélectionner les positions
alignées de maniére fiable a I'aide de Gblocks (Castresana, 2000). Le modele de substitution
a été sélectionné a I'aide de ProtTest 3.4.2 (Darriba et al., 2011) et correspond au modele
« LG +l +G +F ». L'arbre phylogénétique a été construit avec le programme PhyML 3.0
(Guindon et al., 2010) et la robustesse de I'arbre a été évaluée avec 100 itérations de
bootstrap. La visualisation de I'arbre a été réalisée avec FigTree v1.4.2". Les séquences

utilisées sont présentées dans le Tableau 7.

> http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/
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Tableau 7 : Séquences protéiques de la sous-unité a du canal sodium voltage-dépendant utilisées
pour la construction de l'arbre phylogénétique. * : séquences protéiques prédites provenant de JGl

Genome portal.

s Numér'o Longueur .

Espéces Nom du Nay Nom commun d’accession (aa) Références
GenBank

Cyanea capillata CcNay Z/(Ieél(ij:r?e a criniere AAA75572 1740  Anderson et al. (1993)
Polyorchis penicillatus PpNay Méduse AAC09306 1695  Spafford et al. (1999)
Aiptasia pallida ApNay Anémone de mer AAB96953 1810  White et al. (1998)
Capitella teleta CtNay2 Ver polychéte JGI 134859* 1694
Crassostrea gigas CgNay2 (Nay5) Huftre creuse EKC21550 1986  Zhangetal. (2012)
Blattella germanica BgNay2 (BSC1) Blatte germanique AAK01090 2304  Liuetal (2001)
Danaus plexippus DpNay2 Monarque EHJ64356 1991 Zhanetal (2011)
Drosophila melanogaster DmNa,2 (DSC1) Mouche ABF70206 2409  Salkoff et al. (1987)
Cynops pyrrhogaster CpNay ;r;c(()):ati:;)mmun AAD17315 2007 Hirota et al. (1999)
Capitella teleta CtNayl Ver polychete JGI 210954* 1690
Doryteuthis opalescens DoNay Calmar AAA16202 1784  Rosenthal et Gilly (1993)
Aplysia californica AcNay1 Aplysie NP_001191637 1993  Dyeretal. (1997)
Mya arenaria MaNay Mye AAX14719 1435 Bricelj et al. (2005)
Crassostrea gigas CgNay1 (Nay9) Huitre creuse EKC22630 1734  Zhangetal. (2012)
Cancer borealis CbNay, Crabe Jonah ABL10360 1989  Schulz et al. (2007)
Blattella germanica BgNay1 (para) Blatte germanique AAC47483 2031 Dong (1997)
Danaus plexippus DpNay1 (para) Monarque EHJ74501 2112  Zhanetal. (2011)
Drosophila melanogaster DmNay1 (para) Mouche AAB59195 2131  Loughney et al. (1989)
Aedes aegypti AaNay1 (para) m‘\’/‘::tji::’sede la ACB37023 2140  Chang et al. (2009)
Culex pipiens pallens CpNay1 (para) m(::r':l:qnue AGO033659 2043
Culex quinquefasciatus CgNay1 (para) m(::r':l:qnue AG033660 2052
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9. Polymorphisme de type SNP (Single Nucleotid Polymorphism) du géne
CgNay1 (Nay9)

L'objectif de cette étude est de déterminer si un polymorphisme du Nay peut étre
associé a différentes sensibilités et entrainer une différence d’accumulation de PST lors
d’exposition a A. minutum. Pour cela, I'étude du polymorphisme est réalisée dans la région
de fixation des PST, le segment P. Le polymorphisme nucléotidique de la région de fixation
des PST sur le gene CgNayl (Nay9) a été analysé par PCR et séquencage. L'analyse a été
menée sur 3 populations frangaises (n=50 par population) et une population japonaise
(n=20) de I'huitre creuse C. gigas. L'étude du polymorphisme ciblait une région entourant le
site de fixation aux PST pour chaque domaine du canal CgNayl (Nay9) (voir le Chapitre 3
expliquant pourquoi le polymorphisme de CgNay2 (Nay5) n’a pas été étudié). L'ADN
génomique a été extrait a partir de branchies d'huitres avec le kit DNeasy Blood and Tissue
(Qiagen) selon la description du fabricant. La concentration et la pureté de tous les ADN ont
été analysées avec un spectrophotométre Nanodrop 8000 (Thermo Scientific).

L'amplification a été réalisée dans un volume final de 50 pL. Chaque réaction
contenait 2 puL d'ADN, 1,5 mM de MgCl,, 200 uM de dNTP, 0,1 uM de chaque amorce
(Tableau 8), 10 ul de Buffer 5X et 1,5 U de polymérase GoTaq Flexi DNA (Promega). Les
conditions d’amplification sont les suivantes : 95°C 2 min, 40 cycles [95°C 45 sec, 60°C 45 sec,
72°C 45 sec], 72°C 5 min. La durée d’élongation est ajustée en fonction de la taille attendue
des amplicons selon le critere 1 min/kb. Les produits de PCR ont été vérifiés par
électrophorese sur gel d'agarose avant le séquencage (Sanger ABI 3730xl). Les
chromatogrammes des séquences d'ADN ont été vérifiés, corrigés a la main si nécessaire et
alignés pour localiser les sites polymorphes de type SNP. Une variation dans la séquence a
été considérée comme un SNP seulement lorsque son occurrence était au-dessus du seuil de
5% du nombre total d'huitres échantillonnées. Les alignements de séquences multiples ont
ensuite été traduits avec le serveur ExPASy Proteomics pour identifier des mutations

synonymes ou non-synonymes.
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Tableau 8 : Amorces utilisées pour 'amplification des sites de fixation aux PST des domaines I-IV.

. ... Nom des _, R

Région amplifiée amorces Séquence des amorces (5'-3')  Longueur (pb)

DI CgNavo_1f TGACACTCACACAAACCCAGA 21
CgNav9_1r AACGAGCCCAGCAGTATCAC 20

DIl CgNav9_2f TGTTCTTGCCATTGTGGTGT 20
CgNav9 2r AAAGAACGGGACACAGATCG 20

DIl CgNav9_3f2 GGTGTGCCTCATTTTCTGGT 20
CgNav9_3r'2 CTGCACCGATATTCTCAGCA 20

DIV CgNav9_4af GACGTCATGGACCAATTCCT 20
CgNav9_4r TTACAACCCTCCTCGTTCGT 20

10. Dosage des toxines par la méthode HPLC

Le dosage des toxines dans les glandes digestives, des expériences 1 et 2, a été réalisé
par chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC) par le laboratoire
Phycotoxines d’Ifremer (Nantes, France). Pour extraire les PST, 5 mL d'acide chlorhydrique
0,1 N ont été ajoutés aux échantillons de glandes digestives, puis mélangés avec un
homogénéisateur a grande vitesse (15000 tr/min) pendant 2 min. Le pH a été ajusté entre
2,0 et 4,0, puis les échantillons ont été centrifugés a 4200 g pendant 10 min a 4°C. Les
surnageants ont été filtrés sur des filtres de polyethersulfone (PES) de 10 kDa et la charge en
toxines a été analysée en utilisant la méthode de chromatographie liquide avec détection
par fluorescence (LC/FD) de Van de Riet et al. (2011). Les toxines GTX, dc-GTX, dc-STX et STX
ont été séparées en utilisant une colonne de chromatographie inverse (Zorbax Bonus RP, 3,5
UM, 4,6 x 150 mm, Agilent Technologies, Massy, France) avec un débit de 0,8 mL/min. Le pH
de I'éluant et/ou la température de la colonne ont été optimisés pour séparer les dc-
GTX3/GTX5/dc-GTX-2 et C1/C2. Les concentrations de toxines ont été déterminées en
utilisant des normes certifiées fournies par CNRC (Halifax, Canada) et exprimées en pg

d’équivalent STX pour 100 g de glande digestive.
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11. Analyses des données et statistiques

La recherche de séquences homologues ou partiellement correspondantes aux Nay de C.
gigas a été réalisée dans les bases de données suivantes: NCBI*®, Ensembl Metazoa®’,
dbATM™® et GigaTON™. La base de données GigaTON a également permis d’obtenir
I'expression de CgNayl (Nay9) et CgNay2 (Nay5) en fonction des différents stades de
développement de I'huitre. Les analyses de BLAST? ont été effectuées en ligne via NCBI
BLAST. Des alignements de séquences multiples ont été réalisés avec Clustal Omega (Sievers
etal., 2011). La structure exon-intron des séquences a été évaluée en alignant les séquences
d'ARNm aux séquences génomiques avec le programme MGAlign (Lee et al., 2003). La
séquence consensus ADNc pour CgNay1 a été obtenue grace au logiciel Geneious® 7.0.6. Les
sites donneurs et accepteurs ont été prédits en utilisant un prédicteur de site d'épissage,
NNSPLICE version 0.9 (Reese et al., 1997). Les séquences d'acides aminés déduites ont été
traduites par le serveur ExPASy Proteomics®. L'analyse de la structure 2D prédite des
isoformes protéiques a été réalisée avec le programme HCA (Hydrophobic Cluster Analysis) a
partir du portail Mobyle (Callebaut et al., 1997). Les sites de phosphorylation ont été prédits
par le serveur NetPhos 3.1 (Blom et al., 2004) et les sites de la protéine kinase A (PKA) et la
protéine kinase C (PKC) ont été prédits par les serveurs KinasePhos 2.0 (Wong et al., 2007)
et pkaPS (Neuberger et al., 2007). Toutes les analyses statistiques ont été exécutées avec R
3.2.2 (R Core Team, 2015). Les comparaisons entre les niveaux d'ARNm (relatif a la moyenne
géométrique des ARNm EF1a/GAPDH) entre variants d'épissage au sein d’'un méme tissu ont
été réalisées avec des tests de Kruskal-Wallis, puis deux a deux avec un test de rang signé
Wilcoxon. Les mémes tests ont été utilisés pour comparer les niveaux d’ARNm d’un variant
entre les différents tissus. La corrélation de Pearson a été utilisée pour évaluer la relation
entre I'accumulation de toxines et I'expression du Nay. Aucune corrélation n'a été testée

lorsque le nombre des échantillons étaient inférieurs a trois.

16 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

v http://metazoa.ensembl.org/index.html

' http://dbatm.mbe.nctu.edu.tw/php/browse.php?species=cgi
¥ http://ngspipelines-sigenae.toulouse.inra.fr:9061/

2% http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

! http://cn.expasy.org/tools/pi_tool.html
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lll. Etude des canaux Nay des nerfs de Crassostrea gigas par une
approche d'électrophysiologie

Une deuxiéme partie de ces travaux de thése a pour objectif d’évaluer la sensibilité
des nerfs d’huitres face aux PST et particulierement la saxitoxine. Pour cela, une premiere
série de mesures a été réalisée sur les nerfs d’huitres dans le but de mettre au point les
conditions optimales d’enregistrement du signal. Puis, des expérimentations d’exposition
des nerfs a la STX et la TTX ont été réalisées pour mesurer leurs effets sur le potentiel
d’action nerveux composé (CNAP). Une derniere expérimentation d’exposition des huitres
aux micro-algues toxiques (paragraphe 4.2, p. 89) a été réalisée dans le but de déterminer si
I’exposition des nerfs aux PST modifiait leurs réponses.

Toutes les expérimentations d’électrophysiologie ont été réalisées au laboratoire de
Toxinologie Moléculaire et Biotechnologies au CEA Saclay®” en collaboration avec I'équipe

Toxines, Récepteurs et Canaux loniques.

1. Principe de mesure directe de l'activité électrophysiologique

L’électrophysiologie correspond a I'étude des propriétés électriques des cellules et de
la production de courants électriques. Cette méthode permet de suivre précisément
I’évolution temporelle de I'activité des canaux et des potentiels d’action. En utilisant des
électrodes externes sur un nerf entier, il est possible de suivre un potentiel d’action nerveux
composé (CNAP) représentant I'ensemble des potentiels d’actions des différentes fibres
activées. Une stimulation va permettre la dépolarisation de la membrane et si celle-ci est
suffisamment importante, cela entraine un potentiel d’action, correspondant a I'ouverture
des canaux voltage-dépendant. Passé ce seuil d’excitabilité, les réponses des nerfs ont une
amplitude croissante lorsque I'intensité de stimulation augmente, correspondant au nombre
de fibres nerveuses stimulées. Les amplitudes de chaque fibre s’ajoutent jusqu’au maximum
ou elles sont toutes excitées. En appliqguant cette méthode a I'huitre creuse, on peut

mesurer la réponse des nerfs lors d’expositions a différentes toxines.

