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Résumé                                                                                               
Les médicaments sont fréquemment retrouvés dans les effluents de STEP, eux-mêmes rejetés 

dans l’environnement aquatique. Dans le but de prévenir et de mieux comprendre les impacts des 

médicaments sur les écosystèmes aquatiques, il semble pertinent d’évaluer les perturbations 

comportementales, physiologiques et transcriptomiques des psychotropes sur les organismes 

aquatiques. Dans ce contexte, l’objectif de cette étude a été d’évaluer les perturbations induites par 4 

psychotropes (oxazépam, carbamazépine, cyamémazine et sertraline) chez deux organismes d’eau 

douce, Radix balthica et Schmidtea polychroa. Pour ce faire, des embryons de Radix au stade 

trochophore et des planaires adultes ont été exposés à chaque psychotrope (du µg/L jusqu’à 100 

µg/L). Il en ressort que les psychotropes allongent la durée du développement embryonnaire du Radix 

et perturbent le déplacement, la reproduction et la digestion de la planaire. D’un point de vue 

fonctionnel, après analyse transcriptomique, nous avons observé chez le Radix un impact des 

psychotropes sur la voie de signalisation Notch, connue pour intervenir dans la morphogénèse des 

organes (système nerveux, tube digestif, mésoderme, hypoderme).  Les psychotropes perturbent 

également  les voies de biosynthèse des polyamines (rôle dans la différenciation cellulaire et la 

croissance) et des catécholamines (neurotransmetteurs impliqués notamment dans le contrôle des 

fonctions cardiaque et ciliaire). Chez la planaire, les psychotropes perturbent le déplacement, la 

reproduction et la digestion des planaires. L’étude transcriptomic montre que les 4 psychotropes 

modulent l’expression de gènes impliqués dans la mobilité ciliaire et musculaire, dans les systèmes 

nerveux, reproducteur, excréteur et digestif. Globalement, les travaux de thèse ont mis en évidence 

une perturbation des principales grandes fonctions physiologiques des organismes étudiés en 

présence de psychotropes laissant envisager des effets similaires pour des organismes 

phylogénétiquement proches. Ces résultats, tant macroscopiques que transcriptomiques, peuvent 

nous amener à imaginer une perturbation de la fitness des populations et donc un impact sur la 

structure et le fonctionnement des écosystèmes d’eau douce exposés à ces médicaments.  

 

 

 

 

 



 

Abstract 
Pharmaceuticals are often found in WWTP effluents released in surface water. In order to warn 

and to understand the pharmaceuticals impact on aquatic ecosystems, it seems relevant to evaluate 

physiological, behavioural and transcriptomic disturbances of psychotropic on freshwater organisms. 

The aim of this study was thus to analyse disturbances of four psychotropic (oxazepam, 

carbamazepine, cyamemazine and sertraline) on two freshwater organisms, Radix balthica and 

Schmidtea polychroa. In our experiments, both Radix embryos at the trochophore stage and mature 

planarian were exposed to each psychotropic (from 1 to 100 µg/L). This psychotropic exposure results 

in increasing the duration of Radix embryonic development and in a disturbance of the mobility, the 

reproduction and the digestion but not the regeneration of planarian. Regarding the functional 

impact, we observed that psychotropic disturb genes involved in Notch signalling pathways, known to 

be involved in organ morphogenesis (nervous system, digestive tube, mesoderm and hypoderm), but 

also the biosynthetic pathways of polyamines (involved in growth and cell differentiation) and 

catecholamines (neurotransmitters inducing physiological disturbances, notably in the management 

of cardiac and cilia function).In planarian study, psychotropic disturb the planarian mobility, 

reproduction and digestion. The transcriptomic study shows that the four psychotropic module 

expressions of genes involved in ciliary and muscular motility and in the nervous, reproductive and 

excretory systems. Globally, this work has highlighted the impacts on main physiological functions of 

the organisms physiologically close. These results both macroscopic and transcriptomic, let us imagine 

a disturbance of the population fitness and so on the structure and state of the freshwater ecosystem 

exposed to pharmaceuticals. 
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INTRODUCTION GENERALE 
L’émergence des phénomènes de pollution est souvent associée au développement des 

civilisations humaines et remonte au développement de la Rome Antique (Nriagu 1983; Hong et al. 

1996). La définition de la pollution a évolué au cours du temps et est décrite aujourd’hui comme une 

dispersion volontaire ou involontaire de certaines substances (micropolluants, hydrocarbures, etc.) ou 

éléments (métaux, matière organique, etc.) susceptibles de contaminer les divers compartiments de la 

biosphère (atmosphère, hydrosphère, lithosphère). De ce fait, il n’existe pas à ce jour d’écosystèmes 

exempts de traces d’activité humaine, puisque même les zones éloignées de toute civilisation sont 

contaminées par des polluants transportés par les mouvements des masses atmosphériques ou encore 

par les courants marins. 

Dès le XVIe siècle, l’Homme a commencé à s’intéresser à la qualité de son environnement, non pas 

en termes de protection des milieux, mais plutôt pour répondre à des questions relevant de la santé 

humaine. L’environnement, longtemps considéré comme une simple ressource exploitable, ne faisait 

pas l’objet d’étude d’impact ou de protection vis à vis des différentes activités humaines. Depuis le XIXe 

siècle, les impacts des activités humaines sur l’environnement se sont amplifiés. Comme le montre C. 

Lévêque dans son ouvrage "Écosystèmes aquatiques" (Lévêque 1996), la diversité des types de 

contaminants n’a cessé de croître et d’évoluer au fil des décennies (Figure 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Il a fallu attendre la fin du XXe siècle, pour que la préservation de la qualité de l’environnement 

devienne un enjeu majeur. Le rejet de substances d’origine naturelle ou de synthèse constitue l’un des 

plus importants facteurs de dégradation de la biosphère par l’Homme. Les sources de rejet de ces 

molécules sont nombreuses. On peut citer les rejets liés aux pratiques agricoles (élevage intensif, 

Figure 1 : Représentation schématique des différentes pollutions au cours de 
l'histoire (adapté de Thèse Charron L. 2013, modifié de Lévêque C. 1996) 
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utilisation de phytosanitaires), au secteur industriel, aux activités d’extraction de minerais, de 

combustibles fossiles, aux transports… L’accroissement des densités de population a également amplifié 

directement ou indirectement les pollutions.  

Afin de mieux comprendre et de traiter les émissions de polluants, en décembre 1964 la première 

loi sur l’eau est transcrite dans le code de l’environnement. La Loi n° 64-1245, définit des instances de 

bassin en charge de la gestion de la ressource en eau à l’échelle des bassins hydrographiques. Ces 

instances regroupent les agences de l’eau et les comités de bassin. On compte aujourd’hui 6 agences de 

l’eau qui sont des établissements publics ayant pour mission de calculer, établir et percevoir les 

redevances selon le principe pollueur-payeur, soutenir financièrement et techniquement les travaux 

d’amélioration des milieux aquatiques et de réduction des pollutions, contribuer à la production des 

données qualitatives sur l’eau, assister les comités de bassin dans l’élaboration des Schémas Directeur 

d’Aménagement et de Gestion des Eaux (SDAGE) et de mettre en œuvre la gestion intégrée de la 

ressource. Les 7 comités de bassin sont des instances de concertation qui élaborent les SDAGE, donnent 

un avis sur les aménagements et orientent les politiques d’intervention des agences de l’eau. La 

politique de l’eau au niveau local est directement dépendante des directives européennes et 

notamment de la Directive Cadre sur l’eau qui définit des exigences en termes de qualité chimique et 

biologique des eaux souterraines et de surfaces. 

Malheureusement, de nouveaux polluants font continuellement leur apparition. L’amélioration 

des outils et des méthodes analytiques a permis de caractériser récemment une nouvelle catégorie de 

contaminants nommée polluants émergents (INERIS 2015). On peut les définir comme des substances 

retrouvées dans l’environnement, pour lesquelles on dispose de peu, voire pas de connaissances sur 

leur toxicité et ayant pour principales caractéristiques d’avoir un impact potentiel à long terme sur la 

santé (Rivollet et Serre 2013). Parmi les polluants émergents on distingue trois classes de molécules : les 

substances pharmaceutiques et les produits de soins corporels (PPCPs), les produits chimiques 

domestiques et industriels et les produits de dégradation des substances pharmaceutiques, 

domestiques et industrielles (Rivollet and Serre 2013). Toutes ces molécules appartiennent également à 

la catégorie des micropolluants. Or, en septembre 2016, le premier plan ‘’micropolluants’’ (2016-2021) a 

vu le jour en France. Les objectifs de ce dernier sont de réduire les émissions de micropolluants présents 

dans les eaux et les milieux aquatiques, de consolider les connaissances pour adapter la lutte contre la 

pollution des eaux et préserver la biodiversité, de dresser des listes de polluants sur lesquels agir en 

priorité, de réduire l’utilisation des produits phytosanitaires de 50% sur dix ans (et donc de réduire les 

risques et leurs impacts sur la santé humaine et sur l’environnement) et finalement de faire évoluer les 

pratiques.  

Les médicaments qui trouvent leur place dans le plan "micropolluants" mais également dans le 

Plan National Santé-Environnement 3 (2015-2019) et qui sont retrouvés dans tous les milieux 
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aquatiques constituent une classe de micropolluants qui attire toutes les attentions. Dans ce contexte, 

le travail proposé s’est tourné vers l’étude d’impact de quatre molécules médicamenteuses de type 

psychotropes, la carbamazépine, l’oxazépam, la cyamémazine et la sertraline sur deux organismes, un 

escargot d’eau douce le Radix balthica et une planaire d’eau douce Schmidtea polychroa. L’étude a été 

menée selon deux axes de travail représentant une étude sur deux niveaux biologiques différents. 

 Le premier axe de travail a été dédié à l’étude des réponses macroscopiques des deux 

organismes exposés aux quatre molécules citées ci-dessus. Pour le mollusque (R. balthica), le travail a 

porté sur l’étude de l’impact des médicaments sur son développement embryonnaire. Les résultats ont 

été exprimés par le pourcentage d’embryons arrivant à l’éclosion, ainsi que le pourcentage d’embryons 

présentant un retard de développement. Pour la planaire (S. polychroa), l’objectif était d’étudier 

l’impact de ces quatre mêmes molécules sur différentes fonctions physiologiques de l’animal : mobilité, 

régénération et reproduction. 

Le deuxième axe de travail a été une étude des réponses transcriptomiques des organismes après 

une exposition aux médicaments. Pour le mollusque, les séquences disponibles étaient trop 

fragmentaires pour la réalisation d’une étude ciblée des réponses transcriptomiques. De ce fait, la 

première étape de l’étude a été de réaliser le séquençage du transcriptome en conditions différentielles 

dans le but, d’une part de disposer du transcriptome de l’animal et d’autre part d’identifier les gènes 

dont l’expression est impactée par l’exposition aux médicaments. Ces résultats ont été complétés par 

une approche en qPCR afin d’affiner la caractérisation de la réponse transcriptomique de l’organisme. 

Pour l’étude des réponses transcriptomiques de la planaire, une étude en PCR quantitative ciblée a été 

réalisée. Les gènes étudiés ont été sélectionnés selon leur fonction en correspondance avec les 

phénotypes observés. 

Ce manuscrit se structure en cinq chapitres. Le chapitre 1 présente l’état de l’art axé sur les 

problématiques abordées par ce sujet de thèse. La première partie fait le point sur les médicaments et 

leur devenir dans l’environnement. La deuxième partie est une synthèse des différentes classes 

thérapeutiques de psychotropes et se focalise ensuite sur les 4 molécules sélectionnées pour l’étude. La 

troisième partie dresse un bilan des méthodes d’évaluations de la toxicité des molécules en détaillant 

plus particulièrement celles dévolues aux 4 molécules sélectionnées pour notre étude. La quatrième 

partie est consacrée à la description des deux modèles biologiques utilisés pour l’étude (R. balthica et S. 

polychroa). Après la présentation des différents protocoles utilisés (Chapitre 2), le chapitre 3 présente 

les résultats de la cinétique de dégradation des molécules et les résultats des études phénotypiques et 

transcriptomiques menées sur le mollusque R. balthica et le chapitre 4 celles menées sur la planaire S. 

polychroa. La dernière partie, présente un bilan composé d’une comparaison des réponses des deux 

organismes envers les quatre molécules étudiées. 
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CHAPITRE 1 : ÉTAT DE L’ART 

I. Les médicaments et leur devenir dans l’environnement 
Les médicaments sont des substances ou des formulations de substances utilisées en santé 

humaine et animale en vue de restaurer, corriger ou modifier les fonctions physiologiques des 

organismes cibles. La prescription, l’administration et les processus de fabrication des médicaments 

participent au relargage involontaire de molécules médicamenteuses dans les divers compartiments 

environnementaux tels que les compartiments aquatiques, terrestres et atmosphériques. Les 

médicaments sont retrouvés dans différents compartiments d’un écosystème à de faibles 

concentrations de l’ordre du ng/L jusqu’à des µg/L (Halling-Sørensen et al. 1998; Daughton and 

Ternes 1999; Heberer et al. 2002 a; Heberer 2002 b; Besse et al. 2008; Phillips et al. 2010; Silva et al. 

2012). La présence de ces molécules dans l’environnement peut être toxique à court ou à long terme 

pour les organismes. 

a. Genèse et cycle de vie du médicament 
La mise sur le marché d’un médicament est une procédure longue et coûteuse pour les 

industries pharmaceutiques. On estime en moyenne que sur 10 000 molécules criblées, seule une 

passe tous les tests de validation pour l’obtention d’une autorisation de mise sur le marché (Figure 

2). La mise au point d’un médicament coûte aujourd’hui environ 1 milliard d’euros et passe par 

plusieurs phases. La première dure environ 10 ans durant laquelle un pool d’environ 10 000 

substances actives est étudié. À l’issue des 10 ans, les 100 plus intéressantes sont sélectionnées pour 

les tests précliniques. Après cette phase de recherche et de développement menée sur les 100 

molécules (tolérance, innocuité, efficacité du produit sur de petites populations, mise en place des 

doses et tests sur 100 à 1000 patients), 10 font l’objet d’un brevet. Cette procédure dure en 

moyenne 10 ans. À partir de ces 10 médicaments brevetés, un seul fait généralement l’objet d’une 

autorisation de mise sur le marché (A.M.M) délivrée par l’Agence Nationale de Sécurité du 

Médicament (ANSM), avec définition du prix de la matière première et des conditions de 

remboursement. A la suite de cette étape prenant 3 à 5 ans, le médicament est commercialisé et fait 

l’objet d’une pharmacovigilance et d’une étude de risque. 

Une fois l’autorisation de mise sur le marché délivrée, le médicament est fabriqué, 

commercialisé puis consommé. Aujourd’hui, le cycle de vie du médicament est plus court qu’en 

1980, mais largement plus coûteux. Lorsque l’on s’intéresse aux bénéfices engendrés par cette 

commercialisation, on constate qu’un médicament est rentable moins longtemps qu’il y a 20 ans 

(Figure 3). Dès la fin du certificat complémentaire de protection (CCP), les médicaments génériques 

entrent en concurrence avec le médicament initial. Le coût du générique étant plus faible que celui 
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du médicament, il devient plus attractif pour le consommateur qui débourse moins pour le même 

principe actif. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Le développement d'une nouvelle substance pharmaceutique (Leem 2014, Les Entreprises du Médicament) 

Figure 3 : Le cycle de vie du médicament, de 1980 à nos jours (Leem 2014, Les Entreprises du Médicament) 



 

7 

 Etat de l’art 

Aujourd’hui, les médicaments sont consommés sur une période approximative de 10 ans alors 

qu’ils l’étaient sur plus de 20 ans dans les années 80. Les médicaments rapportent donc moins aux 

entreprises pharmaceutiques (Leem 2014).  

b. Le marché des médicaments et mode de consommation 
En 2013, le marché mondial du médicament a dégagé un chiffre d’affaires de 639 milliards 

d’euros, soit 4,5% d’augmentation par rapport à 2012. Les États unis se positionnent comme les 

leaders du marché en concentrant 38% du chiffre d’affaires. Au niveau mondial, l’Europe se 

positionne avec 24,9% des parts de marchés, comme la troisième zone géographique la plus 

productrice de médicaments, derrière l’Amérique du Nord et l’Afrique/Asie/Australie/Pacifique 

(Figure 4). 
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 La France est le cinquième pays le plus producteur de molécules pharmaceutiques avec 4,4% 

du marché derrière l’Allemagne, la Chine, le Japon et les États-Unis (Leem 2014) (Tableau 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Afrique/Asie/ 
Pacifique/Australie

28,5% 

Europe 24,9% 

Amérique latine 6% 

Amérique 
du Nord 
40,6% 

Figure 4 : principaux marchés des médicaments par zone géographique (Leem 2014, 
Les Entreprises du Médicament en France). 
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En 2013, on pouvait recenser environ 2 800 substances pharmaceutiques sur le marché 

français, représentant un volume de vente dépassant les 26,8 milliards d’euros, comprenant les 

ventes aux officines (20,6 Mds €) et les ventes aux hôpitaux (6,2 Mds €) (ANSM, 2014, Analyse des 

ventes de médicaments en France en 2013). Parmi les sept plus grands consommateurs de 

médicaments en Europe (France, Allemagne, Belgique, Espagne, Italie, Royaume-Uni, Pays-Bas), la 

France se positionne comme le second pays le plus consommateur de médicaments. En moyenne, un 

français consomme 48 boîtes de médicaments par an. La consommation de médicament en Europe 

est en constante évolution.  

Le tableau 2 présente les cinq classes de médicaments les plus consommés par les français à 

domicile (en ville) et en hôpitaux au cours de l’année 2013. On constate que dans les hôpitaux (non 

psychiatriques) la consommation de médicaments est majoritairement constituée d’antinéoplasiques 

utilisés en chimiothérapie et d’immunosuppresseurs utilisés la plupart du temps pour limiter le rejet 

d’une greffe d’organe. A l’opposé, en ville, la prise de médicaments par la population est composée 

majoritairement d’analgésiques et de psycholeptiques. 

 

 

 

 

Tableau 1:  Les principaux marchés pharmaceutiques 
dans le monde en 2013 et 2003 
 En % du marché 

mondial en 2013 
En % du marché 
mondial en 2003 

ÉTATS-UNIS 38,2% 49,0% 

JAPON 9,4% 11,0% 

CHINE 7,2% ND 

ALLEMAGNE 5,1% 6,0% 

FRANCE 4,4% 5,0% 

ITALIE 3,3% 4,0% 

ROYAUME-UNI 2,6% 3,0% 

BRESIL 2,5% ND 

ESPAGNE 2,4% 2,0% 

CANADA 2,4% 2,0% 

(Leem 2014, Les Entreprises du Médicament en France) 
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Si l'on s’intéresse à l’évolution de la consommation de psychotropes (Figure 5), on constate 

une augmentation des consommations d’antidépresseurs et dans le même temps une stabilisation 

voire une tendance à une baisse de la consommation d’anxiolytiques. La France se positionne en 

2013 comme le 4ème consommateur d’antidépresseurs et le 3ème consommateur d’anxiolytiques en 

Europe. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

c. L’entrée des produits pharmaceutiques dans l’environnement 
Les voies d’entrées des médicaments dans l’environnement sont multiples. Le compartiment le 

plus exposé aux rejets de médicaments est le milieu aquatique. Une infime fraction des médicaments 

Tableau 2: Les 5 classes de médicaments les plus vendues en France en 2013 
En ville 

Classe Unités vendues en 2013 
(millions de boîtes) 

Part de marché 
2013 2003 

Analgésiques 740 21.90% 15.90% 
Psycholeptiques 162 5.20% 5.10% 
Antibiotiques 134 4.30% 4.60% 
Médicaments des troubles de l'acidité 104 3.30% 3.90% 
Médicaments ophtalmologiques 84 2.70% 2.70% 
 
En hôpitaux 

Classe Unités vendues en 2013 
(millions de boîtes) 

Part de marché 
2013 2003 

Antinéoplasiques 1660 27.20% 17.80% 
Immunosuppresseur 682 11.20% 4.10% 
Antihémorragiques 598 9.80% 9.30% 

Antiviraux 327 5.40% 10.80% 
Immunserums et Immunoglobulines 313 5.10% 2.80% 
ANSM 2014, Analyse des ventes de médicaments en France en 2013 

Figure 5 : Évolution de la consommation d'antidépresseurs et d'anxiolytiques (2000 - 2013) (ANSM, 2014, Analyse des ventes de médicaments en 
France en 2013) 
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prescrits peut être aussi retrouvée dans l’atmosphère et les sols peuvent également faire l’objet 

d’une contamination par les médicaments. Nous allons donc développer dans les parties suivantes 

les différentes sources d’émissions de particules médicamenteuses dans ces trois compartiments.  

i. Les sources de pollutions atmosphériques 

La pollution médicamenteuse de l’air peut se faire de manière directe ou indirecte. La 

contamination directe ne concerne qu’un nombre limité de molécules, appartenant à la classe des 

anesthésiques volatils de type fluothane (utilisés en milieu hospitalier), mais aussi des médicaments 

comme l’eucalyptol qui sont éliminés via les voies respiratoires. Le rejet d’hydrofluoroalcanes (gaz 

utilisé pour la propulsion du médicament) dans l’atmosphère entraîne la formation (après oxydation) 

de l’acide trifluoroacétique (voie minoritaire de formation de l’acide trifluoroacétique) (Académie 

Nationale de Pharmacie 2008). Ce dernier est un produit toxique, très persistant qui est susceptible 

de participer à l’effet de serre (Jordan and Frank 1999). Durant le processus d’évaporation des eaux 

de surfaces, certains polluants comme les médicaments peuvent être entraînés dans le 

compartiment atmosphérique, notamment les molécules liposolubles stockées dans les biofilms de 

surface. Ces mêmes biofilms chargés de molécules médicamenteuses peuvent se retrouver amassés 

dans les embruns puis projetés sur les terres à plusieurs dizaines de kilomètres par les vents 

(Académie Nationale de Pharmacie 2008). De plus, les particules fixées dans les sols peuvent, par 

déshydratation, cristalliser et se retrouver emportées par les vents, dans les poussières. La 

contamination indirecte pourrait provenir des médicaments non utilisés, des déchets 

médicamenteux hospitaliers ainsi que des boues de stations d’épuration qui sont tous incinérés dans 

des installations répondant à des normes environnementales strictes et comportant un traitement 

des fumées. Le rejet médicamenteux par les fumées devrait donc être insignifiant. Cependant il 

existe peu d’études estimatives des rejets atmosphériques. Bison et al. (1996, 2007) ont étudié 

l’efficacité d’élimination de 23 médicaments anticancéreux par un incinérateur communément utilisé 

pour l’incinération d’ordures ménagères et de déchets hospitaliers. Il ressort de l’expérience que 13 

des 23 médicaments ne sont pas complètement détruits, mais que le pourcentage résiduel ne 

dépasse jamais 1,19% de la quantité du médicament incinéré. De plus, ils ont montré que l’ajout de 

médicaments anticancéreux dans une usine d’incinération d’ordures ménagères ne modifie pas de 

façon significative la composition chimique des émissions gazeuses et particulaires (Bisson et al. 

2007). Il en résulte donc que l’incinération de cette classe de médicaments semble être plutôt très 

efficace. Cependant, on observe un faible relargage de médicaments dans les fumées des usines 

d’incinération, contribuant ainsi à la pollution atmosphérique. 
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ii. Les sources de pollutions des sols 

Les effluents domestiques, hospitaliers et industriels (usines pharmaceutiques) sont chargés en 

molécules médicamenteuses à l’entrée des STEPs (Station d’épuration) ». De ce fait, les boues 

résultantes du processus de purification des effluents par les STEPs contiennent des médicaments. 

Une portion non négligeable des boues de STEPs sont utilisées en agriculture. En 2010, 43 % des 

boues de STEP ont été valorisées en agriculture (Ministère de l’environnement, de l’énergie et de la 

mer). De ce fait, les boues sont une source de contamination médicamenteuse des sols. Par 

ruissellement et infiltration, elles peuvent également contaminer les eaux souterraines et de 

surfaces. 

Une autre voie d’entrée des médicaments dans les sols provient de l’utilisation de 

médicaments à usage vétérinaire (animaux domestiques et élevages agricoles) (Boxall et al. 2003). 

Les principales classes de médicaments vétérinaires utilisées sont les antibiotiques et les 

antiparasitaires. Après absorption, métabolisation et excrétion dans les urines ou les fèces, les 

principes actifs médicamenteux ou leurs résidus sont retrouvés sur les sols (via l’épandage de lisiers 

contaminés par exemple). Le compartiment terrestre reçoit donc une charge conséquente de 

molécules médicamenteuses qui sera stockée dans les sols ou lessivée par les pluies pour aboutir 

dans le compartiment aquatique. 

iii. Les sources de pollutions aquatiques 

Les centres hospitaliers prescrivent et administrent une large diversité de micropolluants en 

partie retrouvée dans les effluents. Cette charge de molécules est très variable et dépend des 

saisons, du centre hospitalier, du jour de la semaine ou encore de l’heure à laquelle l’analyse est 

réalisée (Baker and Kasprzyk-Hordern 2013; Golovko et al. 2014). Les eaux usées de la plupart des 

établissements hospitaliers ne sont pas traitées par des unités présentes sur sites, mais sont 

acheminées directement vers les STEPs urbaines. Elles s’additionnent donc aux eaux usées des 

particuliers qui représentent l’apport majoritaire de médicaments (Corvaisier 2000). Il est en effet 

admis aujourd’hui que la majorité des médicaments acheminés aux STEPs provient de la 

consommation de molécules à domicile (Tamtam et al. 2008; Matamoros et al. 2009; Santos et al. 

2009). Les traitements physico-chimiques et biologiques actuels des stations d’épuration dégradent 

inégalement les résidus médicamenteux (Togola and Budzinski 2007; Golovko et al. 2014). Les 

effluents de STEP se retrouvent donc chargés de molécules médicamenteuses qui sont ensuite 

diluées dans les eaux de surface. 

Le relargage de résidus par les usines de fabrication et de conditionnement constitue une 

deuxième source de contamination des eaux de surfaces. Les rejets des usines pharmaceutiques sont 

à la fois complexes et variables de par la pluralité des molécules produites, mais aussi des techniques 
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épuratoires employées. Les rejets sont donc qualitativement et quantitativement différents au cours 

du temps (Mompelat et al. 2009; Cardoso 2015). À cela s’ajoutent les rejets d’entreprises ayant une 

activité de Recherche et Développement (R et D) de nouveaux médicaments, pouvant rejeter des 

molécules non référencées et dont la toxicité n’est pas connue. De plus, les médicaments étant des 

formulations de composés actifs, les sites industriels fabriquent aussi tous les composés d’enrobage 

qui se retrouvent également dans les effluents industriels. Enfin, les traitements des rejets industriels 

effectués sur le site de production peuvent parfois dégrader les molécules initiales en métabolites 

biologiquement actifs voire plus actifs que la molécule initiale (Cardoso et al. 2014; Cardoso 2015). 

Une étude portant sur les rejets industriels dans le Rhône montre qu’une grande quantité d’effluents 

industriels médicamenteux issus des usines pharmaceutiques répartis tout au long du fleuve s’y 

déverse. De nombreuses usines pharmaceutiques sont localisées dans le Canton du Valais (Suisse), 

mais on trouve aussi une douzaine de sites industriels au niveau de l’agglomération lyonnaise et de 

sa périphérie et encore plus en aval, au niveau de l’agglomération d’Aramon, deux autres sites 

industriels qui produisent des matières premières pharmaceutiques et rejettent directement leurs 

effluents dans le fleuve. Toutes ces usines de production contribuent à la forte contamination 

pharmaceutique de l’ordre du µg/L par molécules. D’autre part, l’étude de Larsson et al., (2007) 

montre des concentrations en antibiotiques supérieures à 30 mg/L dans les effluents de stations 

d’épuration de la zone industrielle de Patancheru en Inde où l’on trouve les rivières les plus polluées 

du monde par les médicaments issus des usines pharmaceutiques locales (selon Mason Margie ; 26 

Janvier 2009, Huffington Post). La pollution des cours d’eau par les activités industrielles a aussi été 

étudiée par les travaux de Sanchez (2007). Cette étude a évaluée la qualité de plusieurs cours d’eau 

du Nord de la France à travers la mesure de l’activité de plusieurs biomarqueurs de l’épinoche à trois 

épines (Gasterostreus aculeatus). Les cours d’eau ont été classés en fonction de la pression humaine 

subie. Les cours d’eau étudiés ont été classés en quatre catégories. Premièrement, le cours d’eau de 

référence était peu contaminé et situé en amont de l’urbanisation. Deuxièmement, cette étude a 

analysé un cours d’eau recevant des effluents urbains. Troisièmement, cette étude a aussi été 

réalisée sur un cours d’eau recevant une forte pression de l’agriculture et quatrièmement, le cours 

d’eau analysé recevait à la fois des effluents industriels, urbains et agricoles. Les résultats de cette 

étude montrent que le cours d’eau recevant une pression à la fois industrielle, urbaine et agricole est 

très perturbé par ces sources de contaminations (Sanchez 2007). En effet, la mesure des 

biomarqueurs chez les épinoches à trois épines exposées à ce cours d’eau montre une induction de 

l’activité de la GST (Glutathion-s-transférase), de l’EROD (7-Ethoxy-résorufin-O-dééthylase) et une 

induction de la Vitéllogénine (VTG), mais aussi une inhibition de l’activité de  l’AChE 

(Acétylcholinestérase) et une inhibition du GSH (Sanchez 2007). Dans un même objectif, des travaux 

ont été menés sur l’impact d’un rejet de STEP urbaine (Site A) et de celui d’un rejet d’une usine 
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pharmaceutique (produisant majoritairement des stéroïdes) additionné à un rejet de STEP urbaine 

(Site B) sur différents biomarqueurs (AChE, GST, EROD, …), sur la VTG et sur l’inter-sexualisation du 

goujon (Gobio gobio) dans la rivière la Dore (Sanchez et al. 2011). Les résultats de cette étude ne 

montrent pas d’effets entre les biomarqueurs mesurés chez les goujons situés sur le site A et de ceux 

mesurés chez les goujons situés sur le site B. Cependant, les résultats de la mesure des biomarqueurs 

des deux sites ont été comparés aux valeurs obtenues à partir de goujons situés sur une partie du 

cours d’eau (de la Dore) ne recevant aucune pression humaine. De cette comparaison ressort une 

induction significative des enzymes de biotransformation (EROD et GST) et une inhibition de l’AChE 

par le rejet de STEP urbaine seul et additionné du rejet d’une usine pharmaceutique. Les résultats 

montrent aussi une induction de la VTG chez les poissons situés en aval du site B, suggérant un effet 

œstrogénique d’un effluent de STEP urbaine additionné à un effluent d’usine pharmaceutique sur les 

goujons. L’étude de la présence de poissons intersexués sur les sites révèle une forte augmentation 

des poissons intersexués sur le site B (80 %) comparé au site A (5 %) ainsi qu’une diminution du ratio 

de mâles et de femelles, de respectivement 18 % et 40 %. Cela montre donc une masculinisation de 

la population de goujons exposée aux rejets de l’usine pharmaceutique. 

Une dernière partie de la pollution médicamenteuse des milieux aquatiques provient des 

traitements médicamenteux massifs en aquaculture. Les médicaments utilisés en aquaculture sont 

les antibiotiques comme l’oxytétracycline, le florfenicol, le premix, la sarafloxacine et l’érythromycine 

couplée à la trimethoprime ou à l’ormethoprime (Serrano 2005; Kümmerer 2009a; Kümmerer 

2009b). L’utilisation d’antibiotiques en aquaculture norvégienne a nettement augmenté de 2002 à 

2005 (Grave et al. 2008). Cependant, peu de données sont disponibles pour beaucoup de pays et les 

Etats-Unis considèrent que cette utilisation d’antibiotiques est une fraction non significative des 

antibiotiques à usages non humains (Kümmerer 2009a; Kümmerer 2009b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6 : Les différentes sources d'entrée des médicaments dans les compartiments aquatiques (adapté de la thèse Besse 2010) 
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Parmi ces trois voies d’entrées de molécules médicamenteuses dans l’environnement, c’est 

donc dans le compartiment aquatique que l’apport de médicaments est le plus important. Cette 

charge de polluant majoritairement rejetée dans l’environnement par les STEPs est aujourd’hui 

préoccupante et fait l’objet de nombreuses études tant sociologiques (analyse des pratiques) que 

techniques (amélioration des processus d’épuration) pour limiter l’introduction de médicaments 

dans les milieux aquatiques.  

d. Efficacité des Stations d’épurations envers les médicaments 
À ce jour, on trouve différents types de STEPs composées de plusieurs unités spécialisées 

visant à traiter un polluant ou un groupe de polluants. Il faut dissocier les traitements physico-

chimiques et les traitements biologiques. Classiquement un prétraitement physico-chimique 

consistant en un dégrillage, dessablage et déshuilage est mis en place afin de préparer l’effluent à un 

traitement biologique pour digérer la matière organique à l’aide des bactéries (Hu et al. 2012). Au 

cours de ce processus, les microorganismes vont former des amas en suspension dans l’eau appelés 

‘’flocs’’ qui en s’agglomérant donneront des boues activées en partie réinjectées dans le bassin de 

digestion, l’autre partie étant éliminée par le clarificateur qui sépare les boues de l’eau. Ce 

traitement se fait en aérobie. Un traitement biologique secondaire en anaérobie peut être utilisé afin 

de réduire les produits azotés. Un traitement tertiaire au chlore ou à l’ozone peut être ajouté afin 

d’oxyder toutes les membranes biologiques et donc dégrader tout ce qui est vivant, mais aussi 

oxyder les molécules disponibles afin d’en diminuer la charge (Shon et al. 2006; Snyder 2008; Flyborg 

et al. 2010). Des étapes de microfiltration ou encore nano et ultrafiltration peuvent êtres 

rencontrées sur certains sites de traitement des eaux usées (Flyborg et al. 2010), mais ces pratiques 

sont généralement appliquées à la potabilisation de l’eau. On trouve aussi des procédés d’épuration 

plus simples qui utilisent les capacités épuratoires des milieux naturels tels que le lagunage. Celui-ci 

consiste à traiter l’effluent dans plusieurs bassins successifs qui vont filtrer et adsorber les polluants 

majoritaires au moyen de charbon actif ou autres matériaux de fixation. Enfin, une dernière méthode 

consiste à faire circuler les eaux usées par gravité au fil de bassins successifs aménagés en pallier 

dans lesquels se trouvent des végétaux fixateurs de types subaquatiques tels que les roseaux 

(Phragmites communis ou Phragmites australis), les massettes (genre Typha) ou les joncs (du genre 

Juncus) en privilégiant les espèces locales adaptées au climat. On constate donc que ces différents 

types d’installations ne sont pas spécialisés dans l’élimination des polluants émergents et 

notamment des médicaments. En effet, l’abattement en sortie de station d’épuration pour une 

substance médicamenteuse est très variable d’une molécule à l’autre et est fonction de la méthode 

de traitement de la STEP. Le pourcentage d’abattement varie entre 0 et 98% (Beausse 2004; 

Quintana et al. 2005; Fent 2008; Miège et al. 2008; Tamtam et al. 2008; Matamoros et al. 2009; 
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Santos et al. 2009; Wahlberg et al. 2011; Zenker et al. 2014; Golovko et al. 2014; Subedi et al. 2017). 

Notre étude s’intéresse tout particulièrement aux psychotropes, le tableau 3 rassemble les résultats 

de plusieurs études ayant mesurées l’efficacité d’élimination des psychotropes par les stations 

d’épuration. 

 

 

Les données bibliographiques montrent que l’efficacité des STEPs dépend de chaque molécule 

pharmaceutique. Pour la classe des analgésiques, les concentrations varient en entrée de STEP de 

7 ng/L à 611 µg/L et en sortie de STEP de 2 ng/L à 5,7 µg/L. Pour certaines molécules très résistantes, 

l’abattement des concentrations en STEP peut être proche de 0 voir être négatif avec un relargage 

des molécules adsorbées par les matières en suspension (voir tableau détaillé en Annexe 1). 

L’abattement de l’oxazépam en STEP a été étudié par exemple par Golovko et al. (2014) en 

République Tchèque qui constate une diminution de 17%. Il y a donc plus de molécules disponibles 

en sortie qu’en entrée de STEP. En ce sens, le travail de Zorita et al., (2010) décrit la dégradation de 

13 molécules en STEP après plusieurs traitements physico-chimiques et biologiques (Zorita et al. 

2009). Il ressort de cette étude que les effluents rejetés sont encore composés de nombreuses 

molécules médicamenteuses sous leur forme initiale. Le diclofénac par exemple n’est pas métabolisé, 

tout comme l’ibuprofène ou le naproxène qui sont largement retrouvés dans les effluents. Ce type de 

résultat est confirmé par de nombreuses études comme Bartelt-Hunt et al., (2009), Miège et al. 

2008, Wahlberg et al. 2011, Kümmerer 2009 ou encore par une étude française menée par Togola et 

Budzinsky 2007.  