22 . . N ; . . ; . . .
Commissariat a I'énergie atomique et aux énergies alternatives, Gif sur Yvette
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2. Activité électrophysiologique des nerfs d’huitres

2.1. Préléevements des nerfs cérébroviscéraux et exposition aux toxines

Les enregistrements électrophysiologiques ont été effectués sur les nerfs
cérébroviscéraux isolés des huitres (Figure 37). L’huitre est ouverte par la charniere et sortie
de sa coquille. Elle est ensuite placée sur la « tranche », puis le manteau et les branchies
sont retirés du coté postérieur pour laisser apparaitre la zone ou se trouvent les ganglions
viscéraux. lls servent de point de repere pour la dissection du nerf. Le prélevement du nerf
cérébroviscéral, qui rejoint les ganglions viscéraux et cérébraux, est réalisé a I'aide de micro
ciseaux ophtalmologiques. Le nerf part du ganglion viscéral et continue vers I'avant entre le
muscle et la gonade (le nerf est coincé sous la gonade lorsque celle-ci est trés développée),
puis le long des branchies jusqu’au ganglion cérébral tres peu visible. Le deuxiéme nerf, situé
sur I'autre co6té de I'huitre, est prélevé de la méme facon. Les nerfs disséqués étaient
habituellement d'environ 1 mm de diamétre et d'au moins 2 cm de longueur, et étaient
prélevés en 10 minutes environ. Lorsqu'ils sont isolés, les nerfs sont testés directement pour
déterminer leur état fonctionnel, puis maintenus dans une solution physiologique standard
jusqu'aux expériences d’exposition aux toxines. La réponse des nerfs est testée aprés une

incubation de 30 min dans une solution de STX ou TTX.

palpes labiaux
ganglions
cérébraux
branchies

muscle adducteur
ganglions
viscéraux

Figure 37 : Les nerfs cérébroviscéraux de I'huitre creuse Crassostrea gigas dans sa valve gauche. Cette
paire de nerfs, qui partent du coté postérieur des ganglions cérébraux jusqu'au coté antérieur des
ganglions viscéraux, est intégrée dans le tissu conjonctif de la masse viscérale.
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2.2. Préparation des solutions physiologiques et de toxines

Pour les mesures électrophysiologiques, le nerf cérébroviscéral a été isolé et placé
dans une solution physiologique saline jusqu'a l'analyse. La solution physiologique est
composée de NaCl 436 mM, KCI 10 mM, MgCl, 52 mM, CaCl, 10 mM, HEPES 10 mM et le pH
a été ajusté a 7,39 avec du NaOH et adaptée d’aprés Twarog (1967). Les concentrations de
solutions de STX ont été préparées a partir de Saxitoxine dihydrochloride (Novakits), comme
suit : 2,5x10° g/mL, 5x107 g/mL, 107 g/mL et 2x10® g/mL correspondant & 8,39 uM, 1,67
UM, 3,3x10" MM et 6,7x10 MM, respectivement. Les concentrations de solutions de TTX ont
été préparées, 3 partir de Tétrodotoxine citrate (Alomone Labs) comme suit : 2,5x10° g/mL
et 2x10°® g/mL correspondant a 7,8 UM et 6,3x10 UM, respectivement. Toutes les solutions

de toxines ont été diluées dans la solution physiologique.

2.3. Mesure du potentiel d'action global des nerfs d’huitres

Les enregistrements électrophysiologiques ont été réalisés a température ambiante
(20-22°C) en utilisant une technique d’électrophysiologie classique (Figure 38), comme décrit
précédemment par (Benoit et al., 2000). En bref, le nerf cérébroviscéral est placé sur cinqg
électrodes de platine non isolées et fixées dans une chambre humide en plexiglas. Deux
électrodes de stimulation (S1 et S2) sont connectées a un convertisseur numeérique-
analogique par lequel I'ordinateur délivre, a une fréquence de 5 Hz, une série d'impulsions
d'onde carrée de 0,1 a 1 ms de durée et une intensité croissante de 0 a 300 pA par paliers de
10 pA. Deux autres électrodes d'enregistrement (E1 et E2) sont connectées a un premier
amplificateur d'entrée différentielle a gain élevé puis a un deuxiéme, pour enregistrer le
potentiel d'action nerveux composé (CNAP). Le signal sortant du second amplificateur est
alors numérisé, par le convertisseur analogique-numérique, et stocké sur l'ordinateur. Le
matériel et le logiciel Axon pCLAMP 10.5 ont été utilisés pour stimuler le nerf et pour
enregistrer le CNAP, en réponse. La cinquiéme électrode (T), située a mi-chemin entre les
paires d’électrodes de stimulation et d'enregistrement, est reliée a la terre. Le nerf n'est pas

baigné, ni perfusé pendant la période d'enregistrement pour éviter les effets de dérivation
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du milieu. Cependant, la chambre en plexiglas était couverte et I'humidité a l'intérieur était

assurée par des bouts de coton imbibés de solution physiologique standard.

Amplificateur 1 Amplificateur 2 Convertisseur

E2 E1 T Sz S-|

Figure 38 : Dispositif expérimental utilisé pour l'enregistrement du potentiel d'action nerveux
composé (CNAP) de I'huitre. Un nerf cérébroviscéral isolé est placé sur cing électrodes de platine
non isolées et fixées dans une chambre en plexiglas couverte. Deux électrodes de stimulation (S1 et
S2) sont connectées au convertisseur numérique-analogique. Deux électrodes d'enregistrement (E
et E2) sont connectées a un premier amplificateur, puis a un deuxieme pour enregistrer le CNAP. La
sortie du deuxieme amplificateur est numérisée, par le convertisseur et stockée sur l'ordinateur. Une
électrode (T) est reliée a la terre.

3. Analyse des enregistrements électrophysiologiques

Pour évaluer le niveau d'excitabilité membranaire des nerfs, les relations réponse-
intensité ont été établies en tracant I'amplitude du pic (A) du CNAP, exprimée par rapport a
son amplitude maximale (Amax) enregistrée en réponse a de fortes intensités de stimulus en
fonction de l'intensité du stimulus (l). Les courbes théoriques correspondent aux
ajustements de points de données, selon I'équation de Boltzmann (logiciel GraphPad Prism
5):

A 1

Amax 1 (1-150)
1+ e S

ou Isg est I'intensité du stimulus produisant un CNAP avec 50 % d'amplitude maximale

du pic et S la pente de la courbe.
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Pour caractériser la cinétique d'un CNAP donné, six parametres ont été mesurés
(Figure 39) : lI'amplitude maximale du pic (en mV), la largeur a 50 % d'amplitude du pic
(demi-largeur en ms), I'aire (en mV.ms), le temps entre le début de la stimulation et le pic
(temps de pic en ms), la pente ascendante maximale (en mV/ms) et la pente descendante
maximale (en mV/ms). La vitesse de propagation du CNAP a été approximée en calculant le
rapport de la distance entre les électrodes de stimulation et celles d'enregistrement, c'est-a-

dire 15 mm, et le temps de pic.

0mVv

oms

1 - Amplitude du pic (mV)

2 - Demi-largeur (ms)

3 - Aire (mV.ms)

4 -Temps de pic (ms)

5 - Pente ascendante maximale (mV/ms)
6 - Pente descendante maximale (mV/ms)

Figure 39 : Description des parametres mesurés sur le potentiel d'action nerveux composé (CNAP).
Six parametres sont mesurés pour caractériser le CNAP enregistré dans diverses conditions
expérimentales.

Pour évaluer la sensibilité nerveuse face a la STX, les relations dose-réponse ont été
établies en tracant I'amplitude maximale du pic du CNAP, enregistrée a partir des nerfs
prétraités a la STX (AmaxS) et exprimée en pourcentage de sa valeur obtenue en |'absence
de toxine (AmaxC) en fonction de la concentration de STX ([STX]). Les courbes théoriques ont
été calculées a partir des régressions non linéaires sigmoides typiques par points de

données, selon I'équation de Hill (logiciel GraphPad Prism 5):

AmaxS _ 1
AmaxC nH
1+ ( [STX])
ICsp

ou nH est le nombre de Hill et ICso est la concentration de STX nécessaire pour

bloquer 50 % de I'amplitude maximale du pic du CNAP.
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4. Dosage des toxines par la méthode ELISA

Les glandes digestives ont été décongelées sur glace, puis broyées avec un
homogénéisateur ultraturax et extraites dans de I’'HCI 0,1 M (100 pL pour 100 mg de tissus).
Le mélange a été chauffé a 104°C pendant 10 min, puis refroidi a température ambiante.
Apreés centrifugation de 3500 g pendant 10 min a 4°C, le surnageant a été prélevé pour le
dosage de toxines. La concentration en toxines est évaluée avec le kit Saxitoxine (PSP) ELISA
Microtiter Plate (Abraxis) (Figure 40). Les extraits de glande digestive sont dilués dans la
solution tampon, fournie par le kit, avec un facteur de 1/2000. Cette dilution permet de
rester dans la gamme de dosage de la STX. Les standards du kit sont amenés a température
ambiante et homogénéisés. A chaque puits, contenant soit 50 pL de standard STX, soit 50 pL
d’échantillon, sont ajoutés : 50 uL d’enzyme conjuguée et 50 pL d’anticorps. La plaque est
ensuite agitée 30 sec avant une incubation de 30 min a température ambiante. Les puits
sont vidés par retournement de la plaque et lavés 4 fois avec 300 puL de solution de lavage.
Puis, 100 uL de substrat sont ajoutés avant agitation de 30 sec et incubation de 30 min a
température ambiante a I'obscurité. La réaction est stoppée par I'ajout de 100 L de solution
stop et l'absorbance est mesurée a 450 nm a l'aide d’un spectrophotomeétre. La
concentration des échantillons est calculée a partir de la gamme étalon obtenue grace aux

standards de STX. Les résultats sont exprimés en pg STX pour 100 g de glande digestive.
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Enzyme conjuguée a la STX % Acanti-STX (Acl)

‘e & e R
Ac anti-i Plaque

Fixation et lavages

Révélation
Substrat Substrat Substrat _ Substrat
incolore : jaune incolore ~ () incolore
STX &«
#‘ *_‘ Enzyme conjuguée a la STX x
N\ 7 * N\ 7
Ac anti-STX (Ac1) Ac anti-STX (Ac1)
W\ 7 W\
Ac anti-Ac1 Ac anti-Acl
—_— Plaque —  Plaque
Absence de STX dans l'échantillon Présence de STX dans l'échantillon

Figure 40 : Représentation schématique des étapes du dosage de toxines par le test ELISA compétitif
direct. Les extraits de glandes digestives sont incubés avec de I'enzyme conjuguée a la STX et des
anticorps anti-STX (Ac1). L'enzyme conjuguée et la STX de I'échantillon entrent en compétition pour
se fixer a I'Ac1. Des anticorps anti-Ac1 sont fixés sur la plaque au fond des puits. Apres plusieurs
lavages, le substrat spécifique de I'enzyme conjuguée est ajouté. Apres incubation, une solution stop
est ajoutée pour arréter la réaction. Si 'enzyme conjuguée s'est fixée a I'Ac1, c'est qu'il y a peu ou pas
de STX. Le substrat est digéré par I'enzyme et donne une couleur jaune a la solution. Si la STX s'est
fixée a I'Ac1, alors I'enzyme conjuguée a été éliminée lors des lavages et le substrat n‘est pas digéré.
La solution reste incolore. La concentration en STX dans les échantillons est donc inversement
proportionnelle a la coloration des solutions.
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5. Analyse statistiques des données

Les données sont exprimées en tant que moyenne * erreur-standard (SE) de n nerfs.
Les analyses statistiques ont été réalisées avec R 3.2.2 (R Core Team, 2015). La comparaison
des données déterminées a partir d'une population d'huitres a été effectuée avec le test t de
Student apparié lorsque la normalité et 'hnomoscédasticité étaient observées ou, dans le cas
contraire, avec le test Wilcoxon signé. La comparaison des données obtenues a partir de
deux populations d'huitres a été réalisée avec le test t deux échantillons de Welch lorsque la
normalité et I’homoscedasticité étaient observées, ou sinon avec le test de la somme des

rangs de Wilcoxon.
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IV. Essai de mise au point du protocole d’expression hétérologue
de la sous-unité a du Nay de Crassostrea gigas

Une partie des travaux de thése avait pour objectif d’évaluer la sensibilité des canaux
Nay des huitres face aux PST et particulierement la saxitoxine. Pour cela, il fallait faire
exprimer les Nay a la membrane de cellules que I'on peut étudier ensuite. Le but étant
d’utiliser de ’ADNc d’huitre, il n’était pas possible de procéder de la méme facon que chez la
mye et de faire exprimer les Nay dans des lignées cellulaires humaines (Bricelj et al., 2005).
La technique choisie a donc été celle de I'expression hétérologue dans les ovocytes de
xénopes.

Les essais de mise au point du protocole ont été réalisés au laboratoire de
Toxinologie Moléculaire et Biotechnologies au CEA Saclay en collaboration avec I'équipe

Toxines, Récepteurs et Canaux loniques.

1. Principe de I'expression hétérologue dans les ovocytes de Xénopes

L’expression hétérologue consiste a faire exprimer un gene d’intérét dans une cellule
provenant d’'une espece différente et ne possédant pas naturellement ce gene. Pour cela,
des ovocytes de xénopes sont transformés avec un plasmide contenant la séquence ADNc
d’intérét, ici la sous-unité a de CgNayl, afin d’obtenir une expression de la protéine a la
membrane de I'ovocyte. Il est ensuite possible de tester différentes molécules sur les canaux
exprimés a la membrane. Cela est possible du fait de I’'absence de Nay actifs a la surface des
ovocytes de xénope.

Les ovocytes de xénopes Xenopus laevis (amphibien) sont trés utilisés en laboratoire
car ils présentent de nombreux avantages, notamment: le maintien peu colteux des
xénopes et la production de milliers d’ovocytes ; la taille des ovocytes facilite la manipulation
et I'injection, réalisées a température ambiante et en milieu non stérile ; la membrane des
ovocytes n’expriment pas de Nay; les ovocytes sont capables de traduire '’ARN ou I'ADN
injecté. L'ovocyte de xénope est donc le seul systeme d’expression hétérologue permettant,
a ce jour, d’étudier les propriétés des Nay d’huitre creuse. Les ovocytes de xénopes sont
prélevés sur les lobes ovariens des femelles, contenant chacun des centaines d’ovocytes a

des stades de développement différents. Pour I'expression en hétérologue, les ovocytes
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utilisés sont de stade V et VI (stades matures) et font 1 mm de diametre. L'ovocyte possede

deux pobles, nommés pble animal (en marron) et pole végétal (en blanc) (Figure 41).

Figure 41 : Ovocytes défolliculés de xénopes Xenopus laevis aux stades V et VI de maturation.

2. Expression hétérologue dans les ovocytes de Xénopes

2.1. Préparation des ovocytes de Xénopes

Lors du prélévement, les ovocytes sont amassés en grappe et entourés d’'une couche
de cellules folliculaires. Avant injection, il est nécessaire de retirer cette membrane de fagon
mécanique ou chimique. Le procédé mécanique consiste a pincer la membrane folliculaire et
pousser l'ovocyte pour le faire sortir sans I'abimer. Cette méthode est trés délicate et
nécessite beaucoup d’entrainement, mais permet de préparer les ovocytes en quelques
minutes et de ne pas endommager la membrane des ovocytes, contrairement a la technique
chimique qui utilise de la collagénase. Les ovocytes sont conservés pendant plusieurs jours a
18°C dans une solution Barth composée de NaCl 88 mM, KCl 1 mM, CaCl, 0,4 mM, Ca(NOs),
0,3 mM, MgS0,; 0,8 mM, HEPES 10 mM a pH 7,4 et contenant de la kanamycine 2 mg/mL
(concentration finale). Les ovocytes utilisés sont fournis par le laboratoire de toxinologie

moléculaire et biotechnologies (CEA, Gif sur Yvette, France).
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2.2. Extraction et purification des ARNm de C. gigas

Les ARN totaux de C. gigas sont extraits a partir de muscle strié et de ganglions
viscéraux provenant d’un pool de 20 huitres, comme décrit précédemment (paragraphe 1, p.
90). Cette extraction permet d’obtenir environ 160 pug d’ARN pour chaque tissu. Les ARN
totaux sont ensuite purifiés grace au kit NucleoTrap® mRNA (Macherey-Nagel). Un volume
de 400 uL de buffer RMO est ajouté a 400 uL d’ARN total. Puis, 25 uL de billes Oligo(dT)
resuspendues sont ajoutées, la solution est mélangée et incubée 5 min a 68°C, pour isoler les
ARNm du reste des ARN. L'incubation se poursuit a température ambiante en retournant les
tubes toutes les 2 min. Le mélange est centrifugé a 2000 g pendant 15 sec, puis 11000 g
pendant 2 min. Le surnageant est jeté et le culot est lavé avec 600 L de buffer RM2, puis
transféré sur un microfiltre NucleoTrap® et centrifugé a 2000 g pendant 15 sec et a 11000 g
pendant 2 min. Deux autres lavages successifs sont réalisés en ajoutant 500 pL de buffer
RM3 au microfiltre, qui est ensuite centrifugé a 2000 g pendant 15 sec, puis 11000 g pendant
2 min. Le microfiltre est ensuite séché par centrifugation a 11000 g pendant 1 min. Les
ARNm sont ensuite élués avec 50 pL d’eau chauffée a 68°C, puis incubés 7 min a 68°C et
centrifugés a 11000 g pendant 1 min. La concentration et l'intégrité des ARNm sont
déterminées grace au spectrophotometre Nanodrop 8000 (Thermo Scientific) et le
bioanalyseur Agilent (paragraphe 2, p. 91). Les ARNm sont conservés a -80°C jusqu’a

I'injection.

2.3. Injection des ARNm

Les ovocytes sont immobilisés sur le fond en résine d’une boite de pétri, toujours
baignés dans une solution Barth contenant de la kanamycine a 18°C. L’'injection se fait sous
loupe binoculaire grace a un capillaire servant de microélectrode et pré-rempli d’huile
colorée (rouge) évitant la formation de bulles d’air (Figure 42A). L’électrode est reliée a un
injecteur a pression d’air permettant d’injecter 60 nL par ovocyte, ce qui correspond au
volume maximal pouvant étre injecté sans détruire I'ovocyte. Une fois I'électrode remplie de

solution d’ARNm (Figure 42B), les ovocytes sont injectés un a un via un micromanipulateur
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(Figure 42C). Les ovocytes sont ensuite replacés a 18°C, pendant 2 ou 3 jours avant d’étre

testés. Tous les jours, les ovocytes sont triés pour éliminer ceux qui sont abimés.

Figure 42 : Préparation de [lélectrode et injection des ovocytes. A, Loupe binoculaire et
micromanipulateur relié a I'électrode. B, Remplissage de I'électrode avec la solution d’ARNm déposée
sur de la paraffine. L'électrode est pré-remplie d'huile colorée pour éviter les bulles d'air. C, Injection
des ovocytes grace a l'électrode remplie de solution dARNm.

L'idéal pour cette expérimentation aurait été d’injecter des plasmides spécifiques
contenant I’ADNc total de CgNayl. Cela n’a pas été possible étant donné les difficultés
rencontrées lors de I'amplification et du clonage de CgNayl. Les premiers tests réalisés n’ont
pas permis d’observer d’expression des canaux a la membrane. Il faudrait réessayer en
utilisant des plasmides contenant I’/ADNc de CgNay1, mais également en allongeant la durée

d’incubation des ovocytes a 5 jours minimum.
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Chapitre 3

I. Introduction

Les PST sont composés de nombreux dérivés toxiques de la saxitoxine (STX), la toxine
principale et la plus toxique. La STX et ses dérivés se lient aux canaux sodium voltage-
dépendant (Nay) et bloquent la conduction du potentiel d'action, perturbant ainsi la
communication neuromusculaire. Le Nay joue un réle crucial dans I'excitabilité de la
membrane, ce qui en fait la cible de nombreuses neurotoxines produites par des animaux ou
des plantes, comme la STX et la tétrodotoxine (TTX).

Les canaux Nay sont de larges protéines transmembranaires responsables de
I'excitabilité électrique des cellules (Catterall, 2000). Une augmentation de la perméabilité
du sodium induit la dépolarisation de la membrane, produisant des potentiels d'action et la
conduction électrique (Cestele et Catterall, 2000). Les canaux Nay sont composés d'une
sous-unité a principale responsable de la sélectivité du canal. L'expression de la sous-unité a
seule est généralement suffisante, au moins chez les mammiféres, pour produire des
courants sodium dans un systéeme hétérologue. Deux types de génes codant pour la sous-
unité a du canal Nay existent chez les invertébrés (codant pour les canaux Nayl et Nay2),
alors que les vertébrés posseédent au moins neuf genes de la sous-unité a du Nay, tous
codant pour la famille des canaux Nay1 (Zakon, 2012).

Chague domaine de la sous-unité a posséde 6 segments transmembranaires (S1-6)
reliés par des boucles intra et extracellulaires (Yu et Catterall, 2003 ; Al-Sabi et al., 2006).
Les segments S4 sont chargés positivement et responsables de la sensibilité au potentiel
(Cestéle et Catterall, 2000 ; Anderson et al., 2005). La boucle entre les segments S5 et S6
forme le filtre de sélectivité ionique et est appelée la boucle du pore ou « segment P »
(Marban et al., 1998). Le filtre de sélectivité contient un motif spécifique d'acides aminés
sélectifs pour les ions sodium uniquement: D400 (acide aminé D en position 400 de la
séquence protéique du Nayl.4 du rat) dans le domaine |, E755 dans le domaine 1l, K1237
dans le domaine lll et A1529 dans le domaine IV (Terlau et al., 1991). La STX, comme la TTX,
est connue pour se lier au segment P du Nay, également appelé site 1 (Cestéle et Catterall,

2000 ; Anderson et al., 2005).
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Chez la mye, Mya arenaria, sur la cote est des Etats-Unis, deux populations ont été
étudiées par Bricelj et al. (2004): I'une, régulierement exposée aux blooms d'Alexandrium
spp, a été identifiée comme résistante aux PST, ces myes accumulant des hauts niveaux de
PST sans mourir. L'autre population, jamais exposée aux blooms d’Alexandrium spp, a été
désignée comme sensible en raison de la mort des individus exposés expérimentalement
(Bricelj et al., 2004). Les myes résistantes different des myes sensibles par une mutation
d’un seul acide aminé au niveau du site de liaison a la STX de la séquence de la sous-unité a
du Nay. Cette mutation a été montrée comme étant associée a une diminution de I'affinité
de la STX pour le Nay, jusqu'a 1000 fois. Cela explique une sensibilité faible des nerfs et une
accumulation élevée de PST dans les populations résistantes de myes exposés a Alexandrium
spp par rapport aux sensibles (Bricelj et al., 2005).

Alternativement, la régulation post-transcriptionnelle peut générer de la diversité
moléculaire chez la sous-unité a du Nay et a été associée a des phénotypes contrastés de
sensibilité des Nay aux neurotoxines. Ainsi, chez la blatte Blattella germanica, un épissage
alternatif conduit a la formation de deux variants distincts de canaux para (homologue de
Nay1) ayant des sensibilités différentes a un pyréthrinoide, I'un étant 100 fois moins sensible
a l'insecticide que le second (Tan et al., 2002). Chez I'huitre creuse, Crassostrea gigas, une
variabilité interindividuelle élevée de la bioaccumulation de PST est régulierement mesurée
dans des huitres exposées a une souche toxique d’A. minutum, notamment en expérimental
(Haberkorn et al., 2011). Cette variabilité pourrait provenir de sensibilités différentes du
canal sodium voltage-dépendant.