Tableau 3: Abattement des concentrations de médicament en entrée et en sortie de STEP 

Molécules (CAS)  
Entrée de STEP 

(µg/L) 
Sortie de STEP 

(µg/L)  Références 

  Antiépileptiques 

    0.274 à 9.420 0.036 à 0.013  

(Metcalfe et al. 2003; Togola and Budzinski 
2007; Roig 2010; Geret 2014; Golovko et al. 
2014) 

  
Anxiolytiques 

    0.077 à 5.000 0.004 à 7.044  
(van der Hoeven 2004; Kosonen and 
Kronberg 2009; Roig 2010; Geret 2014; 
Golovko et al. 2014) 

  
Antidépresseurs 

    0.008 à 0.800 0.005 à 10.300  

(Chen et al. 2006; Schultz and Furlong 
2008; Vasskog et al. 2008; Lajeunesse et al. 
2008; Styrishave et al. 2011; Geret 2014; 
Weston et al. 2014; Golovko et al. 2014) 

  
Neuroleptiques 

  2.902 à 8.950 0.323 à 14.430  (Geret 2014; Matongo et al. 2015) 
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Au-delà du rejet des polluants émergents dans l’environnement, leur présence dans le 

compartiment aquatique est aussi dépendante de la composition des molécules qui les rend plus ou 

moins résistantes aux contraintes physico-chimiques des STEP et de l’environnement. La figure 7 

présente les différents processus d’élimination d’une molécule dans l’environnement et dans les 

STEPs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En effet, les processus de photocatalyse, d’oxydation ou encore de réduction peuvent éliminer 

une molécule de sa matrice, mais ils peuvent aussi générer des métabolites qui se révèlent autant 

voire plus toxiques que la molécule mère comme le 10,11-époxycarbamazépine issu de la 

métabolisation de la carbamazépine par une enzyme du cytochrome P450 (Attia 2010). Cependant, 

les processus de sorption peuvent aussi aboutir à une stabilisation des contaminants sur le substrat 

ou la matière en suspension. 

e. Occurrence des médicaments dans les compartiments aquatiques 
Le compartiment aquatique étant le plus contaminé par les rejets de médicaments, il est 

important de quantifier la présence de ces molécules. Grâce à l’amélioration des méthodes 

d’analyses physico-chimiques, de nombreuses molécules pharmaceutiques ont été détectées dans 

les différents compartiments aquatiques. Il est ainsi possible de connaître la fraction biodisponible de 

ces polluants pour les organismes et d’anticiper le cycle biogéochimique de ces composés. L’analyse 

chimique a cependant des limites, tout d’abord les molécules retrouvées dans une fraction sont les 

molécules que l’on recherche, notamment avec l’utilisation de matrices (silice greffée ou polymère). 

Ensuite, il n’existe pas de méthode analytique pour chaque type de molécule et enfin, les seuils de 

quantification de chaque molécule peuvent être élevés, parfois même au-dessus de certaines 

concentrations environnementales ce qui limite la quantification et la détection des molécules. La 

Figure 7 : Processus d'élimination des polluants organiques et inorganiques de l'eau (Prasse and Ternes, 2010) 
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quantification et la détection des molécules sont aussi fonction du matériel utilisé ainsi que de la 

nature de la matrice de solubilisation.  

Notre étude se focalise sur les psychotropes et leurs effets en milieu aquatique. Ce type de 

molécules a fait l’objet de plusieurs études. Ainsi, la concentration en antiépileptiques dans les eaux 

de surfaces est comprise entre 0,009 et 5,4 µg/L (Metcalfe et al. 2003; Togola and Budzinski 2007; 

Roig 2010; Geret 2014; Golovko et al. 2014). Pour les anxiolytiques, la concentration dans les eaux de 

surface varie entre 0,0007 et 0,814 µg/L (van der Hoeven 2004; Kosonen and Kronberg 2009; Roig 

2010; Geret 2014; Golovko et al. 2014). De façon semblable aux anxiolytiques, la concentration des 

antidépresseurs en eau de surface varie entre 0,001 et 1,31 µg/L (Chen et al. 2006; Schultz and 

Furlong 2008; Vasskog et al. 2008; Lajeunesse et al. 2008; Styrishave et al. 2011; Geret 2014; Weston 

et al. 2014; Golovko et al. 2014). Les neuroleptiques sont les médicaments à cible neurologique dont 

l’amplitude de concentrations dans les eaux de surfaces est la plus grande. En fonction des lieux de 

prélèvement et de la molécule, les concentrations oscillent entre 0,001 et 78,33 µg/L (Roig 2010; 

Geret 2014; Matongo et al. 2015).  

Le relargage de médicaments va directement impacter le compartiment aquatique récepteur 

de l’effluent et donc potentiellement perturber son écosystème. Les concentrations de médicaments 

dans les effluents de STEP, mais aussi dans les eaux de surface sont très différentes d’un pays à 

l’autre. Cela peut s’expliquer par le caractère national d’une autorisation de mise sur le marché d’un 

médicament. Ainsi chaque pays possède une liste différente de médicaments commercialisés. De ce 

fait, la nature des effluents ne peut être que différente d’un pays à l’autre. À cela s’ajoute un 

phénomène plus culturel qui lui aussi modifie le profil chimique des effluents. Deux facteurs entrent 

en jeu, l’habitude de prescription par les médecins qui diffère au sein de chaque pays (deux 

molécules différentes pouvant avoir la même cible seront plus ou moins utilisées) et le coût de 

chaque médicament (coût de la matière première, coût de la fabrication et coût du transport). La 

présence de cette charge de polluants dans les écosystèmes représente un risque environnemental, 

mais aussi un risque de santé publique. Ainsi, certaines molécules font d’ores et déjà l’objet de 

surveillance via la liste de vigilance relative aux substances à surveillance à l'échelle de l'Union 

Européenne dans le domaine de la politique de l'eau en vertu de la directive 2008/105/CE du 

Parlement européen et du Conseil (diclofénac, 17-alpha-éthinylestradiol (EE2), 17-bêta-estradiol (E2), 

estrone (E1)). Afin d’améliorer cette liste de molécules à surveiller, plusieurs études visant à les 

hiérarchiser vis-à-vis de leur toxicité ont été réalisées.  
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f. Hiérarchisation et évaluation des risques de la présence de résidus de 
médicaments rejetés dans le compartiment aquatique 

La liste de molécules pharmaceutiques retrouvées dans l’environnement est longue et il serait 

coûteux et fastidieux d’étudier l’impact de chaque molécule sur l’environnement. De ce fait, les 

autorités, notamment les agences nationales et européennes ont mis en place un système 

d’évaluation des risques environnementaux des molécules médicamenteuses destinées à la 

consommation humaine. Une étude préliminaire de hiérarchisation des résidus de médicaments 

dans l’eau a été réalisée par l’Afssaps (Agence française de sécurité sanitaire des produits de santé) à 

partir de 2006 en collaboration avec le Leem (Syndicat des industries du médicament humain), à la 

suite des travaux de Boulanger (2005) qui ont permis de définir les premiers paramètres utilisés pour 

l’étude (nature chimique de la molécule, occurrence et consommation). Il en a résulté une liste 

préliminaire de 12 molécules prioritaires avec 8 molécules mères et 4 métabolites (Acide 

acétylsalicylique, Carbamazépine, Chlorambucil, Hydrochlorothiazide, Iobitridol, Ibuprofène, 

Oxazépam, Paracétamol et Acide salicylique, 10,11 époxyde carbamazépine, Moutarde 

phénylacétique et 4 aminophénol). Par la suite, l’Afssa (Agence française de sécurité sanitaire des 

aliments) a dressé un rapport sur la poursuite de l’étude portant sur 208 médicaments en calculant la 

criticité de ces molécules. La criticité d’une molécule est un ratio prenant en compte la quantité 

consommée, la posologie minimale et la solubilité de la molécule étudiée. À l’issue de cette étude, 

l’Affsa propose en 2008 une liste de 42 médicaments à usage humain à rechercher en priorité dans 

les eaux, dont 5 hormones, 7 anticancéreux, 5 antibiotiques, 3 anti-inflammatoires non stéroïdiens 

(AINS), 5 neuroleptiques, 8 cardiovasculaires, 2 produits de contrastes (PC) et 7 molécules diverses 

telles que la caféine, l’oméprazole ou encore le paracétamol (Afssa 2008). Au niveau européen, les 

médicaments n’apparaissent que dans la liste de vigilance relative aux substances à surveillance avec 

le diclofénac, le 17-bêta-estradiol (E2) et le 17-alpha-ethinylestradiol (EE2) pour compléter la liste de 

substances prioritaires qui comportait 33 substances prioritaires. Ces trois médicaments sont 

souvent classés parmi les médicaments, toutes méthodes confondues, comme les molécules les plus 

à risque pour l’environnement. 

L’évaluation des risques de la présence de résidus médicamenteux dans l’eau permet de 

définir un paramètre utilisé pour la hiérarchisation de ces molécules et ainsi prioriser les actions. Au 

cours de ces 10 dernières années, plusieurs études portant sur l’évaluation des risques de la 

présence de médicaments dans les milieux aquatiques ont été publiées. Toutes les études de risques 

européennes utilisent un quotient PEC (Concentration environnementale prédite)/PNEC 

(Concentration prédite sans effet) dérivant du rapport de l’EMEA 2006 et incluant différents 

paramètres en fonction de l’étude considérée (Huschek et al. 2004; Carlsson et al. 2006; Besse et al. 

2008; Daouk et al. 2015; Riva et al. 2015).  
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Il existe à ce jour deux méthodes dédiées à l’évaluation de risque pour les médicaments à 

usage humain. La première méthode a été mise en place par la FDA (Food and Drug Administration) 

en 1998, la seconde méthode, plus utilisée en Europe a été établie par l’Agence Européenne 

d’Evaluation du Médicament (EMEA 2006). L’évaluation du risque selon l’EMEA est organisée en 

deux phases majeures (Figure 8), la première est destinée à estimer l’exposition environnementale 

aux différents médicaments et la deuxième est destinée à analyser les effets et le devenir des 

médicaments dans l’environnement (EMEA 2006).  

Au cours de la phase I, l’estimation de l’exposition selon un scénario de pire cas est réalisée à 

l’aide d’un calcul (Equation 1) de la concentration environnementale prédite (PEC) dans les eaux de 

surface, en utilisant les données relatives à la consommation maximale journalière du médicament 

par habitant. 

Equation 1:   

 

 𝑃𝑃𝑃 𝑃ℎ𝑎𝑎𝑎 1 =  𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷× 𝐹𝐹𝐹𝐹
𝑊𝑊𝐷𝐹ℎ𝐷𝑎×𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐹×100

 

 

PEC Phase 1 : Concentration prédite dans les eaux de surface (mg/L). DOSEai : Dose journalière 

maximale du médicament consommée par habitant (mg/hab/jour). Fpen : Facteur de pénétration du 

médicament sur le marché (1% par défaut). WWinhab : Quantité d’eaux usées par jour et par 

habitant sur la zone considérée (valeur moyenne par défaut = 200 L/habitant/jour). Dilution : Facteur 

de dilution des effluents de STEP dans les eaux de surface (par défaut, la valeur est 10). 
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Le calcul de la PEC Phase 1 donne une valeur en mg/L. Si la valeur de la PEC eau de surface est 

inférieure à 10 ng/L, le produit pharmaceutique est classé comme ne présentant pas de risque 

environnemental et est exclu de toute démarche d’évaluation de risque ultérieur. Cependant, si la 

valeur de la PEC Phase 1 est égale ou supérieure à 10 ng/L, l’analyse du produit pharmaceutique est 

poursuivie en phase 2 (EMEA 2006). La phase 2 A consiste à calculer des ratios PEC/PNEC 

(concentration prédite sans effet). Les valeurs de PNEC sont dérivées à partir des données 

Figure 8 : Schéma de la procédure d’évaluation du risque environnemental de l’EMEA (EMEA 2006) pour les substances 
pharmaceutiques à usage humain. (Thèse Besse 2010) 
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écotoxicologiques chroniques disponibles (NOEC) établies sur la base des tests standardisés selon les 

normes de l’OCDE. Un facteur de sécurité est appliqué à chaque valeur de NOEC afin de prendre en 

compte les incertitudes de l’extrapolation des données de laboratoire par rapport à la réalité 

environnementale (Tableau 4). 

 

L’EMEA 2006 n’utilise que les données écotoxicologiques chroniques et ne dérive les PNECs 

que lorsqu’il y a au moins 3 valeurs de NOEC connues pour 3 espèces représentant 3 niveaux 

trophiques différents (habituellement algue, daphnie et poisson). De ce fait, le facteur de sécurité 

appliqué aux NOEC pour obtenir les PNEC est de 10. Après calcul du quotient de risque (QR) 

PEC/PNEC, si le ratio est inférieur à 1, l’étude d’impact sur le compartiment aquatique n’est pas 

nécessaire et il peut être conclu que la substance pharmaceutique et/ou ses métabolites ne 

présentent pas de risque pour l’environnement. Si ce même ratio est supérieur à 1 (ou à 0,1 lorsque 

les résultats utilisés proviennent de test sur des microorganismes), une évaluation du devenir de la 

substance pharmaceutique et de ses métabolites est poursuivie dans la deuxième partie de la phase 

2 où le calcul de PEC prend en compte la consommation des médicaments, leur métabolisation dans 

l’organisme, la dégradation dans les STEPs et de leur l’adsorption sur les matières en suspension 

(MES) (Equation 2) : 

Equation 2: 

𝑃𝑃𝑃 𝑃ℎ𝑎𝑎𝑎 2𝐵 =  
𝐷𝐷𝐷𝑃𝑎𝐷 ×  𝐹𝐹𝑎𝐹 × 𝐹𝑎𝐹𝐹𝐹𝑎𝐹𝑎 × 𝐹𝑎𝐹𝑎𝐹
𝑊𝑊𝐷𝐹ℎ𝑎𝑎 × 𝐹𝑎𝐹𝐹𝐹𝐹 × 𝐷𝐷𝐷𝐷𝐹𝐷𝐹𝐹 × 100

 

PEC Phase 2B : Concentration prédite dans les eaux de surface (mg/L). DOSEai : Dose 

journalière maximale du médicament consommé par habitant (mg/hab/jour). Fpen : Facteur de 

pénétration du médicament sur le marché (1% par défaut). Fexcreta : Fraction excrétée de la 

substance active (prise en compte de la métabolisation du composé). Fstep : Fraction du composé 

émis dans l’eau de surface à partir de la STEP (prise en compte de la dégradation du composé dans les 

STEP). WWinhab : Quantité d’eaux usées par jour et par habitant sur la zone considérée (valeur 

moyenne par défaut = 200 L/habitant/jour). Factor : Facteur d’adsorption sur la matière en 

Tableau 4: Facteurs de sécurité à appliquer lors du calcul des PNEC 
Données disponibles Facteurs de sécurité 

Au moins une CE(L)50 aiguë pour chacun des trois niveaux trophiques de la ''base 
set'' (algue, daphnie, poisson) 1000 

Une NOEC long terme (poisson ou daphnie) 100 
Deux NOEC long terme pour deux niveaux trophiques différents (algue et/ou 
daphnie et/ou poisson) 50 

NOEC long terme pour au moins trois espèces représentant trois niveaux 
trophiques (algue, daphnie, poisson) 10 

(selon Thèse Besse, 2010)  
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suspension. Dilution : Facteur de dilution des effluents de STEP dans les eaux de surface (par défaut, 

la valeur est 10). 

Les principales variantes de l’EMEA sont propres à chaque pays réalisant une évaluation des 

risques, mais le calcul du ratio PEC sur PNEC est presque toujours conservé, sauf pour les États Unis 

qui calculent plusieurs ratios dont le ratio de risque potentiel par l’équation suivante (Équation 3) : 

Equation 3 :  

𝑃𝑃 =  
𝑇

𝑉 × 𝑁𝐷𝑃𝑃
 

EP : Potentiel écotoxique. T : Temps de séjour du composé dans l’environnement. V : 

Concentration du composé dans l’environnement. NOEC : Concentration la plus forte sans effet 

observable.  

En France, l’étude de Besse et al. 2008 a ajusté le calcul de la PEC eau de surface (Equation 

4) afin de prendre en compte les quantités de molécules d’intérêts consommées :  

Equation 4 : 

PEC eau de surface =
consommation × Fexcrété × Fstp

WWparhab × hab × Dilution × 365
 

Consommation : quantité en mg/an d’une molécule active consommée par la population 

pendant 1 an. Fexcrété : fraction excrétée de la molécule active. Fstp : fraction de la molécule rejetée 

par les effluents de STEP dans les eaux de surfaces. WWparhab : volume d’eau usée par habitant et 

par jour (valeur moyenne par défaut = 200 L/habitant/jour). Hab : nombre d’habitants avec un 

facteur de correction de 100 pour obtenir la valeur en pourcentage. Dilution : facteur de dilution des 

effluents de STEP dans les eaux de surface (par défaut, la valeur est 10). 365 : nombre de jours par an 

(jours/an). 

À ces méthodes d’évaluation des risques, on peut ajouter le calcul de ratios permettant 

d’apporter des informations complémentaires quant au devenir de la molécule comme le montre le 

calcul du PNRi, qui est le pourcentage de composé i non éliminé (PNRi de l’anglais Percentage of 

compound i Not Removed) par les STEPs, calculé selon l’équation 5 : 

Equation 5 : 

𝑃𝑁𝑃𝐷 =  
𝐹𝐹𝐹𝐹𝑎𝐹𝐹𝐹𝑎𝐹𝐷𝐹𝐹 𝑑𝑎 𝐷 𝑑𝑎𝐹𝑎 𝐷𝑎𝑎 𝑎𝑒𝑒𝐷𝐷𝑎𝐹𝐹𝑎 𝑑𝑎 𝐷𝑇𝑃𝑃
𝐹𝐹𝐹𝐹𝑎𝐹𝐹𝐹𝑎𝐹𝐷𝐹𝐹 𝑑𝑎 𝐷 𝑑𝑎𝐹𝑎 𝐷𝑎𝑎 𝐷𝐹𝑒𝐷𝐷𝑎𝐹𝐹𝑎 𝑑𝑎 𝐷𝑇𝑃𝑃

 

Ce ratio permet d’identifier les molécules pour lesquelles les traitements en STEP sont efficaces ou 

inefficaces.  