La premiere partie de cette thése avait pour objectif de déterminer si le canal sodium
voltage-dépendant et ses potentielles isoformes sont impliqués dans la variabilité de
I'accumulation des PST chez les huitres. Le présent chapitre est décomposé en 3 parties
décrivant dans un premier temps la caractérisation des Nay, avec leur position
phylogénétique, leurs structures génétiques et protéiques, ainsi que leur expression
tissulaire et durant I'ontogenése. Puis, la variabilité des Nay a été recherchée en analysant le
polymorphisme de type SNP et en recherchant les potentiels variants d’épissage ainsi que
leur expression aux niveaux tissulaire et cellulaire. Enfin, la relation entre I'accumulation de
PST par les huitres et I'expression des différents variants a été analysée, ainsi que le profil
toxinique observé dans les cellules de micro-algues et au sein de la glande digestive des

huitres.
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Il. Partie 1: Caractérisation du Nay de C. gigas

1. Recherche des séquences des Nay dans les bases de données

L'étude des différentes bases de données existantes (NCBI, Ensembl Metazoa,
dbATM, GigaTON) a permis de répertorier toutes les séquences ayant une homologie avec
les deux séquences de type 9 et 5 annotées par Zhang et al. (2012) comme des « voltage-
gated sodium channel » (Tableau 9). Une premiere recherche effectuée dans les bases de
données NCBI (Genbank) et Ensembl Metazoa, a révélé, en plus des séquences de Na,9
(EKC22630, CGI_10001852) et Nay5 (EKC21550, CGI_10003777) reportée chez I'huitre C.
gigas, l'existence de deux séquences protéiques homologues de Nay9 (EKC38943 et
XP_011425890) avec leur séquence ADNc (CGI_10001852 et CGI_10026710,
respectivement), ainsi que cinq isoformes protéiques de Nay5 (XP_011417727,
XP_011417728, XP_011417729, XP_011417730 et XP_011417731) et leur séquence ADNc
(respectivement, XM_011419425, XM_011419426, XM_011419427, XM_011419428 et
XM_011419429). L’étude de bases de données provenant de RNAseq a permis d’identifier
des séquences supplémentaires. La base de données dbATM (database of Aquatic animals’
Transcritome Map) donne accés aux données de RNAseq de Zhao et al. (2012) et a permis
de trouver deux homologues de Nay9: CGIl.37885 et CGI.19299, incluant les séquences
protéiques et leurs séquences ADNc respectives. L’analyse de la base de données GigaTON
(Riviere et al., 2015) a révélé I'existence de trois séquences ADNc homologues de Na\9:
CHOYP_LOC100533425.1.2, CHOYP_LOC100533425.2.2 et CHOYP_SCN4A.1.1, ainsi qu’une
séquence homologue de Nay5, CHOYP_SCN1.1.2. L'ensemble de ces recherches révele
I'existence de plusieurs séquences se rapportant au Nay9 et au Nay5 et démontre la
nécessité de caractériser précisément, par des techniques d’analyses moléculaires, les
séquences des Nay chez I'huitre creuse C. gigas. L'ensemble de ces séquences et leurs

caractéristiques sont décrits dans le Tableau 9.
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Chapitre 3 - Caractérisation du Nayde C. gigas

2. Analyse phylogénétique des canaux Nay de C. gigas

Les relations phylogénétiques entre les séquences protéiques annotées comme des
sous-unités a du Nay caractérisées chez C. gigas (EKC22630 et EKC21550) et les Nay
précédemment décrits chez d’autres espéces d'invertébrés ont été étudiées (Figure 43). Les
analyses ont révélé que les séquences annotées comme Nay9 (EKC22630) et Nay5
(EKC21550) chez C. gigas ne se regroupent pas ensemble, mais appartiennent aux
ramifications provenant de deux clades différents de canaux Nay (Nayl et Nay2) : la
séquence de Na\9 se regroupe avec les canaux de type Nayl, tandis que celle de Nay5 se
regroupe avec les canaux de type Nay2. De plus, le motif protéique DEKA de I'anneau interne
du filtre de sélectivité (correspondant a un acide aminé de chacun des quatre domaines)
caractéristique des canaux Nay1, est retrouvé chez Na\9, alors que le motif DEEA des Na,2
est observé chez Nay5. Le motif DEKA du filtre de sélectivité confere une sélectivité des
canaux Nayl aux ions sodium uniquement. Tandis que, le motif DEEA est observé chez les
Nay2 d’anthozoaires et de bilatériens, suggérant que ce canal Nay2 est susceptible d'étre
sensible aux ions sodium et calcium. Par conséquent, nous avons décidé de renommer
Nay9 en CgNayl et Na\5 en CgNay2. Les canaux de type Nayl comprennent les canaux para
(Nayl des insectes) et les canaux de type Nay2 comprennent les canaux BSC1/DSC1 (des
insectes). Le canal Nay1 de C. gigas montre une relation phylogénétique étroite avec le canal
Nay de la mye Mya arenaria (71,9% d’identité d’apres I'arbre phylogénétique) et avec les
canaux de type Nayl caractérisés chez d’autres espéces de mollusques : le gastéropode
Aplysia californica (70,7%) et le céphalopode Doryteuthis opalescens (70,8%). Parallélement,
le canal Nay2 de C. gigas a montré une relation étroite avec le canal Nay2 de I'annélide
Capitella teleta (64,2%) et les canaux BSC1 (63,3%) et DSC1 (62,2%) des insectes Blatella
germanica et Drosophila melanogaster, respectivement. Il est intéressant de noter que
I'identité de séquence entre CgNayl et CgNay2, d’aprés la construction de I'arbre, est
seulement de 56,6%. A notre connaissance, CgNay2 est le premier membre du groupe de
canaux Nay2 caractérisé chez les bivalves. Compte tenu de ces résultats, seul le canal CgNay1
a été considéré pour les futures étapes de caractérisation dans I'étude des relations entre
I'accumulation de PST et le canal sodium voltage-dépendant, connu pour étre la principale
cible des PST. CgNay2 sera uniquement considéré pour |'étude de |'expression durant

I'ontogéneése.
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I 11 IT1 v
- C capillata QVCTLD YWES RILCGK WIEP TATLE GWFEV ISTA A GWNGV
= P. penicillatus QVCTLD YWES RILCGK WIEP TATLE GWFEA ISTA A GWNGV
— -~ A pO'HfdG QLVTLD YWEN RVLCGE WIEP VATFE GWIEV LSTS A GWNDV
- C. teleta Nav2 QLITLDFWED RVLCGE WIEP VATF E GWMEL LCTA A GWNEI h
Cglgosnavz  OLTLDFWED RLCGE WIEE VATYEGWVEV LSTSAGWNDI;
: - B. germanica BSC1 QLITKD YWEN RILCGE WTEP VATF E GWMEV LMTS A GWNDV éﬁ
~ D. plexippus Nav2 QLITLDYWEN RILCGE WIEP VATF E GWMEV LMTS A GWNDV
~ D. melanogaster DSC1 QLITLD YWEN RILCGE WIEP VATF E GWMEV LMTS A GWNDV )
- C. pyrrhogaster RLMTQ DAWEN RVLCGE WIET VATFK GWMDI ITTS A GWDGL A
- C. teleta Nav1 RLMTQ DYWEN RVLCGE WIES VATFK GWIDI ISTS A GWDGV
- D. opalescens RLMTQ DYWEN RVLCGE WIES VATFK GWINI MSTS A GWDGV
~ A. californica RLMTQ DFWES RVLCGE WIES VATYKGWIDI MCTS A GWSDV
M. arenaria RLMTQ DYWEN RVLCGE WIDS VATYKGWIDI MCTS A GWDGV
C. borealis RLMTQ DYWEN RVLCGE WIES VATWK GwWIQI MMTS A GWDGV g
. B. germanica para RLMTQ DYWEN RVLCGE WIES VATFKGWIQI MSTS A GWDGV
- D. plexippus Nav1 RLMTQ DYWEN RVLCGE WIES VATFKGwWIQlI MSTS A GWDGV
7. D. melanogaster para RLMTQ DFWED RVLCGE WIES VATFKGWIQI MSTS A GWDGV
L A. aegypti RLMTQ DYWEN RVLCGE WIES VATFKGWIQI MSTS A GWDGV
- if: -~ C. pipiens RLMTQ DYWEN RVLCGE WIES VATFKGWIQI MSTS A GWDGV
> C. quinquefasciatus RLMTQ DYWEN RVLCGE WIES VATFKGWIQI MSTS A GWDGV )

Figure 43 : Phylogénie du maximum de vraisemblance des sous-unités a de la famille des canaux
sodium voltage-dépendant. Les dix acides aminés du filtre de sélectivité, dans chaque domaine, sont
présentés et les acides aminés essentiels pour la sélectivité dans chaque domaine (DKEA, DEEA et
DEKA) sont surlignés en couleur et en gras. L'acide aminé responsable de la sensibilité a la STX est en
gras pour CgNay2 et le Nay de M. arenaria et en gras et souligné pour CgNay1. Les chiffres indiquent
le score des bootstraps pour 100 réplications, les étoiles indiquant un score de 100%. Especes
utilisées pour l'analyse phylogénétique et le numéro d'accession associé a la séquence du Nay :
Cyanea capillata (AMA75572), Polyorchis penicillatus (AAC09306), Aiptasia pallida (AAB96953), Capitella
teleta Nay2 (JGI protein ID 134859), Crassostrea gigas Na,2 (EKC21550), Blattella germanica BSC1
(AAKO1090), Danaus plexippus Nay2 (EH]64356), Drosophila melanogaster DSC1 (ABF70206), Cynops
pyrrhogaster (AAD17315), Capitella teleta Nay1 (JGI protein ID 210954), Doryteuthis opalescens
(AAAT16202A), Aplysia californica (NP_001191637), Mya arenaria (AAX14719), Crassostrea gigas Nay
(EKC22630), Cancer borealis (ABL10360), Blattella germanica para (AAC47483), Danaus plexippus Nay1
(EHJ74501), Drosophila melanogaster para (AAB59195), Aedes aegypti (ACB37023), Culex pipiens
(AGO33659), Culex quinquefasciatus (AGO33660) (vair le Tableau 7, p. 105 pour les références).
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3. Structure du géne codant pour la sous-unité a du Nay

La séquence ADNc de la sous-unité a de CgNayl a été vérifiée par amplification,
étape par étape, a l'aide de 8 fragments d'ADNc chevauchants couvrant tout le cadre de
lecture ouvert (ORF) (Figure 44). Les tailles des 8 fragments chevauchants correspondent a :
(a) 575pb de I'UTR 5’ au segment 1 du domaine | (IS1), (b) 444pb de 1S1 a 1S5-1S6, (c) 1813pb
de IS1 a IS6-11S1, (d) 904pb de 1S6-11S1 a 11S6-111S1, (e) 1337pb de 11S6-111S1 a 111S6-1VS1, (f)
736pb de 11IS6 a IVS5-1VS6, (g) 724pb de IVS5-1VS6 au codon stop, (h) 533pb du codon stop a
I'UTR 3’. L'alignement des séquences d'ADNc amplifiées avec la séquence d’ADN génomique
0OYG_10001852 (Zhang et al., 2012) de la sous-unité a de CgNayl a permis d’identifier 25
exons et 24 introns (Figure 45). Les exons sont numérotés de 1 a 25. La taille des exons est

comprise entre 27pb et 1235pb et la taille des introns va de 89pb a 2389pb.

I pstbindingsite  II 111 v

outside, ’Q‘( - —[&-& "Q’

%4 v v v
112]3]14]5 6 11213]4]5 6 112]1314|5 6 112]1314]|5 6
inside - T T

HN «eloy

C e g

Figure 44 : Représentation schématique de la sous-unité a du Nay1 de C gigas. Le canal est composé
de quatre domaines homologues (I-IV), ayant chacun six segments transmembranaires (1-6). Les
fragments a, b, ¢, d, e, f, g et h ont été utilisés pour obtenir la séquence ADNc totale du Nay. Les
lignes indiquent I'emplacement des amplicons de PCR par rapport a la structure du canal. Les
rectangles indiquent les régions séquencées, comprenant le site de liaison aux PST, utilisées pour
I'étude du polymorphisme génomique du Nay.
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CGI_10001852 0
VariantA MEEEEFFRLLTPQSLVQIDERIAEEKAFKKAEKQAHEEGEEEELAAHEEEEPKPNPKFEA 60
VariantB MEEEEFFRLLTPQSLVQIDERTAEEKAFKKAEKQAHEEGEEEE LAAHEEEE PKPNPKFEA 60
VariantC MEEEEFFRLLTPQSLVQIDERIAEEKAFKKAEKQAHEEGEEEELARHEEEEPKENPKFER 60
CGI_10001B52 == =mmmmmm e e e e 0
Varianta GKKLPLSLKDLFPVEYTSKPLEDFDEFYDTQKTFVVVGKDMT IYRFSATNAVYLLSPENP 120
VariantB GKKLPLSLKDLFPVEYTSKPLEDFDEFYDTQKTFVVVGKDMTIYRFSATNAVYLLSPFNE 120
VariantC GKKLPLSLKDLFPVEYTSKPLEDFDEFYDTQKTFVVVGKDMT IYRFSATNAVYLLSPENP 120
CGI_10001852 B —— 0
varianthA LRRGALYVLVEPLESALIIITIIINCAFMAMTE Y PAGHIEYVFTGVYTLEAMIKITARGF 180
VariantB LRRGALYVLVHPLFSALIIITIIINCAFMAMTE PAGHIEYVFTGVYTLEAMIKITARGE 180
VariantC LRRGALYVLVEPLFSALIIITIIINCAFMAMTE Y PACHIEYVFTGVY TLEAMIKITARGE 180
181 182
CGI_10001852 0
Varianth IINNFTYLRDPWNWLDFAVISLAYVTEVYDLGNLSALRTFRVLRALKTVAVIPGLKT VG 240
VariantB IINNFTYLRDPWNWLDFAVISLAYVTEVY D1GNLSALRTFRVLRALKTVAVIPGLKT IVG 240
VariantC IINNFTYLRDPWNWLDFAVISLAYVTEVY DLGNLSALRTFRVLRALKTVAVIPGLKT VG 240
183 154
CGI 10001852 ====——mmmmm e mmm e MGTLRQKCVTFANFTYDNSTEGNDTLKSF 29
VariantA ALLEAVRRLRDVMILTVFMLSIFALVGMOLYMGTLROKCVTFANFTYDNSTEGHDT LKSE 300
VariantB ALLEAVRRLROVMILTVEMLSIFALVGMOLYMGTLROKCVTEANETYDNSTEGNDTLKSE 300
VariantC ALLEAVRRLRDVMILTVEMLSIFALVGMOLYMGTLROKCVTFANFTYDNSTEGNDTLESF 300
IS5 e
v v
CGI_10001852 DEAWYEWAMDTENWKQIEGTGEFLICGNASGAGECESEYICINDTHTNEDENFTHEDNEG 89
Varianta DEAWYEWAMDTENWKQTEGTGEFLICGNASGAGECPSEYICINDTHTNEDFNFTHFDNFG 360
variantB DEAWYEWAMDTENWKQIEGTGEFLICGNASGAGECPSEYICINDTHTNPDFNFTHEDNEG 360
VariantC DEAWYEWAMDTENWKQIEGTGEFLICGNASGAGECPSEYICINDTHTNEDFNETHFDNEG 360
e ek e ke ko ek ek ko ok ek ok ek
A4 . .
CGI_10001852 TALLCTFRLMTODFWENLYQTTLRAEGPYHSA¥FVIVILLGSFYLVNLILATVAMSYDET 149
Varianta TALLCTFRLMTODEWENLYQITLRAEGPYHSAYFVIVILLGSFYLVNLILAIVAMSYDET 420
VariantB TALLCTFRLMTQDFWENLYQITLRAEGPYHSAYFVIVILLGSFYLVNLILATVAMSYDET 420
VariantC TALLCTFRLMTODEWENLYQITLRAEGPYHSAYFVIVILLGSFYLVNLILAIVAMSYDE T 420
it O SO
1S6
CGI_10001852 OKQDQADADEEAEERKDDNSCAHSSIQQTMHDELREDYHE Y LEEKMSQAKSQSDTSLSDH 209
Varianth QKQDQADADEEAEERKDDNSCAHSS|T QQTMHDELREDYHE YLEEKMSQAKSQSDTSLSDH 480
VariantB QKQDQADADEEAEERK-- -—IQQTMHDELREDYHEYLEEKMSQAKSQSDTSLSDH 471
VariantC OKQDQADADEEAEERK-— -—-IQQTMHDELREDYHEYLEEKMSQAKSQSDTSLSDH 471
O O S S
Exon 5
CGI_10001852 ENADKISLRSNKPDENGQOFLSVMKKQPSLSLPGTPFVRRNTRKRKKYKPNHADHQPLMLDNL 269
Variantd ENADKISLRSNKPDENGQFLSVMKE 504
VariantB ENADKISLRESNKPDENGOFLSVMKKQPSLSLPGTPFVRRNTKKKYKPNHADHQPLMLDNL 531
VariantC ENADKISLRSNKPDENGQFLSVMKE 495
e e e e e
Exon7
CGI_10001852 [PFIDDPNAVTPCSDDLTMNLTYKQFIASRRGSYASLLKRTGSSRRSSFASRDSRRSLPKS 329
VariantA. = |[o---—-mmmmmmme—o 504
VariantB [PFIDDPNAVTPCSDDLTMNLTYKQFT. YASLLKRT FASRDSRRSLPKS 591
vVariantC = = =  |pm==——————————————o 495
CGI 10001852 FRSELEKEGKLDTEHDHKKPKDSSLLHPHDAGDRGKLVEN SINGSRMDIEKKSHDGEIC 389
VariantA SINGSRMDIEKKSHDGEIC 525
VariantB FRSPLEKEGKLDTEHDWKKPKDSSLLHPBDAGDRGKL SINGSRMDIEKKSHDGEIC 651
VariantC | GSINGSRMDIEKKSHDGEIC 516
ke ke kK ko k
v
€GI_10001852 HPHGGKHVDPRDMMY LKSLLAHAEGHRNSRHSVMSDY LPFEEEEEPLKDRLYKRFCSHTC 449
Variantd HPHGGKHVDPRDMMVLKSLLAHAEGHRNSRHSVMSDYLPFEEEEEPLKDRLYKRFCSHTC 585
VariantB HPHGGKHVDPRDMMVLKSLLAHAEGHRNSRHSVMSDY LPFEEEEEPLKDRLYKRECSHTC 711
VariantC HPHGGKHVDPRDMMVLKSLLAHAEGHRNSRHSVMSDYLPFEEEEEPLKDRLYKRFCSWTC 576
o ek e e ok ek ek ke ko ok ek ko ok ok
CGI_10001852 CPCYLKFQEIVGLIVIBAEVDLEITICiLANIAFHLADQHPKSPELTEILQNGH!A;%TT 509
VariantA CPCYLKFQEIVGLIVLDAFVDLFITICILANTAFMARADQHPKSPELTEILONGNY - - VET 643
VariantB CPCYLKFQETVGLIVLDAFVDLFITICILANTAFMAADCHPKS PELTE ILQNGNY - -VET 769
VariantC CPCYLKFOEIVGLIVLDAFVDLFITICILANTAFMAADOHPKS PELTEILONGNY ——VFT 634
ek ko ke ek ek ok ko ek ko ek
1181 11
CGI 10001852 AIFASEAFLKLIALSPMYYFRDGWNCFDFLIVFLSFLEMALDCYSGLSVLRS] 569
Varianth ATFASEAFLRLIALSPMYYFRDGWNCFDFLIVFLSFLEMALDGVSGLSVLRSFRLLRVFR 703
VariantB AIFASEAFLKLIALSFMYYFRDGWNCFDFLIVFLSFLEMALDGY SGLSVLRSFRLLRVEFE 829
VariantC AIFASEAFLKLIALSPMYYFRDGWNCFDFLIVFLSFLEMALDGYSGLSVLRSFRLLRVERK 694
N N
CGI_10001852 LARSWQTLNMLIRIVAGTMGALGNLIFVLAIVVFIFAVMGQOLFRDGY [AEYGDDMPRAS 629
Varianth LARSWQTLNMLIRIVAGTMGALGNL T FVLAIVVFIFAVMGQOLFROGY TAEYGDDMPRAS 763
VariantB LARSWQTLNMLIRIVAGTMGALGNL I FVLAIVVFIFAVMGQOLFRDGY IAEY GDDMPRWS 889
VariantC LARSWQTLNMLIRIVAGTMGALGNLI FVLAIVVEIFAVMGQQLFRDGY IAEYGDDMERWS 754
P Nl e g T
1185
CGI_10001852 FTDFLHSFMIIFRVLCGBWIQSMWGCTNIHGPICVPIFLL!!VIGNLJLINE!IALLLNS 689
Varianta FTDFLHSFMIIFRVLCGEWIQSMWGC TNANGPICVPFFLLTYVIGNLVVLNLFLALLLNS 823
VariantB FTDFLHSFMIIFRVLCGEWIQSMWGC TNANGPICVPFFLLTYVIGNLVVLNLFLALLLNS 949
VariantC FTDFLHSFMIIFRVLCGEW LQSMIGC TNANGPICVPFFLLTYVIGNLVVLNLFLALLLNS 814
ek ek ek ke ko ek ek ke ok ok ook e
CGI 10001852 FGAESLSGGESEEDKEPNKLSEAIDR?K;;GRWVKVKVIVCLKVKMKAKPKANEREPSPR 749
Varianta FGAESLSGGESEEDKEPNKLSEAIDRFKRFGRWVKVKVIVCLKVKMKAKPKANEREPSPR 883
VariantB FGAESLSGGESEEDKEPNKLSEAIDRFKRFGRWVKVKVIVCLKVKMKAKPKANEREPSPR 1009

VariantC FGAESLSGGESEEDKEPNKLSEAIDRFKRFGRWVKVKVIVCLKVKMKAKPKANEREPSPR 874
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Figure 45 : Alignement des séquences protéiques de la sous-unité a de CgNayl : la
séquence de référence CGI_10001852, le variant A, le variant B et le variant C. Les quatre
domaines homologues sont annotés |, Il, Il et IV. Les segments transmembranaires (51-56)
sont surlignés en noir. Le motif DEKA responsable de la sélectivité pour les ions sodium,
dans la boucle reliant les segments S5 et S6, est surligné en noir. Les exons d'épissage sont
encadrés par une ligne pleine. L'exon 15 est encadré par une ligne pointil

VNGKETIPDGEATFSNGT LXEMQTKE‘DDDETSV(;‘ !IKSTTT\JVE‘.!’)EZI&AE
VNGKETIPDGEATFSNGTLIEMQTKFDDDE I SVOGDVDLVDNBSPDKSTT IVVEDEKKAE

VNGKETIPDGEATFSNGTLIEMQTKFDDDEI SVQ- === =======i DKSTTIVVEDEKKAE
VNGKETIPDGEATFSNGTLIEMOTKFDDDE I SVQGDVDLVDNHSPDKSTT IVVEDEKKAE
R R R e R e R eI e e ak ke h kW hh Rk ke

DTTRPNSRASPRESLSSNSHHSMSDDDTKLSLTKVDADGEPE INEVKVT YANYPDDCFCK
DTTRPNSRASPRESLSSNSHHSISDDDTKLSLTKVDADGE PEINEVEVT YANYPDDCFCK
DTTRPNSRASPRESLSSNSHHSISDDDTKLS LTKVDADGEPE INEVEVTYANY PDDCFCK
DTTRPNSRASPRESLSSNSHHETISDDDTKLSLTKVDADGE PE INEVEVTYANYPDRCFCK
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VEVQFFAGKFYKCVDEDGHNKLSVNITKNKFECLEKNY TWINSKINFDDVLMSY LALFQVA
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VGVRFFAGKE YKCYDEDGNKLSVN I TKNKFECLEKNY TW INSK INFDDVLMS Y LALFQVA
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4. Expression des Nay de C. gigas