La hiérarchisation des molécules médicamenteuses en fonction du risque qu’elles 

représentent est réalisée à partir des équations vues précédemment qui peuvent différer d’un pays à 

l’autre voire d’une étude à l’autre. Ainsi, en fonction des paramètres sélectionnés pour le calcul des 

PEC et des PNEC, les résultats des ratios de type PEC/PNEC varient et il devient très vite difficile de 
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comparer les résultats de plusieurs études de priorisation (Tableau 5). Le tableau 5 montre que les 

quotients de risque sont très différents d’une part en fonction de la PEC considérée, qui est soit une 

concentration calculée et donc prédite (PEC), soit une concentration mesurée (MEC). De plus, les 

quotients de risques varient en fonction de la PNEC considérée qui dépend du ou des organismes 

modèles utilisés pour établir la NOEC, mais aussi du protocole expérimental mis en œuvre. Certaines 

molécules comme l’oxazépam peuvent avoir des quotients de risque réel variant de 0,3 à 11,52 ou 

encore la sertraline avec des quotients prédits pouvant varier de 0,00043 à 968,8 en fonction des 

références. Ces différences proviennent majoritairement des valeurs de PEC et de MEC utilisées qui 

peuvent être différentes d’une étude à l’autre. Par exemple, pour le diclofénac et la carbamazépine, 

les valeurs de MEC utilisées sont respectivement de 16 et 48 ng/L pour l’étude de Bouissou Schurtz 

(2014) et sont de 676 et 571 dans l’étude de Mendoza (2015). De la même façon, les PEC de 

l’oxazépam utilisées dans les études de Bouissou Schurtz (2014) et d’Ahlford (2008) sont très 

différentes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 5: Liste des quotients de risques de quelques molécules médicamenteuses 

 
PEC/PNEC 

(quotient prédit) 
MEC/PNEC 

(quotient réel) Référence 

Carbamazépine 

3,20 0,02 (Bouissou-Schurtz et al. 2014) 
0,31 ND (Besse et al. 2008) 
ND 0,20 (Mendoza et al. 2015) 

0,23 ND (Mansour et al. 2016) 

Oxazépam 
2,10 0,30 (Bouissou-Schurtz et al. 2014) 

7,17 11,52 (Ahlford 2008) 

Sertraline 

0,00043 ND (Mansour et al. 2016) 
0,22 ND (Besse et al. 2008) 
0,22 ND (Henry et al. 2004) 

968,80 22,00 (Ahlford 2008) 

Cyamémazine ND ND  

Ibuprofen 

600 1,90 (Bouissou-Schurtz et al. 2014) 
0.00027 ND (Besse et al. 2008) 

ND 219,60 (Mendoza et al. 2015) 
0,23 ND (Mansour et al. 2016) 

17-β-estradiol 62,50 ND (Mansour et al. 2016) 

17-α-etinylestradiol 0,24 ND (Mansour et al. 2016) 

Diclofénac 
0,012 ND (Mansour et al. 2016) 
15,00 0 (Bouissou-Schurtz et al. 2014) 

ND 13,5 (Mendoza et al. 2015) 
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Malgré la difficulté de comparer les quotients de risques des différentes études, on peut 

constater que l’ibuprofène, le 17-β-estradiol et le diclofénac sont souvent retrouvés en tête des 

tableaux avec le plus fort quotient de risque et font partie des listes de molécules prioritaires 

ajoutées par le conseil et le parlement européen en 2013 (Bouissou-Schurtz et al. 2014; Mendoza et 

al. 2015; Mansour et al. 2016). Le calcul des quotients de risques pour les molécules de types 

psychotropes suggère que ces molécules présentent un risque pour l’environnement avec un ratio 

souvent supérieur à 1 et parfois même supérieur à 950 (sertraline) (Tableau 5). Au vu des coefficients 

de risques, le rejet de ces molécules dans l’environnement aquatique paraît préoccupant. De plus, la 

plupart de ces molécules sont de nature liposoluble. La sertraline et la cyamémazine ont un LogKow 

respectif de 5,29 et 4,28. Ces molécules peuvent donc se bioaccumuler. En effet, Beek et al., (2000) 

considèrent qu’un LogKow de 3 constitue la valeur seuil pour considérer qu’une molécule a un 

pouvoir de bioaccumulation (Beek et al. 2000; Montiel 2006; Roig 2010, Drugbank). Dans le cas de la 

carbamazépine et de l’oxazépam, ces deux molécules affichent un faible pouvoir de bioaccumulation 

avec un LogKow respectif de 2,25 et de 2,24. Malgré le risque potentiel que peuvent présenter ces 

molécules pour l’environnement, cette catégorie de médicament reste peu étudiée avec une 

fréquence de citation estimée entre 4 % pour les molécules les plus étudiées comme la 

carbamazépine à 0,6 % pour des molécules comme le diazépam (en comparaison, certains 

perturbateurs endocriniens ont une fréquence de citation d’environ 30 % (Miège et al. 2008). Aux vu 

de ces résultats d’évaluation de risques et de la faible quantité de données disponibles sur cette 

classe de médicaments, il semble important aujourd’hui de réaliser beaucoup plus de travaux sur 

cette catégorie de résidus médicamenteux. Une étude menée par Besse et Garric (2008) a dressé une 

liste qui recommande d’inscrire 40 molécules, dont 5 psychotropes, dans la stratégie de priorisation. 

Pour toutes ces raisons, notre étude s’est focalisée sur 4 de ces 5 molécules psychotropes, la 

carbamazépine, l’oxazépam, la cyamémazine et la sertraline, représentant 4 classes thérapeutiques 

différentes, respectivement les antiépileptiques, les anxiolytiques, les neuroleptiques et les 

antidépresseurs. Cette étude a été menée sur deux organismes dulçaquicoles, Radix balthica et 

Schmidtea polychroa présents dans les cours d’eau français et européens et susceptibles d’être 

exposés de manière ponctuelle ou chronique à une ou plusieurs de ces molécules. 

II. Les médicaments psychotropes, intérêt, effets et cibles 
thérapeutiques 

L’augmentation des concentrations en médicaments dans les différents compartiments 

aquatiques au cours du temps peut être directement corrélée à une augmentation de la production, 

de la prescription et de la consommation de ces médicaments par la société. Comme nous avons pu 

le voir précédemment (Chapitre 1, I., b.), les molécules à cible neurologique sont de plus en plus 
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consommées au fil des années. Ces molécules sont aussi connues sous le terme ‘’psychotrope’’. 

Défini au cours des années 1960, il caractérise toutes les molécules possédant un tropisme 

psychologique susceptible de modifier l’activité mentale. Le groupe des psychotropes rassemble de 

nombreuses molécules possédant diverses activités.  

a. Les différentes classes thérapeutiques de psychotropes 
Les médicaments psychotropes sont utilisés en psychiatrie et en santé mentale (individus 

ayant subi un traumatisme ou en situation d’exclusion), pour traiter les maladies psychiques en 

complément de la psychothérapie et de l’accompagnement social. Un médicament psychotrope est 

un médicament qui agit sur des cibles neurobiologiques du cerveau afin de soigner les troubles ou les 

dysfonctionnements de l’activité psychique. L’activité psychique résulte d’une activité électrique et 

biochimique des neurones. Une partie de cette activité repose sur la production de 

neurotransmetteurs (NT) comme la dopamine, la sérotonine ou encore la noradrénaline. Lorsque ces 

NT sont produits en quantités anormalement importantes ou insuffisantes, ils peuvent entrainer des 

perturbations de la transmission synaptique pouvant parfois amener à une pathologie comme la 

schizophrénie, l’angoisse ou la dépression. L’utilisation des psychotropes vise alors à rétablir des 

quantités normales de NT au niveau des synapses afin de restaurer une transmission synaptique 

normale.  

Plusieurs classifications des psychotropes existent et reposent sur les propriétés 

pharmacologiques et thérapeutiques ou sur la dangerosité de ces derniers : classification de l’OMS 

(1971), classification du rapport Pelletier (1978), classification du Code de la Santé Publique (1990), 

classification du rapport Roques (1998)). D’autres se basent sur leurs effets : classification de Lewin 

(1924), classification de Delay et Deniker (1957), classification selon Pelicier et Thuillier (1991)). La 

classification de 1957 selon Delay et Deniker est à mon sens la plus pertinente pour catégoriser la 

diversité de molécules. La classification a été organisée selon quatre catégories d’effets : les 

psycholeptiques, les psychoanaleptiques, les normothymiques et les psychodysleptiques. Les 

psycholeptiques dont font parties la carbamazépine, l’oxazépam et la cyamémazine, regroupent les 

molécules diminuant l’activité mentale. Cette classe contient l’ensemble des hypnotiques, des 

neuroleptiques, des anxiolytiques et des anesthésiques. Les psychoanaleptiques dont fait partie la 

sertraline, sont des molécules ayant comme effet d’augmenter l’activité mentale. Cette classe 

contient l’ensemble des antidépresseurs, des psychostimulants et des éveillants. Les 

psychodysleptiques regroupent les molécules qui perturbent l’activité psychique ainsi que l’ensemble 

des molécules hallucinogènes et euphorisantes. Enfin, les normothymiques sont des molécules 

permettant de régulariser l’activité psychique et notamment l’humeur. Cette classe est composée 

des sels de lithium et du divalproate de sodium.  
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Les quatre molécules sélectionnées sont présentées dans les parties suivantes b., c., d. et e. 

Pour chaque médicament, la description sera organisée comme suit. En premier lieu, nous décrirons 

les effets thérapeutiques de la molécule ainsi que la cinétique de dégradation chez l’homme, puis 

nous aborderons les effets secondaires et enfin la toxicité déjà observée sur différentes cultures 

cellulaires ou encore sur mammifères. 

b. L’oxazépam 
i. Effet(s) thérapeutique(s) contre la ou les pathologie(s) ciblée(s) 

L’oxazépam est une molécule commercialisée sous plusieurs noms comme Seresta®, Anxiolit® 

ou encore Oxpam® et fabriquée par les laboratoires Biodim, Apotex, etc. Cette molécule est classée 

dans les anxiolytiques de la famille des psycholeptiques. D’un point de vue chimique, l’oxazépam fait 

partie de la classe des benzodiazépines. Les benzodiazépines sont des molécules utilisées pour traiter 

des pathologies telles que l’anxiété ou les crises convulsives, mais ils peuvent être aussi utilisés à des 

fins myorelaxantes.  

L’oxazépam (C15H11ClN2O2) se caractérise par un cycle benzénique fusionné à un cycle 

diazépine. On retrouve sur ces cycles 4 chaînes latérales conférant à chaque molécule une propriété 

(Figure 9). Ce médicament est issu de la dégradation du diazépam, du prazépam et du témazépam.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les benzodiazépines ciblent tous les neurones GABAergiques du système nerveux central. 

L’acide gamma-aminobutyrique (GABA) est un neurotransmetteur inhibiteur du système nerveux 

central. Le GABA est spécifiquement reconnu par deux types de récepteurs nommés GABAA et 

GABAB. Le récepteur GABAA est composé de 5 sous-unités glycoprotéiques de 450 à 550 acides 

aminés. organisées autour d’un canal chlorure central (R L Macdonald and Olsen 1994) (Figure 10). 

On trouve ces récepteurs majoritairement sur les neurones postsynaptiques du cortex cérébral, dans 

les noyaux thalamiques et sur la couche granulaire du cervelet.  

 

 

Figure 9 : Molécule d'oxazépam 
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Chaque sous-unité possède un domaine extracellulaire contenant un site de fixation pour le 

GABA. Le pore (canal chlorure) est constitué d’un domaine transmembranaire. L’ouverture de ce 

canal aux Cl- est médiée par la fixation de deux molécules de GABA. En dehors des sites de fixation du 

neurotransmetteur GABA, le récepteur GABAA possède une variété d’autres sites de fixation 

topographiquement distincts pour des molécules actives comme l’oxazépam qui vont moduler 

l’action du GABA (Möhler 2002). L’oxazépam agit en se fixant sur le site allostérique spécifique du 

récepteur GABAA. L’oxazépam est un agoniste de l’action du GABA. Il maintient le canal chlorure 

central ouvert ce qui conduit à une hyperpolarisation de la membrane des cellules neurologiques et 

diminue ainsi fortement la conduction nerveuse (Figure 11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11 : Mode d'action de l'oxazépam 

Figure 10 : Récepteur GABA de type A 
couplé à un canal chlorure 
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La demi-vie de l’oxazépam est d’environ 10 heures. Étant déjà un métabolite actif (Figure 12), 

l’oxazépam présente l’avantage de ne pas solliciter le centre hépatique qui ne produit pas de 

métabolites actifs dans l’organisme (Bader et al. 2000). Cependant, l’oxazepam subit une glucurono-

conjugaison par une Glucuronosyl transférase et produit du (R/S)-glucuronyl oxazépam (Court et al. 

2004; Mandrioli et al. 2010).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ii. Les effets secondaires du traitement 

Les effets secondaires de l’oxazépam sont pour la plupart ceux rencontrés avec les autres 

benzodiazépines. En cas de diminution rapide de la dose ou de l’arrêt du traitement, des douleurs 

abdominales, des crampes musculaires, des convulsions, une dépression, des insomnies, une 

transpiration excessive, des tremblements ou encore des vomissements peuvent apparaître 

(Mackinnon and Parker 1982; Bond and Lader 2012). Les effets secondaires les plus fréquents sont 

tout de même la somnolence et de grosses pertes de mémoire (Notice SERESTA®, Mackinnon and 

Parker 1982; Bond and Lader 2012). Comme effets secondaires rares ou possibles, on trouve des 

amnésies antérogrades, des ictus amnésiques, des vertiges, des céphalées, des difficultés de 

mémorisation, une excitation paradoxale, une diplopie (vision double), une augmentation de 

l’appétit, de l’euphorie, de la fatigue excessive, une désorientation, une obnubilation et une 

dépendance (Mackinnon and Parker 1982; Bond and Lader 2012). Les effets secondaires plus rares 

constatés sont le syndrome myasthénique, une dépression respiratoire ou encore des érythèmes 

pigmentés fixes (Notice SERESTA® ; (Mackinnon and Parker 1982; Bond and Lader 2012). 

iii. Toxicité de l’oxazépam 

- Pathologie et concentration létale de l’oxazépam 

Figure 12 : Métabolisation de l'oxazépam (Bader et al., 2000) 
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La toxicité aiguë sur vertébrés a été évaluée chez le rat (Rattus norvegicus) par administration 

orale et sous-cutanée. La DL50 (Dose Létale à 50 %) obtenue est de plus de 8 g/kg (Material Safety 

Data Sheet PNU-0029556, Pfizer). Chez la souris (Mus musculus), l’administration par voie orale 

montre une DL50 comprise entre 1,54 et 5 g/kg (Fox and Lahcen 1974) et une DL50 de plus de 

400 mg/kg pour une administration sous-cutanée (Material Safety Data Sheet PNU-0029556, Pfizer). 

Une administration orale du médicament chez le lapin montre une DL50 de 2 g/kg (Material Safety 

Data Sheet PNU-0029556, Pfizer).  

Une administration orale, répétée et à long terme de l’oxazépam à 25 mg/kg chez le rat ne 

montre pas d’effet sur les principaux organes tels que les reins, le foie ou encore l’appareil gastro-

intestinal (Material Safety Data Sheet PNU-0029556, Pfizer). Chez la souris, une administration orale 

de l’oxazépam à 25 mg/kg induit un effet toxique sur le système nerveux central (SNC) et le foie. Sur 

le chien, après administration orale de l’oxazépam, on constate une LOAEL (Lowest Observable 

Adverse Effect Level, Dose minimale induisant un effet) de 10,920 mg/kg/jour sur les organes du 

système endocrinien. Sur le rat on observe une LOAEL de 5,250 mg/kg/jour sur les organes du 

système endocrinien et sur la vessie (Material Safety Data Sheet PNU-0029556, Pfizer). Des études 

sur l’activité carcinogène de la molécule ont été menées sur le rat et la souris. On constate chez le rat 

des effets carcinogènes de l’oxazépam sur les reins avec une LOAEL de 25 mg/kg/jour (Material 

Safety Data Sheet PNU-0029556, Pfizer). L’étude sur la souris montre une LOAEL de 12 mg/kg/jour 

avec des effets carcinogènes sur le foie (Material Safety Data Sheet PNU-0029556, Pfizer). 

L’oxazépam administré à forte concentration peut amener à une toxicité de plusieurs organes vitaux 

chez les vertébrés qui pourrait perturber de nombreuses fonction telles que la détoxification, la 

conduction nerveuse ou encore la mobilité. 

- Expression génique et activité protéique 

Selon les travaux de Devreux et al., (1994), l’oxazépam apporté par l’alimentation à 2500 ppm, 

impacte les fonctions hépatiques chez les vertébrés, notamment chez la souris (ligné B6C3F1) en 

stimulant la peroxydation des lipides, l’activité de la Catalase et de la Glutathion peroxydase (Gpx) 

(Devereux et al. 1994). Les fonctions de détoxification sont  donc activées par l’oxazépam. Dans le 

même sens, l’étude de Lahousse et al. (2011), a montré que l’oxazépam pourrait induire la 

surexpression des gènes du cytochrome P450 sur les tumeurs de souris (cyp2a5, cyp2b10, cyp2c55…) 

(Lahousse et al. 2011). La surexpression des gènes du cytochrome pourrait aussi augmenter la 

production de ROS. Cette étude montre une inhibition du gène sirt1, inhibiteur de la β-caténine. 

Cette protéine intervient dans la signalisation cellulaire (voie Wnt), l’adhésion cellulaire ou encore en 

tant que facteur de transcription. Ainsi, la β-caténine intervient dans de nombreux processus 

fondamentaux de l’organisme et joue un rôle primordial au cours du développement embryonnaire 



 

30 

 Etat de l’art 

des vertébrés, notamment dans l’acquisition de l’axe dorsal antéro-postérieur. En inhibant sirt1, 

l’oxazépam impacte certaines étapes essentielles du développement embryonnaire, ainsi que des 

processus fondamentaux des organismes exposés. 

- Dommage à l’ADN de l’oxazépam 

L’étude d’Ibrulj et Duricić (2001) a permis d’évaluer l’effet de l’oxazépam sur une lignée de 

lymphocytes humains (Lymphocytes humains binucléés et bloqués par la cytocholasin-β) en évaluant 

la formation de micronoyaux (MN) par les cellules après 72 h d’exposition à l’oxazépam. Il en résulte 

que l’oxazépam induit la formation de MN pour toutes les concentrations testées (de 0,5 à 

50 mg/ml). Ces résultats mettent en avant un effet génotoxique de l’oxazépam. De plus, les travaux 

de Shane et al., (1999) montrent grâce au test des comètes (SCGE pour single cell gel 

electrophoresis) que l’oxazépam à 1mM induit des dommages à l’ADN sur myéloïdes humains 

leucémiques (K562) (Shane et al. 1999). Cette étude montre aussi que l’oxazépam pourrait avoir un 

effet mutagène en induisant des transversions de bases azotées puriques en bases azotées 

pyrimidiques (Guanine en Thymine et Guanine en Cytosine). 

c. La carbamazépine 
i. Effet(s) thérapeutique(s) contre la ou les pathologie(s) ciblée(s) 

La carbamazépine est une molécule commercialisée sous le nom de Tegretol®, Carsol® ou 

encore Timonil® et fabriquée par le laboratoire Novartis ou encore le laboratoire Viollier. Cette 

molécule fait partie des antiépileptiques de la famille des psycholeptiques. D’un point de vue 

chimique, la carbamazépine a une structure proche de celles des phénothiazines. L’épilepsie est l’une 

des pathologies neurologiques les plus fréquentes dans le monde avec une prévalence de 0,5% de la 

population. Cette maladie résulte d’une hyperexcitabilité neuronale conduisant à des décharges 

anormales de potentiel d’action de tout ou une partie des neurones du cerveau pouvant provoquer 

des crises convulsives. On distingue deux grands types de crises, les crises dites partielles qui ne 

concernent qu’un groupe de neurones conduisant à des manifestations épileptiques focales 

(altération ou non de l’état de conscience) et les crises dites généralisées qui concernent l’ensemble 

des neurones du cerveau amenant à une perte de l’état de conscience courte ou prolongée avec une 

activité convulsive. Cette hyperexcitabilité s’explique par l’instabilité ionique de la membrane 

cellulaire. 

 

 

 

 

 

Figure 13 : Molécule de carbamazépine 
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La carbamazépine (C15H12N2O) (Figure 13) se caractérise par un noyau tricyclique composé de 

deux cycles benzéniques couplés par un atome d’azote et une chaîne latérale (CONH2) liée par 

l’atome d’azote du noyau central. 

Les médicaments antiépileptiques interviennent selon trois actions principales que sont : la 

modulation des canaux cationiques, l’augmentation de l’inhibition médiée par l’acide gamma-

aminobutyrique (GABA) et la diminution de l’action du glutamate. Pour éviter la tendance à la 

dépolarisation cellulaire observée chez les patients atteints d’épilepsie, on renforce la polarisation 

cellulaire soit en inhibant l’entrée de sodium, soit en favorisant l’entrée de chlorure. La 

carbamazépine a pour action principale de bloquer les canaux sodium voltage dépendant pré- et 

post-synaptiques. Ces canaux sont présents dans l’ensemble du système nerveux central et leur 

structure est détaillée en Figure 14.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’ouverture des canaux sodium voltage dépendant provoque une entrée massive d’ions Na+ 

qui crée un potentiel d’action (PA) le long de la membrane du neurone. La carbamazépine, inhibe 

l’ouverture des canaux sodiums voltage dépendants ne déclencheront pas de PA le long de la 

membrane des neurones (Figure 15). De ce fait, le potentiel d’action est maîtrisé par une 

augmentation du seuil d’excitabilité.  

D’un point de vue pharmacocinétique, la carbamazépine est efficace à une concentration 

plasmatique comprise entre 4 et 8 mg/L et sa demi-vie est comprise entre 13 et 17 heures. Après 

administration, la biodisponibilité de la carbamazépine est très élevée. Après son absorption 

intestinale, la carbamazépine est prise en charge par le centre hépatique où elle est métabolisée par 

les enzymes du cytochrome P450 (CYP), notamment par le CYP3A4, le CYP2D et le CYP2C8. La 

carbamazépine est tout d’abord métabolisée en 10,11-époxycarbamazépine puis en 10,11-

dihydroxycarbamazépine inactives (Figure 16) (Attia 2010). Les produits de la métabolisation sont 

ensuite excrétés dans les urines. 

 

Figure 14 : Schéma d'un canal sodium voltage dépendant 
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ii. Les effets secondaires du traitement 

De nombreux effets secondaires sont signalés lors d’un traitement à la carbamazépine. Le 

patient peut montrer des signes d’agitation, de confusion, de vertiges, de diplopie, de maux de tête, 

de troubles de l’équilibre, de somnolence ou encore de fatigue (Notice Carbamazépine Sandoz® ; 

Schweizer et al. 1991). La carbamazépine peut déclencher des troubles de la digestion comme des 

nausées, des vomissements, une augmentation des enzymes du foie, des diarrhées ou encore des 

constipations (Notice Carbamazépine Sandoz®). La carbamazépine peut affecter les défenses 

Figure 15 : Mode d'action de la carbamazépine chez les vertébrés 

Figure 16 : Les étapes de la métabolisation de la carbamazépine 
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immunitaires avec une diminution des leucocytes, une diminution du nombre de plaquettes ou une 

augmentation du nombre d’éosinophiles et provoquer ainsi des réactions allergiques sévères par le 

mécanisme d’hypersensibilité (Syndrome DRESS (Drug Rash with Eosinophilia and Systemic 

Symptoms), syndrome de Lyell ou encore le syndrome de Stevens-Johnson, qui se manifeste par des 

éruptions cutanées, dermatite exfoliatrice ou encore une érythrodermie (Queyrel et al. 2001; 

McCormack et al. 2011). Plus rarement, on peut observer des effets secondaires tels que des cas 

d’œdème de Quincke, de ralentissement du rythme cardiaque, d’insuffisance rénale, de perte de 

cheveux ou encore de diminution des cellules sanguines (Notice Carbamazépine Sandoz® ; Schweizer 

et al. 1991).  

iii. Evaluation de la toxicité 

- Pathologie et concentration létale de la carbamazépine 

Les données disponibles sur la toxicité de la carbamazépine montrent une LDLO (Dose 

minimale du composé ayant entraîné la mort de l’animal exposé, de l’anglais Lethal Dose Low) de 

54 mg/kg pour l’homme et 1920 mg/kg chez la femme après administration orale (Material safety 

data sheet, c4024, Sigma-Aldrich ; Safety data sheet, 15422, Cayman Chemical Company). Chez le rat, 

on constate une DL50 de 1957 mg/kg avec une administration orale, plus de 1500 mg/kg lors d’une 

administration sous-cutanée et 158 mg/kg après administration intrapéritonéale (Material safety 

data sheet, c4024, Sigma-Aldrich ; Safety data sheet, 15422, Cayman Chemical Company). Chez la 

souris, l’administration orale du composé provoque la mort de 50% des animaux testés à 526 mg/kg 

(DL50), par administration sous-cutanée la DL50 se situe à plus de 1 g/kg et par voie intrapéritonéale la 

DL50 est de 114 mg/kg (Material safety data sheet, c4024, Sigma-Aldrich ; Safety data sheet, 15422, 

Cayman Chemical Company). De plus, la toxicité de la carbamazépine a été testée sur le chien, le 

lapin et le cochon d’Inde et montre des DL50 respectives de 5620, 2680 et 920 mg/kg (Material safety 

data sheet, c4024, Sigma-Aldrich ; Safety data sheet, 15422, Cayman Chemical Company). 

- Cytotoxicité de la carbamazépine 

L’étude de Murabe et al., (2007) montre que la carbamazépine a un effet cytotoxique sur 

cellules souches embryonnaires et sur fibroblastes (NIH-3T3) avec des IC50 respectifs de 0,24 et 

0,31 mM. La cytoxicité de la carbamazépine a aussi été testée par Mannerström et al. (2006), sur des 

lignées de cellules hépatiques primaires de souris, sur des cellules humaines d’hépatoblastome (Hep-

G2), de neuroblastomes (SH-SY5Y) et d’astrocytomes (U-373 MG). Il en résulte que la carbamazépine 

impacte significativement la viabilité cellulaire des lignés SH-SY5Y à 420 µM ainsi que des 

hépatocytes primaires de souris de 42 à 420 µM, mais elle n’impacte pas les cellules U-373 MG, ni les 

cellules Hep-G2. 

- Expression génique et activité protéique 



 

34 

 Etat de l’art 

La carbamazépine a un effet cytotoxique sur des cellules souches embryonnaires de souris 

selon l’étude de Murabe et al. (2007). En effet, la carbamazépine impacte de nombreux marqueurs 

de différenciation cellulaire. La carbamazépine induit la surexpression des gènes sox2 et oct4 sur les 

cellules souches embryonnaires de souris. Ces deux gènes sont impliqués dans le processus de 

renouvellement de cellules germinales et de cellules souches embryonnaires. Ces résultats suggèrent 

donc un impact de l’oxazépam sur les fonctions reproductrices et développementales. Sur des 

lignées de cellules souches embryonnaires (ES, Embryonary souche) endodermiques, la 

carbamazépine induit la surexpression du facteur de transcription GATA6 (marqueur de 

détermination précoce de l’endoderme) et inhibe l’expression de deux marqueurs tardifs de 

détermination des cellules endodermiques de manière concentration dépendante, les gènes TTR et 

HNF1 (Murabe et al. 2007). Sur des lignées d’ES mésodermiques, le gène Bmp4 (un marqueur 

précoce de détermination), est surexprimé de manière dose dépendante. La carbamazépine induit 

également une faible surexpression d’un marqueur précoce de différenciation des cellules 

mésodermique en cardiomyocytes, Nkx2.5, mais inhibe le marqueur tardif de différenciation en 

cellules cardiaques ANF de manière concentration dépendante. De ce fait, la carbamazépine diminue 

le taux de différentiation. La carbamazépine potentialise les étapes initiales de la différentiation des 

cellules mésodermiques en différents précurseurs, mais inhibe les étapes de différentiations tardives. 

L’étude de Theunissen et al. (2012) décrit l’impact de la carbamazépine sur l’expression globale des 

gènes sur cellules souches embryonnaires murines à l’aide d’une puce Affymetrix (Mouse Genome 

430 2.0 arrays). Les principales fonctions perturbées après une exposition à la carbamazépine sont la 

transcription, la méthylation, la phosphorylation, le développement neural et l’angiogenèse. Une 

autre étude réalisée sur souris dont les deux allèles du gène UGT1 (UDP-Glucuronosyltransférase 1) 

ont été remplacés par son homologue chez l’homme, le gène hUGT1 (human UDP-

Glucuronosyltransférase 1) (Hirashima et al. 2016). Il résulte de cette étude que la carbamazépine 

induit une surexpression du gène UGT1A1 (200 fois plus) et que l’activité de la protéine UGT1A1 est 

doublée par la carbamazépine. Ces observations traduisent une probable glucurono-conjugaison de 

la carbamazépine par les enzymes de la souris au cours du processus de détoxification. D’autre part, 

cette étude montre aussi une inhibition significative des gènes codants la Synapsin I et la 

Synaptophysine dans l’hippocampe, marqueurs de la densité synaptique. Ces résultats suggèrent un 

impact de la carbamazépine sur la synaptogenèse et donc sur toutes les fonctions nécessitant une 

conduction nerveuse. 
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d. La cyamémazine 
i. Effet(s) thérapeutique(s) contre la ou les pathologie(s) ciblée(s) 

Le comprimé formulé de la cyamémazine est commercialisé sous le nom de Tercian®, et 

fabriqué par le laboratoire Sanofi Aventis. Cette molécule fait partie des neuroleptiques de la famille 

des psycholeptiques et de la classe chimique des phénothiazines. Les neuroleptiques sont des 

molécules initialement prévues pour traiter la schizophrénie. Plusieurs études ont tenté de 

démontrer l’origine de la schizophrénie et ont émis comme hypothèse principale un déséquilibre du 

système dopaminergique (Meltzer and Stahl 1976; Haracz 1982; Meltzer 1987; Laruelle et al. 1996). 

Plusieurs études montrent aussi que l’efficacité des neuroleptiques contre la schizophrénie est lié à la 

réduction de l’activité des neurones dopaminergiques (Carlsson and Lindqvist 1963; Seeman et al. 

1976). L’action antagoniste des neuroleptiques s’exerce sur 4 voies dopaminergiques, les voies 

mésolimbiques, mésocorticales, nigrostriées, et tubéro-infundibulaires (Franck and Thibaut 2005). 

Ces molécules ciblent plusieurs pathologies, elles peuvent avoir une activité anti-hallucinatoire 

(diminution des hallucinations auditives, visuelles ou sensitives), antidélirante, sédative (diminution 

de l’angoisse, de l’agitation ou encore de l’agressivité) et désinhibitrice (amélioration du contact du 

patient avec la réalité) (‘’Les médicaments psychotropes’’, Réseau PIC, 2014).  

La cyamémazine (C19H21N3S) se caractérise par un noyau tricyclique composé de deux cycles 

benzéniques couplés par des atomes d’azote et de souffre et une chaîne latérale (C6H14N) liée par 

l’atome d’azote du noyau central. La nature de cette chaîne détermine la sous-classe de la molécule 

(Figure 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les neuroleptiques sont des antagonistes de la Dopamine mais peuvent aussi avoir une action 

sur d’autres neurotransmetteurs. Les récepteurs à la dopamine sont des récepteurs couplés aux 

protéines G (RCPG) constituées de 7 domaines transmembranaires et ayant l’adénosine 

monophosphate cyclique (AMPc) comme messager secondaire (Figure 18). Il existe deux grands 

types de récepteurs à la dopamine, les récepteurs D1 qui regroupent les récepteurs D1 et D5 et les 

récepteurs D2 qui regroupent les récepteurs D2, D3 et D4. La classe de récepteurs D1 aboutit à la 

Figure 17 : Formule de la cyamémazine 
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formation d’AMPc (Adénosine MonoPosphate cyclique) qui active la Protéine Kinase A (PKA AMPc 

dépendante) qui va faire sortir les ions K+ et entrer les ions Na+ puis provoquer la formation d’un 

Potentiel d’Action (PA). Les récepteurs de la classe D2 sont couplés à l’adénylate cyclase et 

aboutissent à l’inhibition de la production d’AMPc et donc à l’inactivation de la PKA qui inhibera la 

formation d’un potentiel d’action (Figure 18). Les récepteurs D1 sont présents dans tout le cerveau 

sur la partie postsynaptique des neurones. Les récepteurs D2 eux sont présents sur le corps cellulaire 

du neurone avec une fonction d’autorécepteur (autorécepteur somatodendritique), sur les régions 

présynaptiques (autorécepteur présynaptique) et sur les régions postsynaptiques. C’est sur les 

récepteurs D2 que se fixent les neuroleptiques.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les neuroleptiques comme la cyamémazine vont inhiber les récepteurs D2 et donc inhiber 

l’activité des neurones dopaminergiques, ainsi que la synthèse et la libération de la Dopamine. De 

plus la stimulation des autorécepteurs va aussi diminuer l’activité dopaminergique et donc l’activité 

cérébrale (Figure 19).  

Le délai d’absorption des phénothiazines est variable d’un individu à un autre, se situe entre 

30 et 90 minutes après la prise par voie orale et présente une biodisponibilité de 60 à 70%. La demi-

vie des phénothiazines se situe entre 15 et 80 heures (Franck and Thibaut 2005). La métabolisation 

de ces molécules se fait majoritairement dans le centre hépatique à l’aide des différentes enzymes 

qui composent le cytochrome P450 comme CYP 1A2, CYP 3A4 et surtout CYP 2D6 (Arbus et al. 2007). 

Les métabolites peuvent être soit conjugués (glucuronide ou sulfate) puis excrétés, soit directement 

excrétés dans les urines (Arbus et al. 2007). 

 

 

 

 

 

Figure 18 : Les deux types de récepteurs à la dopamine 
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ii. Les effets secondaires du traitement 

Les neuroleptiques présentent une affinité pour les récepteurs à l’Acétylcholine qui est à 

l’origine de plusieurs effets secondaires tels qu’une sécheresse de la bouche, une constipation, des 

troubles de l’accommodation, une rétention urinaire ou encore des troubles de l’attention voir une 

sédation. Les neuroleptiques ont aussi une affinité pour les récepteurs α-1-adrénergiques et 

histaminergique, à l’origine d’effets secondaires comme une chute de la tension artérielle, une 

sédation, une perte de vigilance et une prise de poids. 

iii. Toxicité de la cyamémazine 

- Pathologie et concentration létale de la cyamémazine 

Peu de données concernant la létalité liée à la cyamémazine sont disponibles. On peut trouver 

une DL50 de 300 mg/kg lors d’une administration orale chez la souris, de 3200 mg/kg chez le lapin et 

de 980 mg/kg chez le rat (Material safety data sheet, cyamemazine, Clearsynth).  

- Cytotoxicité de la cyamémazine 

Figure 19 : Mode d'action de la cyamémazine 
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La cyamémazine induit un effet cytotoxique sur des cultures de fibroblastes et de 

kératinocytes avec une DL50 respective de 80,8 µg/L (0,25 µM) et 160 µg/L (0,5 µM) selon les travaux 

de Morlière et al. (2004). Les molécules de la classe des phénothiazines peuvent induire la mort 

cellulaire sur une lignée de cellules hépatiques de rat (HTC cells line) selon de Faira et al., (2015). De 

plus, une étude met en avant une altération des mitochondries de cellules de foie de rat par les 

phénothiazines, pouvant partiellement expliquer la cytotoxicité sur cellules hépatiques. Les travaux 

de Crumb et al. (2006) ont montré un impact de la cyamémazine sur des cellules rénales d’embryons 

humains (HEC 293) transfectées par le gène hERG. Ce gène code pour un transporteur aux ions K+ 

contribuant à l’activité électrique du cœur en coordonnant les battements cardiaques. La 

cyamémazine diminue significativement le flux d’ions calcium à 323 µg/L (1 µM), mais n’a pas 

d’impact sur les autres flux ioniques (K+, Na+, Cl-,..). Cette même étude a montré une inhibition du 

rythme cardiaque du cochon d’Inde (Cavia porcellus) par la cyamémazine à 5 et 20 mg/Kg. La 

posologie habituelle chez l’Homme est comprise entre 25 et 100 mg/jour. On constate donc que la 

cyamémazine peut avoir un effet cytotoxique, mais aussi inhibiteur du battement cardiaque chez les 

vertébrés selon une posologie équivalente.  

- Expression génique et activité protéique 

L’étude de Cruz et al., (2010), a montré que les phénothiazines sont capables de perturber le 

contrôle du cycle cellulaire en induisant l’expression des gènes p21, Waf1 et Cip1 sur cellules 

tumorales (U-87 MG) de cerveau de rat. La chlorpromazine utilisée dans cette étude pourrait induire 

la mort cellulaire, notamment en inhibant la voie de signalisation Akt/mTor, impliquée dans 

l’inhibition de l’apoptose (Cruz et al. 2010). Il est donc supposé que l’effet toxique sur les cellules 

cancéreuses est dû à une inhibition de la voie de signalisation inhibitrice de l’apoptose (Akt/mTor). 

Les phénothiazines telles que trifluoperazine (TFP) peuvent inhiber l’activité de certaines 

Serine/thréonine kinases qui sont souvent impliquées dans les cascades des voies de signalisation. La 

perturbation des voies de signalisation pourrait à terme perturber l’ensemble des processus 

cellulaires d’un organisme et donc perturber ses constantes vitales. Une autre étude portant sur la 

thioridazine montre une inhibition du gène codant pour la protéine signal P13K, mais aussi de 

l’expression des gènes de la voie de signalisation cellulaire Akt, comme l’a montré l’étude de Cruz et 

al., (2010) (Rho et al. 2011). La thioridazine inhibe aussi l’expression des gènes codant pour des 

protéines intervenants dans la régulation du cycle cellulaire comme la cycline D1 et la CDK4 (Rho et 

al. 2011). Cette molécule induit aussi l’expression des gènes codant pour les protéines P21, P26 et P-

CDC25A. Il en résulte donc un blocage du cycle cellulaire au stade G0/G1 des cellules exposées à la 

thioridazine. De plus, en inhibant les protéines de la voie de signalisation cellulaire Akt (inhibant 

l’apoptose cellulaire), elle diminue la viabilité cellulaire et induit donc l’apoptose. Il est donc souvent 
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décrit que les phénothiazines impactent certaines étapes du cycle cellulaire et notamment 

l’apoptose, ceci se traduisant par de nombreux effets cytotoxiques. De plus, les phénothiazines 

semblent aussi modifier certains courants ioniques comme celui du calcium, impactant alors de 

nombreux processus physiologiques tels que les battements cardiaques. 

- Dommage à l’ADN de la cyamémazine 

Les travaux d’Eriksson et al., (2001) montrent que la cyamémazine a un effet potentialisateur 

avec la bléomicyne en augmentant le nombre de cassures à l’ADN et en diminuant l’activité 

réparatrice des cassures simples brins de l’ADN (Eriksson et al. 2001) en inhibant la voie de régulation 

de réparation de l’ADN (Calmodulin-regulated DNA repair pathway) (Chafouleas et al. 1984).  

e. La sertraline 
i. Effet(s) thérapeutique(s) contre la ou les pathologie(s) ciblée(s) 

La sertraline est une molécule commercialisée sous plusieurs noms comme Zoloft®, Sertralin®, 

Lustral® ou encore Asentra® et fabriquée par plusieurs laboratoires comme Pfizer ou encore Mylan. 

Cette molécule fait partie des antidépresseurs de la famille des psychoanaleptiques. D’un point de 

vue chimique, la sertraline appartient à la classe chimique des inhibiteurs sélectifs de la recapture de 

la Sérotonine (5-hydroxytryptamine ou 5-HT) (ISRS). On distingue plusieurs classes d’antidépresseurs 

telles que les inhibiteurs de la monoamine-oxydase (IMAO), les antidépresseurs tricycliques (ATC), les 

inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine (ISRS), les inhibiteurs de la recapture de la 

sérotonine-noradrénaline (IRSNa), les antidépresseurs noradrénergiques et sérotoninergiques et les 

antidépresseurs tétracycliques. La sertraline (C17H17Cl2N) est une molécule composée de trois cycles 

benzéniques. On retrouve sur ces cycles 2 atomes de chlore et une chaîne latérale (CH3-NH) (Figure 

20).  