4.1.Expression des Nay pendant 'ontogénése de I'huitre

D’apres I'étude de la base de données GigaTON (Riviere et al., 2015) rassemblant les
données de RNAseq de Zhang et al. (2012) effectué sur I'huitre C. gigas, la séquence
CHOYP_SCN4A.1.1 correspondant a CgNay1l a pu étre analysée. De méme, pour cette analyse
seulement, la séquence CHOYP_SCN1.2.2 correspondant a CgNay2 a aussi été étudiée. Cette
base de données permet de déterminer I'expression de CgNayl et CgNay2 selon les
différents stades de développement de I'huitre, de I'ceuf jusqu’au juvénile (Figure 46). Les
résultats montrent qu’il n'y a quasiment aucune expression de CgNayl pendant les
premiéeres étapes de la division cellulaire jusqu’au stade de la morula. Tandis que pour
CgNay2, une faible expression est observée pendant la division cellulaire jusqu’au stade de la
morula ol I'expression atteint un pic de 3200 copies. A partir de la blastula, correspondant a
une phase de différenciation cellulaire, le nombre de copies de CgNayl augmente jusqu’a
atteindre un maximum de 1200 au stade de la gastrulation, tandis que celui de CgNay2
diminue a environ 500. Cette étape correspond a la seconde phase du développement
embryonnaire, c’est-a-dire la formation précoce des feuillets embryonnaires : ectoderme,
endoderme et mésoderme. L'expression de CgNay1 augmente ensuite pendant la phase de
larve trochophore (600 copies) et est Iégerement supérieure pendant la phase de larve D
(800 copies). CgNay2 augmente légerement pendant la phase de larve D, jusqu’a 1000
copies. Une diminution de I'expression de CgNayl et CgNay2 est observée pendant la phase
de larve umbo jusqu’a 500-600 copies et 300-400 copies (respectivement), puis I'expression

ré-augmente jusqu’a atteindre 700 et 500 copies (respectivement) au stade juvénile.
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Figure 46 : Expression de la sous-unité a du Nay chez I'huitre C. gigas en fonction du stade de
développement. CgNay1 en bleu et CgNay2 en violet. D'apres les données RNAseq de Zhang et al.
(2012), et représentation schématique des différents stades de développement.
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4.2.Expression tissulaire des Nay

Comme décrit précédemment (paragraphe 2), seul CgNayl est considéré ici car il
apparait comme étant le seul vrai Nay, comparé a CgNay2. L'étude de I'expression globale de
CgNayl chez I'huitre a été réalisée par PCR en temps réel (Figure 47) et par hybridation in
situ (Figure 48) en utilisant des amorces amplifiant une séquence commune a tous les
variants. Le géne CgNayl est trés majoritairement exprimé dans les ganglions viscéraux
(quantification relative Qr = 14). Puis par ordre décroissant, CgNay1 est également exprimé
dans le muscle strié (Qr = 3,2), les branchies (Qr = 2,3), le manteau (Qr = 1) et les palpes
labiaux (Qr = 0,5). Le géne CgNayl est moins exprimé dans le muscle lisse (Qr = 0,3) et

presque absent dans la gonade (Qr = 0,2), le cceur et la glande digestive (Qr = 0,1 pour les

deux).
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Figure 47 : Quantification relative des ARNm de la sous-unité a de CgNay1 par rapport au géne EF1a
mesurée par PCR en temps réel dans les tissus de I'huitre C. gigas. La quantité relative des transcrits
de Nay a été calculée selon la méthode E (Roche), en utilisant un pool de 10 individus pour chaque
tissu.
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L'hybridation in situ a montré que dans les ganglions viscéraux CgNay1 est exprimé de
facon spécifique dans le soma (ou corps cellulaire) des cellules nerveuses, situées sur la
périphérie des ganglions viscéraux (Figure 48A, 48B and 48C). L'ARNm de CgNayl a
également été détecté dans le soma des cellules nerveuses des ganglions cérébraux a la base
des palpes labiaux mais pas dans le tissu conjonctif adjacent (Figure 48D). Comme dans les
ganglions viscéraux, les cellules nerveuses sont situées a la périphérie des ganglions
cérébraux. Un marquage net a été détecté dans les cellules nerveuses du nerf branchial,
situé pres de I'axe des branchies (Figure 48E et 48F) et dans les cellules nerveuses du nerf
circumpalléal qui longe le bord du manteau (Figure 48G). Des zones de coloration de 5-6 um
ont été observées en abondance dans les fibres musculaires du muscle strié et
sporadiquement dans le manteau (Figure 48H) et dans les deux tissus le marquage n'était
pas localisé dans une structure cellulaire délimitée (Figure 48l). D’apres la description du
muscle adducteur de I'huitre C. virginica par Morrison (1993), cette coloration serait
localisée dans les terminaisons nerveuses qui sont généralement a proximité du
sarcolemme, correspondant aux jonctions neuromusculaires. Aucun signal n'a été observé
dans le muscle lisse, que ce soit dans les fibres musculaires ou nerveuses. Dans tous les
tissus, le marquage observé de 'ARNm de CgNayl correspond au soma des cellules
nerveuses ou aux jonctions neuromusculaires, mais pas aux axones des neurones. A titre de
comparaison et pour vérifier la correspondance des tissus, la Figure 49 représente des
coupes schématiques des différents nerfs observés chez Crassostrea virginica (Galtsoff,

1964).
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20 pm

Figure 49 : Représentation schématique de coupe histologique des différents nerfs de Crassostrea
virginica. A, Coupe transversale du nerf cérébroviscéral avec une abondance de cellules nerveuses en
périphérie. B, Coupe transversale du nerf circumpalléal. C, Coupe transversale du nerf branchial. Les
branchies sont représentées au-dessus du nerf. D, Coupe du nerf radial dans le manteau, composé
de 3 troncs nerveux. Des hémocytes sont dispersés tout autour du nerf dans la gaine de tissu
conjonctif. Modifié d'aprées Galtsoff (1964).

5. Discussion

L'objectif principal de cette étude était de caractériser la sous-unité a du canal
sodium voltage-dépendant chez I'huitre creuse C. gigas. Dans les bases de données de NCBI,
deux séguences sont annotées comme étant des genes de Nay (Nay9 et Nay5) chez C. gigas.
L'analyse phylogénétique a révélé que Na,9 (EKC22630) et Nay5 (EKC21550) se regroupent,
respectivement, avec les génes de type Nayl et ceux de type Nay2 caractérisés chez les
invertébrés (Zakon, 2012). Par conséquent, nous avons proposé de renommer les génes de
Nay chez C. gigas en tant que CgNayl (Nay9) et CgNay2 (Nay5). La séquence EKC22630,
résultant du séquencage du génome de I'huitre, s’est révélée incompléte, il manquait
I'extrémité 5’. Cela souligne la nécessité de vérifier les différentes bases de données ou de
contrdler les séquences candidates par amplification et séquengage pour étre certain de

travailler avec une séquence précise et correcte, comme |'a souligné Riviere et al. (2015).
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Les canaux sodium voltage-dépendant partagent une méme séquence d'acides
aminés DEKA (pour les domaines |, Il, Il et IV, respectivement) responsable du filtre de
sélectivité du pore (entre les segments S5 et S6 de chaque domaine) (Heinemann et al.,
1992 ; Anderson et al., 2005). Nos résultats ont montré que la séquence DEKA se retrouve
dans la séquence protéique de CgNayl comme dans les autres protéines de type Nayl,
tandis que la protéine CgNay2 présente une séquence DEEA, caractéristique des protéines
de type Nay2. L'acide aminé lysine (K) dans le domaine Il des canaux Nayl améliore la
sélectivité pour le sodium (Schlief et al., 1996 ; Lipkind et Fozzard, 2008). A l'inverse, I'acide
glutamique (E) présent dans le domaine Il des canaux Nay2 est caractéristique des canaux
calcium. Des études de mutagenése dirigée chez la blatte Blattella germanica ont mis en
évidence que l'acide glutamique du domaine Il du gene BSC1 (Nay2) joue un rdle clé dans la
sélectivité pour le calcium (Zhou et al., 2004). Chez les insectes, les deux génes para (Nayl,
DEKA) et DSC1 (Nay2, DEEA), ont d'abord été classés en tant que canaux sodium (Dong,
2007). Récemment, des études fonctionnelles ont démontré que le gene DSC1 serait plutot
un nouveau type de canal voltage-dépendant cationique (Zhang et al., 2011) et jouerait un
réle dans la modulation de la stabilité des circuits neuronaux sous des contraintes
environnementales (Zhang et al., 2013). Une étude récente propose que le filtre de
sélectivité des choanoflagellés et des métazoaires (DEEA) soit un intermédiaire entre le canal
calcium (EEEE) et le canal sodium (DEKA) et resterait présent dans le Nay2 des invertébrés
(zakon, 2012). Ces canaux seraient sélectifs a la fois des ions calcium et sodium (Dong et al.,
2015). Nos résultats soulevent la question de la nature et de la sélectivité du canal CgNay2
chez I'huitre creuse. CgNay2 pourrait étre un canal intermédiaire entre les canaux sodium et
calcium. Ces incertitudes sur la nature de CgNay2 ont conduit I'étude a se concentrer
uniguement sur CgNayl, un membre des canaux sodium voltage-dépendant connus pour
étre la cible des toxines PST.

L'analyse de I'expression de CgNayl et CgNay2 durant I'ontogénése de I'huitre, a
démontré une absence d’expression de CgNayl tout au long de la division cellulaire,
suggérant qu’il n’y a pas d’expression maternelle du Nay. L'expression de CgNayl débute au
stade blastula, c’est-a-dire au moment de la transition maternelle-zygote. Tandis que pour
CgNay2, une expression faible est observée avec un pic au niveau de la morula, suggérant
une expression maternelle du Nay. L'expression de CgNayl et CgNay2 semble précoce par

rapport au développement du systéme nerveux, qui débute généralement au stade de la
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larve trochophore. En effet, chez des larves de gastéropodes Illyanassa obsoleta, I'étude du
développement du systéme nerveux a démontré que les premiers neurones étaient
observés dans l'organe apical et les régions postérieures durant le stade trochophore
(Dickinson et Croll, 2003). Cela suggererait que, soit le systeme nerveux se développe plus
tot que ce qui est observé chez les gastéropodes, soit il y a une expression de CgNayl et
CgNay2 indépendamment du développement du systéme nerveux qui pourrait correspondre
au développement de cellules excitables non-nerveuses.

Conformément au réle du Nay dans les cellules excitables, TARNm de CgNay1 semble
s’exprimer dans le soma des cellules nerveuses (corps cellulaire) du systéme nerveux central
des huitres, composé des ganglions viscéraux (sur le muscle adducteur) et cérébraux (a la
base des palpes labiaux), ainsi que dans le systeme nerveux périphérique composé des nerfs
innervant les tissus tels que le nerf branchial (a la base des branchies) ou le nerf
circumpalléal (le long du bord du manteau). Awad et al. (2001) ont précisé dans une étude
sur le rat que la distribution des ARNm de Nay1 correspond généralement a la localisation de
la protéine qu'ils codent. En conséquence, la localisation des ARNm de CgNavl traduirait la
distribution des canaux de CgNavl, méme si d'autres études sur les protéines sont
nécessaires pour confirmer ce modeéle. L'expression de CgNayl observée dans les muscles
des huitres est probablement liée a la fonction des canaux Nay dans la communication
neuromusculaire. En effet, les canaux Nay sont localisés au niveau des jonctions
neuromusculaires et participent a la propagation du potentiel d'action dans la membrane

post-synaptique, permettant ainsi la contraction du muscle.
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lll. Partie 2 : Variabilité de CgNay1

1. Polymorphisme au niveau du segment P, le site de fixation des PST

Le polymorphisme a été étudié au niveau de ’ADN génomique de la région des sites
de liaison aux PST des 4 domaines (I, II, Il et V) de la sous-unité a du CgNayl. L'analyse a
été menée sur 3 populations frangaises (n=50 par population) et une population japonaise
(n=20) de I'huitre creuse C. gigas. La taille des amplicons était de 428pb, 136pb, 328pb et
301pb pour les domaines |, II, lll et IV, respectivement. Dans les 644 séquences analysées (4
régions séquencées par geéne, analysées sur 161 huitres échantillonnées dans les 4
populations), seulement 3 mutations non-synonymes ont été identifiées. Ces 3 mutations
sont situées a I'extérieur des 10 acides aminés constituant les sites de liaison aux PST. Ainsi,
la séquence protéique des sites de liaison aux PST est apparue parfaitement conservée chez

tous les individus analysés.