 

 

 

 

 

 

La sertraline est un antidépresseur principalement prescrit pour soigner les troubles dépressifs 

majeurs, l’anxiété, les troubles obsessionnels compulsifs (TOC), les douleurs neuropathiques 

réfractaires, les troubles panique et la phobie sociale. La sertraline agit sur les neurones 

sérotoninergiques en inhibant la recapture de la sérotonine par le neurone présynaptique. La 

sertraline se fixe spécifiquement sur les transporteurs de hautes affinités SERT. Le transporteur SERT 

possède douze segments transmembranaires, chacun constitué de 25 acides aminés hydrophobes et 

Figure 20 : Molécule de sertraline 
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d'une grande boucle extracellulaire. Le transport de la 5-HT s’accompagne de la fixation et de 

l’entrée d’un ion Cl- qui facilite la fixation de la 5-HT et de Na+ qui permet la translocation de la 5-HT 

fixée sur SERT (Chang and Lam 1998; Rudnick 2006). Ce processus est complété par une translocation 

d’un ion K+ intracellulaire vers le compartiment extracellulaire où il se dissocie du transporteur. Ce 

co-transport Na+/K+ fait intervenir une pompe Na+/K+ ATPase. Lorsque la sertraline bloque ce 

transport, la quantité de sérotonine augmente dans la synapse et rétablit un potentiel d’action 

(Figure 21). Cependant, une activité de recapture résiduelle de la 5-HT est maintenue par les 

transporteurs de faibles affinités situés sur les neurones voisins qui limite ainsi l’action de la molécule 

(Noradrénaline Transporteur (NAT), Dopamine Transporteur (DAT), Organic Cation Transporteur 

(OCT) ou Plasma Membrane Transporteur (PMAT)) ou sur les cellules gliales (OCT et transporteur 

‘’uptake 2’’) (Schroeter et al. 2000; Miner et al. 2000; Miner et al. 2003; Daws et al. 2006; Fuxe et al. 

2007). Cette recapture limite ainsi l’action du médicament. 

La concentration plasmatique maximale de la sertraline est atteinte entre 4,5 et 8,4 heures. La 

sertraline est majoritairement métabolisée dans le centre hépatique, notamment via le CYP3A4, le 

CYP2C19, le CYP2C9, le CYP2D6 et le CYP2B6 en N-desméthylsertraline et/ou en Sertraline Kétone. La 

sertraline peut être aussi directement conjuguée en sertraline N-carbamoyl glucuronide par une 

Glucuronyltransférase (Figure 22) (Obach et al. 2005). Ces métabolites sont ensuite excrétés 

majoritairement par les urines. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21 : Mode d'action de la sertraline 
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ii. Les effets secondaires du traitement 

Le traitement à la sertraline peut provoquer des somnolences, insomnies, étourdissements, 

nervosités, fatigues, maux de tête, convulsion, cauchemars, confusion, hallucination, euphorie, 

bâillements, contractions musculaires involontaires. Il peut aussi engendrer une modification de la 

tonicité musculaire et de la régulation des mouvements involontaires et automatiques 

(tremblement, dyskinésie, hyperkinésie, hypertonie, hypotonie), une augmentation de l'appétit, des 

nausées, vomissements, diarrhées, constipation et sécheresse de la bouche. D’autres effets 

secondaires comme des démangeaisons, éruptions cutanées, crises d’urticaires, œdèmes de Quincke 

ou des réactions anaphylactiques peuvent êtres provoqués par la sertraline. On peut aussi observer 

une perte ou prise de poids, parfois importante, l’accélération du rythme cardiaque, des rares cas 

d’élévation ou diminution de la tension artérielle, un trouble de la vue, un trouble auditif, 

vestibulaire ou encore des acouphènes. Des troubles sexuels comme la diminution de la libido et des 

troubles de l'orgasme, des troubles de l'érection et de l'éjaculation peuvent faire partie des effets 

secondaires du médicament. De rares cas d'ecchymoses, d'hémorragies gynécologiques, de 

saignement gastro-intestinaux ou autres saignements cutanéo-muqueux ont été signalés. 

De plus, cette molécule a été incriminée dans plusieurs pays dans des cas de crimes, souvent 

commis sur des proches, par des patients sous sertraline, non connus pour leur violence. La prise de 

sertraline est statistiquement associée à une multiplication par plus de 6 des actes de violence.  

 

Figure 22 : Métabolisme de la sertraline 
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iii. Toxicité de la sertraline 

- Pathologie et concentration létale de la sertraline 

La sertraline présente une toxicité aiguë chez la souris avec une DL50 comprise entre 419 et 548 

mg/kg (administration orale) et une DL50 chez le rat comprise entre 1327 et 1591 mg/kg 

(administration orale) (Material safety data sheet, Sertraline hydrochloride, Pfizer). La sertraline 

présente des effets sur le rat et le chien avec une LOAEL de 80 mg/kg/jour lors une exposition à long 

terme (3 mois) impactant principalement le foie (Material safety data sheet, Sertraline 

hydrochloride, Pfizer). Par voie orale, cette molécule présente aussi un impact sur le développement 

postnatal du rat par prise orale avec une LOAEL de 20 mg/kg/jour, sur la fertilité avec une LOAEL de 

80 mg/kg/jour, mais pas d’effet tératogène (NAOEL = 80 mg/kg/jour) (Material safety data sheet, 

Sertraline hydrochloride, Pfizer). Cette molécule n’a pas montré d’effet carcinogène sur le rat (NOAEL 

= 40 mg/kg/jour), cependant un tel effet est observé chez la souris pour une LOAEL de 40 

mg/kg/jour, avec des tumeurs bégnines dans le foie et les poumons (Material safety data sheet, 

Sertraline hydrochloride, Pfizer). 

- Cytotoxicité de la sertraline 

L’étude de Yeh et al. (2015) a montré que la sertraline est cytotoxique pour des cellules de 

l’épithélium cornéen de lapin (SIRC cells), de manière concentration dépendante. L’étude de Minguez 

et al. (2014) démontre que la sertraline cause des dommages aux membranes cellulaires via les tests 

MTT et LMS (CE50 respectives de 4,40 et 0,74 mg/L). La sertraline comparée à 7 autres ISRS apparaît 

comme la plus cytotoxique de cette étude. Une étude de cytotoxicité de la sertraline a été menée sur 

des lignées cellulaires de gonade de truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss) (RTG-2) et de Fundulus 

notatus (PLHC-1) par l’équipe de Minagh et al. (2008, 2009). Après 96 h d’exposition à la sertraline, la 

concentration efficace à 50 % (CE50) pour la lignée RTG-2 est de 4,0 mg/L et pour la lignée PLHC-1, la 

CE50 est de 3,7 mg/L). Ces résultats suggèrent qu’une bioaccumulation de la sertraline dans le plasma 

de ces poissons au-delà de 4,0 mg/L, pourrait perturber le développement et le fonctionnement des 

gonades et donc la reproduction.  

- Expression génique et activité protéique 

L’étude d’Uno et al., (2016) montre que la sertraline inhibe la contraction des muscles lisses de 

vessie de cochon d’Inde induite par l’Acétylcholine (Uno et al. 2016). L’étude de Yeh et al. (2015) 

montre aussi que la sertraline bloque l’entrée de Ca2+ par l’inhibition des canaux Ca2+ voltage 

dépendant de type L (Long-Lasting) de myocytes. L’étude de Baharav et al. (2012) montre que la 

sertraline a un effet immunomodulateur sur splénocytes (leucocyte indifférencié) de rat en inhibant 

la sécrétion de TNF-α. Une administration orale de la sertraline chez le rat provoque une inhibition 

de l’expression du gène cox-2 codant pour une enzyme, la cyclo-oxygénase 2, dont la fonction est 
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centrale dans le processus de synthèse de prostaglandines. Cela montre donc que la sertraline peut 

avoir un rôle immunomodulateur chez le rat (Baharav et al. 2012). 

III. La toxicité environnementale des médicaments 
psychotropes 

À ce jour, il n’existe pas de méthode ou de protocole exclusif permettant d’évaluer la qualité 

de l’environnement. Ainsi, il est nécessaire d’associer plusieurs approches afin d’évaluer de façon 

précise l’état d’un écosystème. Comme le propose le schéma adapté d’Amiard (1994) présenté sur la 

figure 23, c’est la mesure du maximum de paramètres biologiques et physico-chimiques qui permet 

d’obtenir une évaluation de l’état de l’environnement. L’évaluation de la toxicité de molécules dans 

l’environnement peut donc se faire à différents niveaux : au niveau des communautés en utilisant 

des indices de diversité tels que l’indice de Shannon se basant sur la richesse spécifique et sur 

l’abondance au sein de chaque espèce, l’IBGN, l’indice diatomées, l’indice poissons… Ces indices 

(IBGN, diatomées, poissons) sont basés sur la présence ou l’absence d’espèces bioindicatrices et tient 

donc compte de la sensibilité des espèces vis-à-vis des polluants. Au niveau individuel, c’est 

l’utilisation de biomarqueurs qui peut renseigner sur la pénétration d’un xénobiotique dans un 

organisme et de ses effets.  

A côté des biomarqueurs, la toxicité sur organismes peut s’évaluer en utilisant des biotests 

normalisés.  

L’utilisation d’une batterie de bioessais permet d’obtenir une information diversifiée de l’impact d’un 

contaminant sur l’environnement. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figure 23 : Schéma des différents types de paramètres mesurables à différents niveaux d'organisation biologique. (D'aprés Amiard, 
1994) 
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a. Toxicité environnementale des 4 psychotropes d’intérêts 
Les données bibliographiques varient énormément d’une molécule à l’autre. Ainsi, pour la 

carbamazépine, de très nombreuses références permettent de renseigner sa toxicité, tandis que 

pour des molécules consommées localement comme la cyamémazine, uniquement consommée en 

Europe, très peu d’études permettent d’appréhender sa toxicité. En effet, on peut recenser environ 

15 700 références pubmed relatives à la carbamazépine, 4 300 relatives à la sertraline, 1 800 

relatives à l’oxazépam et seulement 80 citant la cyamémazine. On constate donc qu’il est plus aisé de 

trouver des informations relatives à l’occurrence ou encore à la toxicité de la carbamazépine que 

d’en trouver pour la cyamémazine. 

i. L’oxazépam 

- La bioaccumulation de la carbamazépine 

Une étude de Gust et al. (2014) démontre la capacité de bioaccumulation de l’oxazépam par 

un mollusque d’eau douce, le Potamopyrgus antipodarum. Exposé 42 jours à l’oxazépam, Gust et al. 

ont retrouvé 2,6 µg d’oxazépam par gramme de poids frais. En ce sens, l’équipe de Huerta et al. 

(2016) a étudié la bioconcentration de l’oxazépam dans différents compartiments du poisson 

Pimephales promelas (P. promelas) exposés à différentes concentrations d’oxazépam. Il résulte de 

cette étude que les facteurs de bioconcentration les plus forts sont obtenus par l’exposition de ce 

poisson à la plus faible concentration de l’étude, 0,8 µg/L. Chez la perche commune, Perca fluviatilis, 

c’est dans le foie que la bioconcentration de l’oxazépam est la plus importante avec un facteur de 20 

pour une exposition à 0,8 µg/L (Brodin et al. 2013). 

- Effets de la carbamazépine sur le comportement des organismes 

L’étude de Brodin et al. (2013) montre un impact négatif de l’oxazépam sur l’alimentation et le 

comportement du poisson Perca fluviatilis (Brodin et al. 2013). L’étude de Chiffre et al. (2016) 

montre une stimulation de la vitesse de déplacement du poisson medaka par l’oxazépam à 10 mg/L 

et une inhibition de la vitesse de déplacement à 10 et 100 µg/L. Cette même étude propose une CL50 

supérieure à 10 mg/L et une LOEC à 10 µg/L (Chiffre et al. 2016). D’autre part, l’étude de Chiffre et al. 

(2016) montre aussi une inhibition de la distance parcourue des larves de poissons médaka exposées 

à 10 mg/L d’oxazépam. Cependant, à 10 et 100 µg/L, l’oxazépam entraîne une hausse de la distance 

parcourue. Une étude contradictoire de Brodin et al. (2013) montre que l’exposition de la perche 

commune (Perca fluviatilis) à de faibles concentrations d’oxazépam (1,8 µg/L), augmente son 

activité, mais sa sociabilité, très développée chez cette espèce, est diminuée. Cependant, cette 

même étude montre que l’exposition de P. fluviatilis à une solution d’oxazépam à 910 µg/L 

augmente l’activité du poisson, sa sociabilité et le rend plus audacieux. Par ailleurs, cette étude 

montre que les fortes ou faibles concentrations d’oxazépam abaissent la vitesse de prise alimentaire. 
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Le poisson exposé à l’oxazépam met plus de temps que le poisson témoin pour manger la même 

quantité de nourriture. De plus, cette étude montre une inhibition significative du déplacement pour 

une exposition à 4,7 µg/L d’oxazépam.  

- Effets de l’oxazépam sur le système nerveux 

Les travaux de Gagné et al. (2010) ont étudié les modes d’action du diazépam (benzodiazépine 

très proche structurellement de l’oxazépam), sur une moule d’eau douce, Elliptio complanata. Il en 

résulte que le diazépam diminue les taux de sérotonine dans l’organisme, induit une augmentation 

du taux de glutamate, mais n’a aucun effet sur le système dopaminergique et sur l’activité de 

l’acétylcholinestérase. Cependant, le diazépam induit une augmentation de l’activité de la dopamine 

adénylate-cyclase et des concentrations en glutamate.  

ii. La carbamazépine 

La toxicité de la carbamazépine a été évaluée au travers de multiples études sur de nombreux 

organismes modèles et non-modèles. 

- La bioaccumulation de la carbamazépine 

 Les travaux de Gust et al. (2014) ont montré une bioaccumulation de la carbamazépine dans 

les tissus du mollusque Potamopyrgus antipodarum à hauteur de 1,1 ng/g de poids frais. L’étude de 

Vernouillet et al. (2010) a mis en évidence une bioaccumulation de la carbamazépine différente en 

fonction des organismes étudiés. C’est ainsi que l’algue verte P. subcapitata présente un facteur de 

bioaccumulation de 12,6 alors qu’il est de 2,2 pour le crustacé d’eau douce T. platyurus et qu’il est 

nul pour l’hydre Hydra attenuata (Vernouillet et al. 2010). Ces résultats suggèrent que la 

carbamazépine peut être bioaccumulée par les organismes qui y sont exposés, mais quels seront les 

effets de cette bioaccumulation sur les organismes ? 

- Effets létaux de la carbamazépine 

Les études de Im Park et al. (2005) et de Thacker et al. (2005) ont évalué l’impact de la 

carbamazépine sur Daphnia magna et obtiennent une CL50 respective de 138 et de 17,2 mg/L. Cet 

effet létal a aussi été observé sur un moustique, Culicoides impunctatus au cours de l’étude de 

Thacker (2005) et sur un crustacé d’eau douce, Thamnocephalus platyurus au cours de l’étude de Kim 

et al. (2009). Les résultats de ces études proposent une CL50 respective de 34,4 et de plus de 100 

mg/L. Des tests de létalité de la carbamazépine ont été réalisés sur des vertébrés aquatiques tels que 

Oryzias latipes qui présente une CL50 allant 35,4 à 45,87 mg/L (Kim et al. 2007; Kim et al. 2009) ou 

encore le Danio rerio avec une LOEC à 50 mg/L (Ferrari et al. 2003). On constate donc que la 

carbamazépine a un effet létal pour des concentrations variant de quelques dizaines de mg/L à la 

centaine de mg/L chez les vertébrés comme chez les invertébrés. 

- Effets de la carbamazépine sur le comportement des organismes 
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Plusieurs études ont été menées sur la mobilité de D. magna et de C. dubia en présence de 

carbamazépine. Il résulte qu’une exposition de 48 h à la carbamazépine immobilise 50 % (CE50) des 

organismes D. magna exposés à plus de 100 mg/L (Cleuvers 2003). L’étude Ferrari et al. (2003) 

propose une CE50 de la carbamazépine sur D. magna supérieur à 13,8 mg/L et sur C. dubia à 

77,7 mg/L. Etonnamment, on constate des divergences dans la littérature avec des valeurs de CE50 

différentes d’un facteur 10 sur l’organisme D. magna (Ferrari et al. 2003). Cependant, pour ces deux 

études on ne dispose pas de la valeur exacte de la CE50 de la carbamazépine, probablement à cause 

de l’intervalle de concentration trop restreint choisi pour ces études. L’études de Nassef et al., (2010) 

a montré que la carbamazépine diminue la vitesse de déplacement et augmente le temps de 

recherche alimentaire du poisson O. latipes à 6,15 mg/L. Ces résultats suggèrent que la 

carbamazépine peut inhiber le déplacement de certains organismes aquatiques. Cependant, ces 

études n’ont pas analysé les fonctions impactées conduisant à l’inhibition de la mobilité. Une 

diminution du déplacement pourrait impacter les réserves énergétiques de l’animal en diminuant les 

chances de l’animal à trouver un aliment. De plus, l’inhibition de la mobilité pourrait impacter les 

fonctions reproductrices (pour une reproduction sexuée) des organismes en diminuant le taux de 

rencontre entre les organismes de chaque sexe.  

- Effets de la carbamazépine sur la reproduction, le développement et la croissance 
des organismes 

L’étude d’Oropesa et al. (2016) a observé un impact transgénérationnel de la carbamazépine sur D. 

magna. En effet, la carbamazépine ne présente pas d’effet direct sur le développement 

embryonnaire, mais présente un effet sur le développement embryonnaire d’œufs provenant d’une 

mère exposée à la carbamazépine. Les générations F1 provenant d’une femelle exposée à la 

carbamazépine présentent des altérations de l’embryogenèse avec un blocage du développement au 

stade gastrula, ou encore un impact sur l’organogenèse avec l’absence de torsion du manteau. Des 

études similaires menées sur le développement embryonnaire d’autres organismes montrent que la 

carbamazépine peut impacter le système reproducteur et la fécondité du Danio rerio dès 0,5 et 10 

µg/L (Lamichhane et al. 2013; Galus et al. 2014) ou encore une altération des gonades avec une 

baisse de la kétotestostérone chez le D. rerio, suggérant une modification des taux d’hormones 

sexuelles (Galus et al. 2013).  

De nombreuses études d’inhibition de la croissance ont été menées sur des plantes et des 

algues vertes. Les travaux de Cleuver et al. (2003) ayant exposé l’algue verte Desmodesmus 

subcapitatus et la lentille d’eau Lemna minor à la carbamazépine proposent une CI50 respective de 74 

et 25,5 mg/L (Cleuvers 2003). D’autres études d’inhibition de croissance d’algues vertes par la 

carbamazépine ont été menées par Zhang et al. (2012) qui ont travaillé sur Chlorella pyrenoidosa et 

Scenedesmus obliquus. Ils ont obtenu des CI50 respectives de 239,8 et de 73 mg/L. Les travaux de 



 

47 

 Etat de l’art 

Ferrari et al. (2003) ainsi que de Delorenzo et Flemming (2008) ont évalué la toxicité de la 

carbamazépine sur Pseudokirshneriella subcapitata et sur Dunaliella tertiolecta, deux algues vertes, 

et ont obtenu respectivement une LOEC à plus de 100 mg/L et une CI50 à plus de 80 µg/L mettant en 

évidence une sensibilité différente des organismes (Ferrari et al. 2003; DeLorenzo and Fleming 2008). 