Tableau 10 : Analyse du polymorphisme nucléotidique des régions entourant les sites de liaison aux
PST pour chaque domaine (DI a DIV) de la sous-unité a du Nay1 de C gigas. LOG : Logonna-Daoulas,
LB : Larmor Baden, RE : St Clément des Baleines, JAP : Japon. N : nombre d'huitres analysées, Pe :
nombre de SNP dans les exons, Pi : nombre de SNP dans les introns, Le : longueur des exons, Li :
longueur des introns, []e : nombre de SNP par sites codants (Pe/Le), []i : nombre de SNP par sites
non-codant (Pi/Li), [t : nombre total de SNP par sites ((Pe+Pi)/(Le+Li)), tiret : pas de données.

Domaines Populations N Pe Pi Le Li Tle TTi Tt
DI LOG 15 1 3 117 311 0,009 0,010 0,009
LB 12 1 2 117 311 0,009 0,060 0,007
RE 20 1 3 117 311 0,009 0,010 0,009
JAP 13 1 3 117 311 0,009 0,010 0,009
] LOG 48 5 - 136 - 0037 - 0,037
LB 46 5 - 136 - 0037 - 0,037
RE 42 5 136 - 0037 - 0,037
JAP 19 6 - 136 - 0044 - 0,044
DIl LOG 14 0 7 140 188 0 0,037 0,021
LB 8 0 6 140 188 0 0,032 0,018
RE 11 0 5 140 188 0 0,027 0,015
JAP 7 0 5 140 188 0 0,027 0,015
DIV LOG 26 4 - 301 - 0013 - 0,013
LB 25 5 - 301 - 0017 - 0,017
RE 25 5 - 301 - 0017 - 0,017
JAP 20 4 - 301 - 0013 - 0,013
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Le nombre de SNP (Single Nucleotide Polymorphism), calculé par population et par
domaine de la sous-unité a du CgNay1, varie entre 0 et 5 dans les régions exoniques et de 2
a 7, dans les zones introniques (Tableau 10). Le niveau de SNP est de 1/61 pb dans les
régions codantes et 1/40 pb dans les régions non-codantes. La diversité génétique globale
calculée comme la moyenne Tt des 4 domaines est similaire dans toutes les populations (Tt

moyenne = 0,016).

2. Variants d'épissage du Nay

2.1. Caractérisation des variants d'épissage

Dans le but de déterminer de potentiels variants d'épissage, des fragments d'ADNc
allant de « a » a « h » (Figure 44) ont été amplifiés dans les 9 tissus de 5 huitres. Les variants
d'épissage ont été discriminés selon leur taille par électrophorese. Le fragment « ¢ » (d’une
longueur de 361 pb a 2234 pb) a été le seul amplicon a présenter des variations de taille
entre les échantillons. Les analyses de séquencgage et I'alighement multiple des ADNc de
CgNay1 avec la séquence CGI_10001852 ont révélé |'existence de trois variants d'épissage
différents, nommés A, B et C. Les caractéristiques des trois variants A, B et C sont décrits
dans le Tableau 11 et la Figure 50. Les séquences ont été déposées sur GenBank avec les
numeéros d'accession suivant : KY020155, KY020156 et KY020157 pour les variants A, B et C,

respectivement.

Tableau 11 : Caractéristiques structurelles des variants d'épissage de la sous-unité a du Nay1 de C
gigas.

Taille totale Taille totale Taille des Taille des
Nom des R . Fragments
séauences de ’ADNc de la protéine o’ ADNC épissés fragments fragments
9 (pb) (aa) P d’ADNCc (pb) protéiques (aa)

CGI_10001852 5205 1734 / / /
Variant A 5532 1844 -exon7 - 405 -135

+ exon 15 +33 +11
Variant B 5877 1959 -exonb5 -27 -9
Variant C 5505 1835 -exons 5and 7 -432 -144

+ exon 15 +33 +11
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Le variant A ne possede pas I'exon 7 (135 acides aminés), qui code pour une partie de
I'inter-domaine intracellulaire entre les domaines | et Il (ID I-ll) qui est riche en résidus
proline et sérine. Le variant B ne dispose pas d'exon 5 (9 acides aminés), qui code également
pour une partie de ID I-Il. Enfin, le variant C ne posséde aucun des deux exons. Les exons 5 et
7 semblent étre des exons mutuellement exclusifs, car aucune séquence compléte
possédant les deux exons n’a été observée. Les variants A et C présentent également une
rétention d’une partie de l'intron 14 (11 acides aminés) qui pourrait en réalité correspondre

a un exon alternatif (nommé exon 15) et qui coderait pour une partie de ID II-III.

| II 111 IV

extracellulaire
V4 V4 V4 V4
11213145 6 112|314|5 6 112|314]|5 6 1121314|5 6
intracellulaire
SHN oo
Exon 5
Exon 7
55 aa 9 aa
Exon 4 Exon 5 Exon 6 Exon 7 Exon 8

Variant A :— [ J
Variant B | I D

Variant C | ] [ ]

Figure 50 : Epissage alternatif de la sous-unité a du Nay1 de C gigas. Le canal est composé de quatre
domaines homologues (I-IV), ayant chacun six segments transmembranaires (1-6). L'emplacement
des exons épissés alternativement est indiqué par des rectangles sur la structure protéique. Le détail
de la structure de I'ARNm est présenté, ou deux exons alternatifs ont été trouvés (exons 5 et 7), ce
qui entraine 3 isoformes différentes (variants A, B et Q).

Les analyses de la prédiction de la structure protéique des variants d'épissage ont
montré que l'exon 5 possede trois résidus serine qui sont des acides aminés polaires
pouvant étre phosphorylés. L'exon 7 possede beaucoup de résidus importants, avec 15
résidus proline au début et a la fin de I'exon et 17 résidus serine dans le milieu de I'exon,
correspondant a de nombreux sites de phosphorylation. L’exon alternatif 15, qui est présent

dans les variants A et C, ne possede qu’un seul résidu glycine et un résidu proline. Ces
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résultats ont été confirmés par la prédiction des sites phosphorylés dans les deux exons. En
effet, 'exon 5 possederait deux sites de la protéine kinase C (PKC), tandis que Il'exon 7

possederait 12 sites de la protéine kinase A (PKA).

2.2.Expression des variants d'épissage

L'expression des variants d’épissage A, B et C de la sous-unité a du CgNayl a été
déterminée par PCR en temps réel en utilisant des amorces spécifiques de chaque variant
(Figure 51). Le variant A est majoritairement exprimé dans le muscle strié (Qr = 10,4), puis
dans l'ordre décroissant, dans le manteau (Qr = 4,8), le muscle lisse (Qr = 0,6), les branchies
(Qr = 0,1) et aucune expression n'a été détectée dans les ganglions viscéraux, les palpes
labiaux, la glande digestive et le cceur. Le variant B est principalement exprimé dans les
ganglions viscéraux (Qr = 24,1) par rapport aux autres tissus et faiblement exprimé, par
ordre décroissant, dans le manteau (Qr = 2,4) (comparaisons inter-organe, p <0,001), les
branchies (Qr = 2,1), les palpes labiaux (Qr = 1,4) (p = 0,016), la glande digestive (Qr = 0,4), le

muscle strié (Qr =0,2) (p =0,01), le muscle lisse (Qr =0,1) et le cceur (Qr =0,1).
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Figure 51 : Quantification relative des variants d'épissage A, B et C de la sous-unité a de CgNay1 par
rapport aux genes EF1a et GAPDH mesurée par PCR en temps réel dans les tissus de I'huitre C. gigas.
La quantité relative des transcrits de Nay a été calculée selon la méthode E (Roche) et en utilisant la
moyenne géométrique des deux genes de référence.
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Le variant C est exprimé dans tous les tissus et principalement dans les ganglions
viscéraux (Qr = 16,2), le muscle strié (Qr = 4) (p = 0,009), les branchies (Qr = 2,9), le manteau
(Qr = 2,3), les palpes labiaux (Qr = 0,4) (p <0,001), la glande digestive (Qr = 0,1), le muscle
lisse (Qr = 0,1) et il n'est presque pas exprimé dans le coeur (Qr = 0,02). Ces résultats
indiquent que le variant A n'est jamais exprimé dans les ganglions viscéraux, la glande
digestive et les palpes labiaux. Le variant B n’est presque jamais exprimé dans le muscle

strié.

3. Discussion

Pour étudier si la variabilité de I'accumulation des PST entre les huitres pourrait étre
liée a l'existence de plusieurs formes de CgNayl avec une sensibilité différente aux PST, la
variabilité de CgNayl a été explorée a I'échelle du polymorphisme génétique et des
modifications post-transcriptionnelles.

L’analyse du polymorphisme sur 161 individus a révélé que les 10 acides aminés des
sites de liaison aux PST étaient strictement monomorphes, malgré le polymorphisme
nucléotidique élevé de CgNayl, qui est similaire au taux de SNP global décrit pour cette
espece (Sauvage et al., 2007). Les canaux Nay sont codés par des génes hautement
conservés a travers I'évolution. Cela refléte le role fonctionnel critique et conservé de ces
protéines dans la régulation de I'excitabilité (Goldin, 2002), en particulier dans la région la
plus conservée du pore, la zone critique pour la sélection des ions et leur flux (Marban et al.,
1998 ; Jost et al., 2008). Chez les myes nord-américaines, la résistance aux PST est induite
par une substitution de l'acide aminé E (acide glutamique) par I'acide aminé D (acide
aspartique) dans le site de liaison aux PST du domaine Il du Nay (Bricelj et al., 2005). Pour
cette espéece, I'exposition répétée aux PST, dus aux blooms récurrents d’Alexandrium spp,
constitue une forte pression de sélection car les PST entrainent la mortalité des myes
sensibles, permettant ainsi l'augmentation de I'allele résistant dans la population
régulierement exposée. Chez I'huitre creuse, a la méme position de la séquence du Nay, un
acide aminé Q est observé pour CgNay1. Des études de sensibilité du Nay1.2 chez le rat ont
révélé que la mutation E945Q dans le domaine I, a la méme position que celle concernée

chez la mye (E/D) et I'acide aminé Q chez I'huitre, conduit a une résistance a la STX et
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diminue la conductance du sodium (Terlau et al.,, 1991 ; Kontis et Goldin, 1993). Par
conséquent, I'acide aminé Q de CgNay1 pourrait conférer une certaine résistance des huitres
a la STX, ce qui est cohérent avec I'absence de mortalités observées dans les populations
d'huitres pendant les efflorescences d’Alexandrium. La fréquence élevée de ce génotype
« résistant » de CgNay1 dans les populations de C. gigas pourrait résulter d'un ancien cas de
mutation suivi d'une sélection sous pression des PST dans les origines asiatiques de I'huitre
creuse, le méme génotype étant observé dans les populations japonaise et francaise. Cette
hypothése devra étre confirmée par des études électrophysiologiques fonctionnelles en
utilisant une expression hétérologue de ces génes dans des ovocytes de xénopes comme
cela a été réalisé chez des insectes (Dong, 2007).

Les trois variants (A, B et C), caractérisés pour CgNayl résultent d'un épissage
alternatif des deux exons 5 et 7, susceptibles d’étre mutuellement exclusifs puisque la forme
compléte de I'ADNc comprenant les deux exons n'a jamais été détectée. La forme de
référence du génome correspondrait probablement a une forme incompléte résultant d’une
éventuelle erreur d’assemblage. De plus, les données de RNAseq effectué sur les branchies
d’huitres ont démontré I'existence de deux séquences protéiques correspondant a CgNay1B
(CGI.37885) et CgNaylC (CGI.19299) (Zhao et al.,, 2012). L'absence de séquence
correspondant a CgNay1A dans cette base de données confirme nos résultats indiquant que
CgNay1A ne s’exprime pas dans les branchies. Cependant, d’aprés les données provenant de
la base GigaTON (RNAseq sur tous les tissus), il existe une séquence similaire a CgNay1A
(CHOYP_SCN4A.1.1) et deux séquences correspondant a des séquences modifiées de
CgNay1B : une séquence tronquée apres 785 acides aminés (CHOYP_LOC100533425.1.2) et
une séquence dont 148 acides aminés de lI'extrémité 5 et 458 de l'extrémité 3’ sont
manquants (Riviere et al., 2015).

Le variant B s’exprime dans le soma des cellules nerveuses des ganglions ou des
nerfs, mais pas dans les autres tissus. Le CgNay1B pourrait donc étre une forme de CgNayl
spécifiqgue aux cellules nerveuses des ganglions et des nerfs. A l'inverse, le variant A, est
exprimé uniqguement dans les muscles ou dans les tissus riches en fibres musculaires, c’est-a-
dire dans le muscle strié, dans le manteau, et dans une moindre mesure dans le muscle lisse
et les branchies. Par conséquent, CgNay1A pourrait étre la forme spécifique des jonctions
neuromusculaires. La forme la plus courte de CgNayl, le variant C semble avoir une

expression ubiquitaire. L’expression tissu-spécifique des variants pourrait étre visualisée par
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hybridation in situ avec la synthése de sondes spécifiques pour chaque variant. Il serait
également intéressant de regarder I'expression de chaque variant durant |'ontogénese de
I"huitre.

Les résultats ont montré que les exons épissés sont localisés dans I'inter-domaine
intracellulaire entre les domaines | et Il (ID I-ll). Cette région est une zone commune
d'épissage alternatif des canaux sodium voltage-dépendant pour de nombreuses espeéces,
comme chez Drosophila melanogaster (Thackeray et Ganetzky, 1994 ; Lin et al., 2009),
Musca domestica (Lee et al., 2002), Bombyx mori (Shao et al., 2009b), Cancer borealis (Dai
et al., 2010), ou dans les canaux sodium de mammiferes (Schaller et al., 1992 ; Plummer et
al., 1998). Le variant B de CgNay1l exprimé dans le systeme nerveux des huitres code pour
une plus grande protéine que celles issues des variants A et C. Ce variant résulte de la
rétention de I'exon 7 codant pour un plus grand inter-domaine intracellulaire ID I-Il, avec 12
sites potentiels de phosphorylation par la protéine kinase A (PKA). L'inter-domaine ID I-Il est
connu pour étre une région importante dans la régulation de I'expression des protéines, en
raison de sa richesse en sites de phosphorylation de la PKA. L'épissage alternatif des exons
contenant des sites de la PKA permet une phosphorylation conditionnelle des canaux Nay.
Smith et Goldin (1996) ont montré chez le rat que l'inter-domaine ID I-ll du canal Nay est
plus long dans le cerveau que dans le muscle squelettique. Le canal du cerveau possédait de
nombreux sites de phosphorylation dans I'inter-domaine ID I-ll et était donc le seul a étre
modulé par la PKA (Smith et Goldin, 1996). Cela est également compatible avec la présence
du variant B dans le systéme nerveux et non dans le muscle strié. Par conséquent, |'épissage
alternatif serait un mécanisme impliqué dans la régulation de I'expression des canaux
sodium chez I'huitre creuse. Il a été démontré que la phosphorylation des canaux sodium par
la PKA et la protéine kinase C (PKC) entrainait une diminution de I'amplitude du courant
sodium et modulait les phases d'activation et d'inactivation du Nay (Smith et Goldin, 1996).
Une étude chez la blatte a identifié deux types de courant sodium avec deux voies de
signalisation différentes, dont I'une est la phosphorylation par la PKA (Lavialle-Defaix et al.,
2006). En parallele, chez cette méme espece, deux types de courant ont été proposés
comme résultant d'un épissage alternatif du gene codant pour le Nay (Zhao et al., 2005).
Cela pourrait suggérer que chez C. gigas le variant B exclusivement présent dans le systéme
nerveux pourrait étre régulé par la voie de la PKA, tandis que les variants A et C seraient

régulés par d'autres voies. De la méme maniere, les différents variants d'épissage de CgNay1
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pourraient générer différents types de courant sodium. Des études fonctionnelles de chaque

forme de CgNay1 permettraient I'étude des propriétés électrophysiologiques de ces canaux.
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IV. Partie 3 : Relation entre I'expression des variants et
I'accumulation de PST

1. Accumulation des toxines et profil toxinique

Apres une exposition des huitres a I'algue toxique A. minutum, I'accumulation des
PST dans la glande digestive, organe qui accumule le plus, allait de 2 a 302 ug eq. STX/100g
de glande digestive (expérience 1, expl) et de 2 a 900 pg eq. STX/100g de glande digestive
(expérience 2, exp2) (Figure 52). Par conséquent, la charge en toxine varie d'un facteur 150
(expl) et 450 (exp2) entre les huitres qui ont accumulé le moins et le plus de PST. Des
différences sont également observées en ce qui concerne le profil toxinique des PST

accumulés dans la glande digestive (Figure 53 et 54).
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Figure 52 : Accumulation de PST dans la glande digestive des huitres C. gigas exposées a différentes
souches d’A. minutum, Daoulas 1257 pour I'expérience 1 et AM89BM pour l'expérience 2.

Pour I'expérience 1 utilisant la souche Daoulas 1257, le profil est composé de 10
toxines différentes : dc-GTX3, GTX5, dc-GTX2, GTX3, GTX2, Néo-STX, dc-STX, STX, C1 et C2
(Figure 53A). Les toxines STX et Néo-STX, lorsqu’elles sont retrouvées, correspondent a
environ 3% de la quantité totale de PST, pour les huitres accumulant beaucoup (> 200 pg éq.
STX/100 g de glande digestive ; 52, 55, 58, 61 et 63). Tandis que pour les huitres accumulant
peu (< 200 pg ég. STX/100 g de glande digestive ; 50, 51, 53, 54, 56, 59, 62 et 64), les toxines

STX et NéoSTX ensemble représentent en moyenne 74 % de la quantité totale de PST. ll est a
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noter que la STX est observée uniquement dans les 3 individus ayant accumulés le plus (55,
58, 61).
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Figure 53 : Profil toxinique des PST présents dans la glande digestive des huitres C. gigas exposées a
la souche toxique d'A. minutum Daoulas 1257 pendant 4 jours (exp1). A, Quantité de toxines
accumulées mesurées par HPLC dans la glande digestive (en pg équivalent STX/100 g de glande
digestive). B, Quantité de toxines mesurées par HPLC dans les cellules d’A. minutum (en pg équivalent
STX/100 g de glande digestive).

Les toxines GTX2 et GTX3, également fortement toxiques, représentent, lorsqu’elles

sont retrouvées, 66% de la quantité totale de PST pour les huitres accumulant beaucoup et
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51% pour celles accumulant peu. La souche Daoulas 1257 posséde une toxicité de 0,05 pg
éq. STX/cellules. Son profil toxinique indique la présence de quatre toxines : C2 (42%), C1
(24%), GTX3 (22%) et GTX2 (12%) (Figure 53B). La comparaison des concentrations (en
umol/L) d’épimeres B (GTX3 et C2) sur les épimeres a (GTX2 et C1) montre un ratio B/a de

1,78 pour la souche et 0,71 pour les huitres, suggérant une biotransformation des dérivés

dans les glandes digestives des huitres (Bricelj et Shumway, 1998).
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Figure 54 : Profil toxinique des PST présent dans la glande digestive des huitres C. gigas exposées a la
souche toxique d'A. minutum AM89BM pendant 6 jours (exp2). A, Quantité de toxines accumulées
mesurées par HPLC dans la glande digestive (en pg équivalent STX/100 g de glande digestive). B,
Quantité de toxines mesurées par HPLC dans les cellules d'A. minutum (en pg équivalent STX/100 g
de glande digestive), d'apres Fabioux et al. (2015).
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Pour I'expérience 2, le profil toxinique est composé de seulement six toxines, toutes
retrouvées dans I'expérience 1, avec (en moyenne) : GTX3 (65%), GTX2 (22%), dc-GTX3 (8%),
dc-GTX2 (8%), C1 (2%) et C2 (2%) (Figure 54A). GTX3 est la toxine majoritaire de la quantité
totale de PST, avec environ 65% du profil toxinique. La souche AM89BM posséde une
toxicité de 1,3 pg éq. STX/cellules, qui est nettement supérieure a celle de la souche Daoulas
1257. Le profil toxinique de cette souche AM89BM indique la présence des quatre mémes
toxines que celles retrouvées chez la souche Daoulas 1257, mais avec des proportions
différentes : GTX3 (57%), C2 (28%), C1 (9%) et C2 (6%) (Figure 54B). Le ratio B/a, permettant
de comparer les épimeres B sur les épimeéres a, est de 5,59 pour la souche et 1,08 pour les

huitres, suggérant une biotransformation des dérivés dans les glandes digestives des huitres.

2. Relation entre accumulation et expression des variants de CgNay1

Selon les résultats présentés dans la Figure 51, les variants A et C uniquement sont
représentés pour le muscle strié et les variants B et C pour les ganglions viscéraux, dans les
deux expériences (Figure 55). Dans le muscle strié, aucune corrélation statistiquement
significative n’a été observée entre l'expression des variants de CgNayl (A et C) et
I’accumulation de toxine (en pg éq. STX/100 g) dans la glande digestive pour les deux
expériences. Cependant, I'expression de CgNay1A (R*=0,78, n=6, expl; R?=0,99, n=4, exp2)
tend a augmenter selon I'accumulation de PST pour les huitres avec une charge en toxines
relativement faible (< 100 pg éq. STX/100 g de glande digestive). Dans les ganglions
viscéraux, une grande variabilité interindividuelle des niveaux d’expression de CgNay1B et C
a été observée pour les huitres avec de faibles charges en toxines. Aucune corrélation n’a

été observée entre la charge en toxine totale et I'expression dans ce tissu.
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Figure 55 : Relation entre les niveaux d'expression des ARNm des variants de CgNay1 dans le muscle
strié et les ganglions viscéraux et I'accumulation de PST dans la glande digestive de I'huitre C. gigas
expérimentalement exposée a Alexandrium minutum (expériences 1 et 2). L'expression des ARNm est
mesurée par PCR en temps réel en utilisant la moyenne des deux genes de référence EFla et
GAPDH. La quantité de PST est mesurée par HPLC et exprimée en pg d'équivalent STX/100 g de
glande digestive.

3. Discussion

L'exposition des huitres a A. minutum producteurs de PST, en conditions
expérimentales, a entrainé une grande variabilité individuelle de I'accumulation de toxines
dans la glande digestive des huitres, jusqu’a 450 fois. Cette variabilité est largement
supérieure a celle décrite dans une étude antérieure (Haberkorn et al., 2011). Une
variabilité de la composition du profil toxinique a également pu étre observée entre les deux
expériences. En effet, seules les huitres exposées a la souche Daoulas 1257 contiennent de la
STX et de la Néo-STX qui sont les composés les plus toxiques. Cependant, toutes les huitres

exposées présentent un profil riche en GTX3 et GTX2 qui ont également un fort pouvoir
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toxique mais moindre que la STX. En effet, une étude précédente a montré que les profils
toxiniques d’huitres exposées a A. minutum AM89BM étaient composés d’environ 40%
GTX3, 11% GTX2, 20% C1, 21% C2 et d’une faible quantité de dcGTX3 et dcGTX2 (2% et 3%,
respectivement) (Fabioux et al., 2015). Il semblerait donc que lorsque des huitres sont
exposées a la souche d’A. minutum AM89BM, la STX n’est pas retrouvée dans la glande
digestive de I’huitre. Cela peut-étre da a la biotransformation des toxines au sein de |’huitre,
qui ne serait pas la méme entre les deux souches d’A. minutum. |l serait intéressant
d’effectuer d’autres expérimentations d’exposition a la souche Daoulas 1257, pour
confirmer la présence de STX dans la glande digestive des huitres exposées.

L'expression des 3 variants de CgNay1 a été analysée et comparée individuellement a
la charge en toxine. La variabilité de I'accumulation de PST n'était pas corrélée aux niveaux
d'expression des variants d'épissage de CgNayl. Cependant, dans le muscle strié,
I'expression de CgNaylA et C avait tendance a augmenter selon |'accumulation de PST
jusqu'a un seuil de 100 pg éq. STX/100 g de glande digestive. Cela pourrait suggérer que
lorsque que les toxines se lient au canal et bloque I'influx nerveux, I'huitre doit compenser et
exprimer plus de canaux pour maintenir un flux suffisant de sodium au niveau des
membranes plasmiques. Des études ont révélé que le traitement des canaux Nay avec des
inhibiteurs (comme les PST) augmentait |'expression des canaux Nay a la membrane
(Shiraishi et al., 2003). Cependant, dans les ganglions viscéraux aucune corrélation n’a été
observée entre I'expression de CgNayl (B et C) et la charge en toxine. L'activité de CgNay1B
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