- Métabolisation et effets oxydants de la carbamazépine  

La carbamazépine induit une augmentation de l’activité de la GST dans les gonades résultant de la 

génération d’espèces réactives à l’oxygène (ROS), et de l’activité EROD dans les glandes digestives de 

la moule verte Perna viridis, (Juhel et al. 2016). L’étude de Chen et al. (2014) a montré que la 

carbamazépine pouvait inhiber les activités SOD (Superoxyde dismutase) et GR (Glutathion 

Réductase) chez le mollusque bivalve Corbicula fluminea, mais aussi augmenter les activités CAT et 

MDA. L’étude de Vernouillet et al. (2010) a analysé l’impact de la carbamazépine sur l’activité du 

système de détoxification chez le crustacé T. platyurus et montre que les fonctions HO et GST sont 

augmentées alors que l’activité des CYP3A et la peroxydation des lipides sont inhibées. L’étude de 

Zhang et al. (2012) a montré que la carbamazépine induit une augmentation de l’activité CAT et SOD 

chez les algues S. obliquus et C. pyrenoidosa. Une autre étude d’effet de la carbamazépine sur le 

collembole Folsomia candida montre une inhibition de la GST (Oliveira et al. 2015). Les travaux 

d’Almeida et al. (2014) montre que la carbamazépine induit une augmentation de l’activité de la GST, 

GR, SOD et du CYP3A4 et inhibe la peroxydation des lipides. 

- Effets de la carbamazépine sur le système nerveux 

Juhel et al., (2016) ont montré que la carbamazépine inhibe l’activité de l’AchE dans l’hémolymphe 

de la moule verte.  

- Autres effets de la carbamazépine 

Les travaux de Juhel et al. (2016) sur la moule verte (Perna virdis) reportent que la carbamazépine n’a 

pas d’effet significatif sur la mortalité des hémocytes de moule verte et ne crée pas de dommage à 

l’ADN (Juhel et al. 2016). Par ailleurs, les travaux de Franzellitti et al. (2016) montrent que la 

carbamazépine impacte le système de résistance aux xénobiotiques et aux médicaments (MXR, 

Multixénobiotique résistance et MDR, Multidrug resistance-related protein) chez la moule 

(Franzellitti et al. 2016). Il résulte que la carbamazépine inhibe le gène codant pour l’ABCC 

transporteur, le MDR et induit l’expression du gène codant pour l’ABCB transporteur, le MXR.  

iii. La cyamémazine 

- Effets de la cyamémazine sur le comportement 

La cyamémazine inhibe la vitesse de déplacement du poisson O. latipes et présente une CL50 de 

1,22 mg/L (test de létalité à 72 h) (Chiffre et al. 2016). Par ailleurs, les travaux de Chiffre et al., 
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(2016) ont mis en avant un impact de la cyamémazine à 1220 µg/L sur la vitesse de déplacement 

et sur la distance parcourue par des larves de poissons médaka (O. latipes).  

iv. La sertraline 

- Effets létaux de la sertraline 

La toxicité de la sertraline a été évaluée par des tests de létalité à 24 et 48h d’exposition sur 

différents organismes comme Thamnocephalus platyrus (T. platyrus) qui présente une CL50 à 24h de 

600 µg/L (Minagh 2008), sur Cerodaphnia dubia (C. dubia) avec une CL50 à 48h de 120 mg/L menée 

par Henry et al. (2004), sur Brachionuis plicatilis (B. plicatilis) avec une CL50 de 510,5 µg/L à 24h et de 

317,2 µg/L à 48h et sur Amphibalanus amphitrite (A. amphitrite) avec une CL50 de 353,5 µg/L à 24h et 

de 305,8 µg/L à 48h menée par Estévez-Calvar et al., (2016). Une étude de létalité a été aussi menée 

par Chiffre et al., (2016) sur le poisson Orizias latipes (O. latipes). La mortalité des larves d’O. latipes 

est significative dès 1 mg/L (Chiffre et al. 2016). Ces résultats suggèrent que la sertraline peut induire 

la mortalité d’organismes aquatiques à des concentrations variant de 300 µg/L à plus de 100 mg/L. 

De plus, parmi ces études on constate que les organismes les plus sensibles à la sertraline sont les 

poissons. 

- Effets de la sertraline sur le comportement des organismes 

L’étude de Minagh et al. (2008) montre que la sertraline impacte la mobilité de Daphnia 

magna (D. magna) après 48h d’exposition, avec une CE50 de 1,3 mg/L. Ces résultats sont confirmés 

par l’étude de Minguez et al. (2014) qui propose une CE50 de 1,15 mg/L après 48h d’exposition de D. 

magna à la sertraline. L’étude d’Estèvez-Calvar et al. (2016) a évalué la toxicité de la sertraline sur la 

mobilité de larves de poissons B. plicatilis et A. amphitrite. Il en résulte deux CE50 respectives après 

24h d’exposition de 406,5 et 183,2 µg/L, puis de 290,6 et 115,2 µg/L après 48h d’exposition. Les 

travaux d’Estévez-Calvar et al. (2016) ont mis en avant une altération de la nage des larves de 

poissons (A. amphitrite et B. plicatilis) exposés à la sertraline, tout comme les travaux de Chiffre et al. 

(2016) qui montrent une diminution de la vitesse de nage des larves d’O. latipes pour les 

concentrations 10, 100 et 1000 µg/L. L’étude de Bossus et al. (2014) a montré que la sertraline 

augmente la vitesse de nage du gammare Echinogammarus marinus (E. marinus) à toutes les 

concentrations testées (de 0,001 µg/L à 1 µg/L). Xie et al (2015) ont montré que la sertraline impacte 

la nage du poisson Carassius auratus. La sertraline semble augmenter la mobilité après 7 jours 

d’exposition à la sertraline. Ces résultats sont en contradiction avec les études précédentes. 

Cependant, des résultats similaires ont été observés par une exposition du crabe sauvage (Carcinus 

maenas) à la fluoxétine, une autre molécule de la famille des ISRS menée par Mesquita et al. (2011). 

Une augmentation de la mobilité va impacter directement les réserves énergétiques de l’animal et 

augmenter les risques de prédation. La chute des réserves énergétiques va directement affecter la 
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croissance et la reproduction des individus exposés à un ISRS, et donc perturber la fitness de la 

population. 

- Effets de la sertraline sur la reproduction, le développement et la croissance des 
organismes 

Des tests d'inhibition de la croissance après 96 h d’exposition à la sertraline ont été réalisés sur des 

végétaux aquatiques tels que Pseudokirchneriella subcapitata (P. subcapitata), Schoenoplectus 

acutus (S. acutus), Scenedesmus quadricauda (S. quadricauda) et Chlorella vulgaris (C. vulgaris) par 

Johnson et al. (2007). Les résultats de cette étude montrent une certaine disparité dans les valeurs 

de CI50 obtenues. Respectivement, les CI50 sont de 12,10 ; 98,94 ; 317,02 et de 763,66 µg/L. On 

constate que certaines espèces comme P. subcapitata sont plus sensibles à la sertraline que des 

espèces comme S. quadricauda ou C. vulgaris. La toxicité de la sertraline a aussi été évaluée sur le 

développement embryonnaire de différents organismes comme le Xénope ou encore sur l’huître. Les 

études de Minguez et al. (2014) et de Poi et al. (2013) ont montré que la sertraline impacte le 

développement embryonnaire de l’huître Crassostrea gigas (C. gigas) et proposent une CE50 de 67 

µg/L. L’étude d’Estèvez-Calvar et al. (2016) a évalué l’impact de la sertraline sur le développement 

embryonnaire de la moule Mytilus galloprovincialis (M. galloprovincialis) et propose une CE50 de 

206,8 µg/L. Les travaux de Richards et Cole (2006) ont évalué l’impact de la sertraline sur le 

développement embryonnaire de Xenopus laevis (X. laevis) avec une CE50 de 4,6 mg/L. En ce sens, 

l’étude métabolique de Campos et al. (2013) montre que les ISRS impactent l’expression de 

nombreux gènes intervenant dans la morphogenèse, dans la différenciation des tissus ou encore 

dans la reproduction de D. magna. 

- Effets oxydants de la sertraline 

Les travaux de Xie et al. (2015) ont montré que la sertraline induit une augmentation de l’activité de 

la superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathionne peroxydase (GPx) et de la glutathionne-

S-transférase (GST) dans le foie de C. auratus.  

- Effets de la sertraline sur le système nerveux 

La sertraline induit aussi une augmentation de l’activité de l’acétylcholinestérase (AChE) dans le 

cerveau de C. auratus (Xie et al. 2015). L’étude de Bossus et al. (2014) a aussi évalué l’impact de la 

sertraline sur le transcriptome du gammare E. marinus. Les résultats montrent qu’une exposition à la 

sertraline à plus de 0,01 µg/L inhibe l’expression de gènes codant une Neurocan core protéine, une 

Rhodopsine, une Arrestine. Ces gènes sont impliqués dans les processus de transduction du signal.  
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IV. Les modèles biologiques de notre étude 
Nous avons choisi d’étudier deux organismes représentant deux niveaux trophiques différents 

dans les cours d’eau français. Le premier est un mollusque d’eau douce le Radix balthica (R. balthica), 

un consommateur primaire et le second est un consommateur secondaire, le plathelminthe 

Schmidtea polychroa (S. polychroa).  

Les mollusques d’eau douce tels que la Lymnaea stagnalis et Dreissena polymorpha sont 

fréquemment utilisés pour évaluer la toxicité d’une molécule (Bandow and Weltje 2012; Bouétard et 

al. 2012; Polese et al. 2014; Kaur et al. 2016; Moreno-González et al. 2016; Atli and Grosell 2016; 

Hart et al. 2016; Charles et al. 2016; Reátegui-Zirena et al. 2016). L’utilisation de gastéropodes de la 

famille des Lymnaeidae tels que le Radix balthica ou la Lymnaea stagnalis présente l’avantage d’avoir 

accès aux stades précoces du développement embryonnaire (dès le stade 2 cellules). Ces 

gastéropodes sont faciles à collecter et le maintien de l’élevage représente un faible coût. Le Radix 

balthica fait partie des espèces les moins sensibles aux pollutions biodégradables selon l’échelle de 

Mouthon (2001). L’utilisation du R. balthica dans notre étude a permis d’apporter de nouvelles 

données transcriptomiques et toxicologiques sur un mollusque peu étudié, dans le but d’élargir la 

liste des espèces à utiliser en écotoxicologie. 

Les planaires d’eau douce sont des invertébrés qui jouent un rôle important dans la chaîne 

alimentaire en tant que prédateur. Ces organismes présentent de multiples intérêts faisant d’eux des 

organismes modèles. Ils sont faciles à collecter et à maintenir en laboratoire à faible coût (Li 2013a; Li 

2013b; Knakievicz 2014). Plusieurs études de toxicité utilisent les planaires Dugesia japonica ou 

encore Schmidtea mediterranea (Li 2013a; Li 2013b; Knakievicz 2014; Ofoegbu et al. 2016). Il a été 

suggéré que les planaires d’eau douce constituent des indicateurs pour estimer la qualité de l’eau 

(Kenk 1974a; Kenk 1974b) du fait de leur sensibilité aux faibles concentrations de toxines 

environnementales  (Nano et al. 2002; Rodríguez-Esteban et al. 2015). L’utilisation de la planaire 

S. polychroa dans notre étude permettra d’apporter de nouvelles informations qui faciliteront les 

études ultérieures portant sur cet organisme.  

a. L’organisme modèle Radix balthica 
i. Systématique, répartition et écologie 

La systématique du Radix balthica (R. balthica) est présentée dans le tableau suivant (Tableau 

6). 

 

 

 

 



 

51 

 Etat de l’art 

Tableau 6: Systématique de l’espèce non modèle R. balthica 
Règne Animal 

Embranchement Mollusques 

Classe Gastéropodes 

Ordre Pulmonés 

Sous-ordre Basommatophores 

Famille Lymnaeidae 

Genre Radix 

Espèce balthica (Limnaeus, 1758) 

 

Parmi l’ordre des Basomatophores, la famille des Lymnaeidae comporte 21 genres (selon NCBI 

Taxonomy Browser, 09 Juillet 2016) dont le genre Radix constitué de 14 espèces (selon NCBI 

Taxonomy Browser, 09 Juillet 2016) comprenant l’espèce balthica. D’un point de vue plus 

phylogénétique, le Radix balthica fait partie des Eukaryota, Metazoa, Lophotrochozoa, Mollusca, 

Gastropoda, Heterobranchia, Euthyneura, Panpulmonata, Hygrophila, Lymnaeoidea, Lymnaeidae, 

Radix. 
Le genre Radix (Montfort 1810) est un groupe de la famille des Lymnaeidae 

(Basommatophora). Il a une distribution paléarctique, cependant les travaux de Remigio (2002) 

montrent un statut paraphylétique avec les espèces européennes d’un côté et les espèces asiatiques 

de l’autre. On trouve au Nord-Est de l’Europe à ce jour cinq espèces, Radix ampla, R. auricularia, R. 

balthica, R. labiata et R. lagotis (Pfenninger et al. 2006; Feldmeyer et al. 2011; Schniebs et al. 2011; 

Tills et al. 2013). Le R. auricularia, le R. labiata et le R. balthica sont présents aussi dans le Nord-

Ouest de l’Europe et en France (Feldmeyer et al. 2011; Schniebs et al. 2011; Schniebs et al. 2013). La 

détermination basée sur les critères morphologiques du manteau est difficile et non spécifique, il est 

souvent conseillé de supplémenter cette orientation par une analyse anatomique et/ou génomique. 

Puisque nous avons réalisé le séquençage du transcriptome du mollusque utilisé dans notre étude, 

nous avons pu utiliser la séquence de l’ARN 18S et du gène cox 1 pour identifier le Radix balthica 

(appelé aussi Radix peregra ou Radix ovata (Kruglov and Starobogatov 1983)). 

L’espèce Radix blathica est donc une espèce dulçaquicole largement répandue en Europe 

(Figure 24) (de Jong et al. 2014). Lawton et al., (2015) et Pfenninger et al., (2006) ont montré 

l’existence de plusieurs sous-espèces réparties en fonction de leur situation géographique en se 

basant sur la séquence nucléique du gène cox1 de la sous-unité 1 du Cytochrome oxydase C. 

Le R. balthica affectionne les milieux benthiques, riches en éléments nutritifs (algues, végétaux 

aquatiques, matière organique). Il se nourrit essentiellement de macrophytes vivants et de 

périphyton faisant de lui un brouteur. Ce mollusque participe donc à la stabilisation du 
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développement de la couverture algale et favorise ainsi l’incidence de la lumière sur les fonds et 

donc la fabrication d’oxygène et la présence de nutriments dans le milieu (Coeurdassier et al. 2004). 

Le R. balthica est donc un consommateur primaire pouvant devenir aussi une proie très appréciée 

des poissons et écrevisses. De ce fait, il constitue un élément non négligeable de la chaîne 

alimentaire.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ii. Morphologie et clé de détermination 

Le R. balthica est un mollusque d’eau douce pulmoné à coquille dure. Ces yeux sont situés à la 

base de chacune des deux tentacules contractiles situées sur la tête de l’animale, le plaçant dans le 

sous-ordre des Basomatophores. Il se nourrit grâce à la présence d’une radula (langue râpeuse) 

présente sur la face ventrale de la bouche constituée essentiellement de muscles servant à la 

locomotion. 

Chez le R. balthica, on parle d’une coquille dextre, car l’enroulement, vu du pôle apical (ou 

apex), a lieu dans le sens horaire. La coquille comporte plusieurs tours de spire séparés par des 

sutures. L’ouverture ou péristome est bordé par une lèvre appelée aussi labre. 

La clé de détermination proposée figure 25, permet d’identifier la famille Lymnaeidae selon les 

caractères morphologiques de la coquille et la présence ou non d’un opercule. Par la suite, la 

détermination du genre est réalisée toujours selon la morphologie de la coquille, de son 

enroulement et de la taille de l’ouverture (Figure 25). 

Figure 24 : Distribution de R. balthica (Adapté de Fauna Europea et 
Pongratz 2003) 
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iii. Cycle de reproduction et développement 

Le R. balthica, comme la plupart des Lymnaeidae a un cycle de vie qui s’étend sur une période 

d’un à deux ans en fonction des conditions environnementales. En effet, la température, la qualité de 

l’eau et l’abondance alimentaire conditionnent son espérance de vie et son succès reproducteur 

(Wayne 2001). La reproduction est aussi conditionnée par la photopériode et la présence de 

parasites (Joosse 1984; de Jong-Brink 1992). Généralement, les longues journées ensoleillées ainsi 

qu’une eau claire et oxygénée stimulent les fonctions reproductives du mollusque alors que les 

faibles températures et les journées à courte photopériode inhibent la reproduction, tout comme la 

Figure 25 : Clé de détermination du genre Radix 
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présence de parasites (Wayne 2001). Le R. balthica est une espèce hermaphrodite simultanée qui se 

reproduit préférentiellement par allofécondation. En condition de stress, la reproduction devient 

majoritairement asexuée (Coutellec and Lagadic 2006). La famille des Lymnaeidae reste 

majoritairement sous le sexe femelle, car c’est celui-ci qui nécessite le moins d’énergie (Koene and 

Ter Maat 2005). Durant l’accouplement, chaque individu joue le rôle du mâle puis de la femelle afin 

de remplir mutuellement la spermathèque. Les lymnées sont sexuellement matures dès la taille de 

20 à 30 mm. La reproduction du R. balthica a lieu du printemps à l’automne avec un pic au printemps 

et parfois un deuxième pic à l’automne lorsque les conditions sont favorables. Les pontes de R. 

balthica sont des masses gélatineuses enfermant 50 à 150 œufs accrochées sur le substrat (cailloux 

ou végétation) (Figure 26). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Il y a six principaux organes ou cellules connues pour être impliquées dans la régulation de la 

ponte des œufs chez les Lymnaea (Figure 27). On trouve l’organe endocrinien dorsal, les cellules 

neuroendocrines caudodorsales, les lobes latéraux, la gonade hermaphrodite, le conduit 

hermaphrodite et les organes sexuels accessoires (Joosse 1984; Wayne 2001).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 27 : Organisation du système reproducteur endocrinien femelle de Lymnaea stagnalis. LL: 
Lateral Lobe; LDB: Lateral Dorsal Body; MDB: Medial Dorsal Body; DBH: Dorsal Body Hormone; 
CDC: Caudodorsal Cells; CDCH: Caudodorsal Cell Hormone (adapté de Wayne 2001) 

B A 
Figure 26 : Photographies du Radix balthica (A) et d'une ponte de Radix (B) 
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L’organe endocrinien dorsal est relié au ganglion cérébral et produit l’hormone du corps dorsal 

(DBH de l’anglais Dorsal Body Hormone) qui stimule la production de vitellogénine, le 

développement et la différentiation des organes sexuels femelles. Les cellules caudodorsales (CDC de 

l’anglais Caudodorsal Cells) sont situées dans le ganglion cérébral et produisent l’hormone cellulaire 

caudodorsale (CDCH de l’anglais Caudodorsal Cell Hormone) qui stimule l’ovulation et modifie le 

comportement associé à la ponte des œufs. Les neurones des lobes latéraux régulent la maturation 

de l’appareil reproducteur femelle en activant l’organe endocrinien dorsal et les CDC. En réponse à la 

CDCH, les ovocytes matures localisés dans les follicules dans les zones vitellogéniques de l’ovotestis 

sont libérés dans le canal hermaphrodite où la fécondation a lieu. Les œufs sont ensuite enveloppés 

par des sécrétions de la glande albuminée et d’une membrane sécrétée par la pars contorta lors de 

leur passage le long du conduit. La formation de la masse d'œufs se produit dans l’oothèque, les 

masses d'œufs sortent du corps de l'animal, et sont déposées sur le substrat. La modification du 

comportement associé à la ponte déclenchée par la sécrétion de la CDCH est très complexe et dure 

environ 2 h (Wayne 2001; Koene and Ter Maat 2005). 

Le développement embryonnaire du R. balthica est comparable à celui des Lymnées. Les 

travaux de Pande et al. (2010) et de Saker et al. (2007) ont détaillé le cycle du développement 

embryonnaire de la lymnée. Celui-ci commence par le stade deux cellules résultant de la première 

segmentation par mitose, 2 à 3 h après la ponte. Deux heures plus tard a lieu la seconde mitose qui 

donne un embryon de 4 cellules de taille d’environ 57-60 µm. Par la suite, les segmentations se 

succèdent toutes les 4, 6, 10 et 13 heures pour aboutir au stade 64 cellules de taille inchangée. 

Environ 3 heures plus tard, l’embryon est au stade précoce trochophore avec une taille d’environ 

100 µm et quelques mouvements créés par les couronnes de cils de l’embryon. Six heures plus tard, 

l’embryon est considéré être au stade jeune trochophore. Le stade trochophore est atteint 2 à 3 

jours après la ponte, et l’embryon mesure environ 170 µm. Quatre à cinq jours plus tard, le stade 

véligère est atteint par l’embryon qui mesure environ 395 µm. Au sixième jour, l’embryon est au 

stade véligère tardif qui débouche sur le stade hypo au septième jour, suivi très rapidement par 

l’éclosion où le jeune mollusque qui sort de l’œuf mesure environ 590 µm (Sarker et al. 2007; Pande 

et al. 2010). 

b. L’organisme modèle Schmidtea polychroa 
i. Systématique, répartition et écologie 

La systématique de Schmidtea polychroa (S. polychroa) est présentée dans le tableau 

suivant (Tableau 7). 
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Parmi l’ordre des Triclades et le sous-ordre Continenticola, la famille des Dugesiidae comporte 

9 genres (selon NCBI Taxonomy Browser, 09 Juillet 2016) dont le genre Schmidtea constitué de 4 

espèces (selon NCBI Taxonomy Browser, 09 Juillet 2016) dont l’espèce polychroa. D’un point de vue 

plus phylogénétique, Schmidtea polychroa fait partie des Eukaryota, Metazoa, Platyhelminthes, 

Rhabditophora, Seriata, Tricladida, Continenticola, Geoplanoidea, Dugesiidae, Schmidtea. 
Le genre Schmidtea (Ball 1974) fait partie de la famille des Dugesiidae. Il a une distribution 

paléarctique avec 4 espèces à ce jour, Schmidtea lugubris, S. mediterranea, S. nova et S. polychroa. 

Anciennement Dugesia ce dernier a été divisé en deux genres, les Dugesia (avec 25 espèces) et les 

Schmidtea. Parmi la population de S. polychroa il existe deux sous-populations, une diploïde 

amphimictique (sexuée) et une parthénogénétique polyploïde (Lázaro et al. 2011). La plupart des 

espèces de Schmidtea sont sexuées et diploïdes. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 7: Systématique de l’espèce non modèle S. polychroa 

Règne Animal 

Embranchement Plathelminthes 

Classe Turbellariés 

Ordre Triclades 

Sous-ordre Continenticola 

Famille Dugesiidae 

Genre Schmidtea 

Espèce polychroa (Schmidt, 1861) 

Figure 28 : Distribution de S. polychroa (Adapté de Fauna Europea) 
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L’espèce S. polychroa est une planaire dulçaquicole largement distribuée en Europe et en 

Amérique du Nord (Ball et al. 1969; Boddington and Mettrick 1974; Kenk 1974a; Pongratz et al. 2003) 

(Figure 28). En théorie, la coexistence des formes sexuée et parthénogénétique est rare (Case and 

Taper 1986; Peck et al. 1999). La coexistence des deux est, et a toujours été observée en étape de 

transition jusqu’à l’extinction de l’une des deux (Chaplin 1993). Généralement, la population sexuée 

représente la majorité de l’espèce alors que la forme parthénogénétique représente une minorité de 

la population (Cuellar 1977). Les travaux de Lynch (1984) ont montré que la population 

parthénogénétique ne pouvait jamais coloniser seule le milieu en présence d’une population sexuée. 

Cette hypothèse repose sur les croisements qui se font avec les formes sexuées et qui empêcheraient 

à long terme la colonisation des milieux seulement par les formes parthénogénétiques. Cependant, la 

population parthénogénétique possède de meilleures capacités colonisatrices grâce à un taux de 

croissance intrinsèque plus élevé et du fait qu’ils ne paient pas les effets délétères de la reproduction 

sexuée avec notamment la consanguinité (Lynch 1984). De ce fait, ils peuvent coloniser les zones où 

la population sexuée a du mal à se développer (Cuellar 1994). On observe cependant une 

cohabitation des deux formes sur l’ensemble des lieux de recensement. 

La planaire S. polychroa affectionne les lacs, rivières et ruisseaux d’eau douce, peu profond 

méso- à eutrophisés. L’abondance de cet organisme dépend de la ressource alimentaire qu’il trouve, 

notamment la présence de gastéropodes et d’oligochètes qu’il affectionne. Les travaux de 

Reynoldson (1966) montrent que l’évolution de la présence de S. polychroa dans les eaux de Grande-

Bretagne semble suivre l’évolution de la présence de gastéropodes. Ce ver plat est un consommateur 

secondaire, il est carnivore et/ou nécrophage pouvant devenir la proie d’autres animaux comme les 

poissons. Cet animal résiste plusieurs mois à la privation alimentaire sans mourir. 

ii. Morphologie de S. polychroa 

Comme l’ont montré Newmark et Alvaradro (2002), la taille des planaires est dépendante de 

leur alimentation. Elles sont capables de réduire leur taille jusqu’à une taille identique à celle de la 

leur sortie de l’œuf  (Figure 29). 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

58 

 Etat de l’art 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

S. polychroa est un animal possédant une symétrie bilatérale (Figure 30 A), il est constitué de 

trois tissus (tripoblaste), l’ectoderme, le mésoderme et l’endoderme (Figure 30 B). Le corps 

vermiforme est aplati dorso-ventralement, d’où le terme de Plathelminthe (ver plat). Il est recouvert 

de cils, mais ne porte pas d’appendices. Une région antérieure, caractérisée par la présence 

d’organes sensoriels et de ganglions cérébroïdes et une région postérieure ou caudale peuvent être 

définies, de même qu’une face ventrale et dorsale. 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’épiderme ventral est constitué de cellules formant chacune une centaine de centrioles et 

autant de cils qui battent en direction de la partie postérieure de l’animal afin d’assurer son 

déplacement sur le substrat ou en suspension dans l’eau (Figure 31 A et B ).  

 

 

 

 

 

 

Figure 30 : Photographie de la face dorsale de Schmidtea polychroa (A) et schéma de l’organisation les trois 
tissus chez la planaire (B).  

B A 

Privation 

 

Alimentation 

 
Figure 29 : Représentation de la corrélation entre la taille et la ressource alimentaire des 
planaires. (Newmark et Alvaradro 2002) 
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A la surface de celui-ci, à mi-chemin de l’axe antéro-postérieur de l’animal, se situe une 

bouche prolongée par un pharynx musculeux blanchâtre et dévaginable débouchant directement 

dans un intestin comportant plusieurs ramifications. La planaire possède des récepteurs sensoriels 

composés de cellules sensibles aux stimuli tactiles permettant à l’animal de percevoir la 

présence d’obstacles. Ils sont disposés sur l’ensemble du corps, avec une densité plus élevée au 

niveau de la tête et du pharynx. On trouve également des récepteurs aux substances chimiques 

appelés chémorécepteurs, particulièrement abondants sur les expansions latérales de la tête. 

Lorsqu’elle chasse, la planaire va faire osciller sa tête, balayant l’environnement chimique, de 

manière à percevoir d’éventuels gradients de signaux chimiques lui permettant de détecter ses 

proies et donc de s’orienter vers la source alimentaire. 

iii. Cycle de reproduction et développement 

Le système reproducteur sexué, mâle et femelle, occupe un large volume chez la planaire. Les 

spermatozoïdes sont déposés par le pénis d'un individu dans l'atrium génital de sa partenaire et 

remontent les oviductes jusqu'aux ovaires, où a lieu la fécondation (Figure 32).  

Les œufs fécondés descendent les oviductes et sont entourés au passage de cellules vitellines 

produites par les glandes vitellogènes, et débouchent dans l'atrium génital où ils sont entourés d'une 

substance produite par l'utérus. Cette substance durcit et forme des cocons rigides pondus par le 

pore génital (2-3 semaines éclosions). 

Après fécondation, plusieurs zygotes (deux à huit) sont encapsulés avec une masse de cellules 

vitellines. Les œufs fécondés se divisent et restent à peine en contact les uns avec les autres à 

l’intérieur du cocon. Au cours du développement, le pharynx permanent apparaît tout comme la 

ramification du système digestif. L’aplanissement de l'embryon devient apparent, la ramification du 

système gastrique est plus prononcée. Par la suite, l'embryon devient mobile, avec un pharynx bien 

développé et une cavité gastrique ramifiée (Alvarado 2003). En association avec la symétrie 

bilatérale, les trois feuillets caractéristiques des organismes triploblastiques se mettent en place au 

A B 

Figure 31 : Organisation des cils d’une planaire. A : Organisation 
du cil ventral, B : Micrographie de la face ventrale d’une planaire 
(adapté de Rompolas et al. 2010) 
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cours du développement embryonnaire. Le feuillet mésodermique est impliqué dans la mise en place 

de diverses structures, mais il est surtout à l’origine du parenchyme comblant les espaces entre les 

organes. À aucun moment il ne se creuse de cavités, d’où la qualification d’acœlomates 

traditionnellement réservée à ces organismes. Par ailleurs, il ne se forme pas d’anus chez ces 

animaux qui peuvent être considérés comme des Protostomiens. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Outre la reproduction sexuée ou parthénogénétique aboutissant au développement de 

cellules germinales, il existe un troisième type de reproduction de la planaire, la reproduction par 

fission transversale. Lorsqu’elle est volontaire, la fission débute par une constriction qui apparaît 

spontanément derrière le pharynx, et aboutit finalement à la séparation de deux individus complets 

par cellulolyse. Par la suite, les deux morceaux d’individus vont régénérer la partie manquante. Ce 

phénomène permet aussi de restaurer une partie du corps ou d'un organe perdu accidentellement. 

La planaire a une capacité de régénération exceptionnelle grâce à la présence de cellules souches 

appelées néoblastes dispersées dans le parenchyme de l’organisme adulte (Newmark and Sánchez 

Alvarado 2000; Ladurner et al. 2000; Gschwentner et al. 2001). Comme l’a montré Morgan en 1898, 

un 279ème d’une planaire est capable de régénérer un animal entier. 

Figure 32 : Organisation du système reproducteur chez Dugesia sp. (D'aprés 
Buchsbaum 1961) 
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CHAPITRE 2 : MATERIEL ET METHODES 

I. Échantillonnage et mise en place des élevages 
a. Échantillonnage et mise en stabulation des mollusques 

Les mollusques Radix balthica (R. balthica) ont été échantillonnés dans le cours d’eau Le Lézert 

situé dans le Tarn (données géographiques : Latitude : 43.916740 | Longitude : 2.216328). En 

laboratoire, les mollusques ont été maintenus en aquarium de 40 L d’eau reconstituée AFNOR 

(NaHCO3 200 mg/L, CaCl2 2.H2O 297 mg/L, MgCl2 6.H2O 167 mg/L, K2SO4 anhydre 26 mg/L) (NF T90-

350) à 20 ± 1°C avec une filtration. Une aération permanente et un cycle jour/nuit de 10h/14h ont 

été appliqués. Les mollusques ont été nourris en excès avec de la salade (Label AB). Une algue de 

végétation et un caillou préalablement brossé du cours d’eau ont été ajoutés à l’aquarium.  

b. Échantillonnage et mise en stabulation des planaires 
Les planaires Schmidtea polychroa (S. polychroa) ont été prélevées dans le cours d’eau du 

Caussel situé dans le Tarn (données géographique : Latitude : 43.932634 | Longitude : 2.164799). En 

laboratoire, les planaires ont été maintenues dans une rivière artificielle composée de trois bacs de 

30 L remplis d’eau AFNOR (NF T90-350) à 20 ± 1°C et d’une pompe remontant l’eau du troisième au 

premier bac. L’aération a été assurée par les deux chutes d’eau successives de la rivière. 

II. Évaluation des impacts phénotypiques de quatre 
médicaments 

Les médicaments utilisés pour les expérimentations sont l’oxazépam (C15H11ClN2O2 ; M.M : 

286.71 g/mol), la sertraline (C17H17Cl2N ; M.M : 306.23 g/mol), la carbamazépine (C15H12N2O ; M.M : 

236.27 g/mol) et la cyamémazine (C19H21N3S · C4H4O4 ; 439.53 g/mol), synthétisés par ALSACHIM, 

France. 

a. Préparation des solutions d’exposition utilisées pour les tests sur le R. 
balthica 

 Les molécules conditionnées sous forme de poudre ont été dans un premier temps 

solubilisées dans de l’éthanol à 100 % afin d’obtenir les solutions mères de chaque condition et de 

chaque molécule. Les solutions mères ont été ensuite diluées au 1/10000e dans de l’eau AFNOR (NF 

T90-350) afin d’obtenir les solutions d’exposition. Les concentrations utilisées sont répertoriées dans 

le tableau 8. 
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Tableau 8: Concentration des solutions d’exposition   
  Oxazépam 

(en µg/L) 
Carbamazépine 

(en µg/L) 
Cyamémazine 

(en µg/L) 
Sertraline 
(en µg/L) Témoins 
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Pour chaque molécule utilisée, nous avons réalisé un suivi de leur stabilité dans les conditions 

d’exposition. Chaque molécule a été exposée dans des cuves en plastique puis dosée en HPLC tous 

les jours ou deux jours pendant 10 jours afin d’établir une courbe de stabilité des molécules. Les 

concentrations en médicaments utilisées étaient 1000 fois plus grandes que les concentrations 

d’exposition (à cause d’un seuil de détection des molécules par les instruments utilisés trop haut). 

Nous avons utilisé un standard interne très stable, la caféine, afin de normaliser nos résultats. La 

caféine a été solubilisée à 5 mg/L dans le solvant de solubilisation des molécules médicamenteuses à 

doser (de l’eau AFNOR). Nous avons donc utilisé la même solution pour solubiliser et préparer toutes 

les concentrations de chaque molécule.  

La chromatographie a été réalisée à l’aide d’une chaine HPLC (Spectra System, Thermo 

Scientific) équipée d’un détecteur UV à barrette de diode (UV2000, Thermo Scientific) et d’une 

colonne C18 de 4,6 x 150 mm, 5 µm et 100 Å (AGELA, Venusil). La séparation a été réalisée à l’aide 

d’un gradient composé à T0 de 95% d’H2O + 0,04% d’acide trifluoracétique (TFA) / 5% acétonitrile 

(ACN) + TFA (0,04%), ratio 95/5. Le gradient est étendu sur 15 minutes pour aboutir à un ratio 5/95 

avec les mêmes solvants. Ce ratio est maintenu 3 minutes, puis les 6 dernières minutes sont utilisées 

pour le retour aux conditions initiales (95/5). Le run dure 24 minutes avec un débit réglé à 1 mL/min.  

La détection des molécules a été réalisée à partir d’une injection de 20 µL des solutions à 

doser. Pour toutes les molécules, la longueur d’onde (λ) utilisée était de 272 nm. Pour le standard 

interne (la caféine) le temps de rétention (TR) était de 6,44 min, pour la sertraline de 9,5 min, pour la 

carbamazépine de 9,46 min, pour la cyamémazine de 9,11 min et pour l’oxazépam de 10,1 min. 

b. Test d’embryotoxicité sur le R. balthica 
Les pontes de moins de 24 h ont été isolées en boîte de pétri puis observées au microscope 

optique inversé Leica DM IL (Leica, France) afin de classer les embryons en fonction de leur stade. 
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Seules les pontes dont les embryons étaient au stade trochophore ont servi à réaliser les tests 

d’embryotoxicité. Les pontes plus vieilles ont été isolées dans un autre aquarium afin d’obtenir une 

génération F1 de R. balthica. 

Un pool de 20 pontes a été utilisé afin de réaliser les tests d’embryotoxicité. Chaque extrémité 

de ponte a été supprimée afin d’éliminer les œufs non fécondés du test, puis les pontes ont été 

disséquées en incisant la capsule contenant les œufs. Les œufs ont été brassés puis répartis 

aléatoirement dans une plaque à 96 puits à raison d’un œuf par puits préalablement rempli de 300 

µL de la solution médicamenteuse fraîchement préparée. Chaque condition a été testée avec 90 

œufs, en dupliquat. Les plaques ont été ensuite incubées à 20 ± 1 °C à l’obscurité puis aérées 10 

minutes tous les jours. Le taux d’éclosion a été déterminé après 8 jours d’exposition et le retard à 

l’éclosion après 15 jours d’exposition.  

Les résultats du test d’embryotoxicité étant sous forme de pourcentage, un test 

d’indépendance du X² a permis de mettre en avant les différences significatives.  

c. Préparation des solutions d’exposition utilisées pour les tests sur S. 
polychroa 

Les molécules conditionnées sous forme de poudre ont été solubilisées puis diluées dans de 

l’eau AFNOR (NF T90-350) afin d’obtenir les solutions d’exposition. La solubilisation des molécules a 

été facilitée par une sonication de 5 minutes à 37 kHz à l’aide d’un bain-marie à ultrasons (Fisher 

Scientific, France). Les concentrations des solutions d’exposition utilisées sont répertoriées dans le 

tableau 9. 

Tableau 9: Concentration des solutions d’exposition 
 Oxazépam 

(en µg/L) 
Carbamazépine 

(en µg/L) 
Cyamémazine 

(en µg/L) 
Sertraline 
(en µg/L) Témoins 

 
      

S.
 p

ol
yc

hr
oa

 

0,815 0,165 0,01 0,001 

Ea
u 

AF
N

O
R 

10 10 10 10 

100 100 100 100 

 

d. Étude de la capacité de régénération de la partie céphalique en présence 
de médicaments sur S. polychroa 

Le suivi de la capacité de régénération des planaires a été réalisé via l’ablation de la région 

céphalique (en coupant transversalement entre le cerveau et le pharynx) et le suivi de la 

régénération de la tête au cours du temps (Schürmann and Peter 1998). Après ablation, les planaires 

ont été immédiatement réparties en plaques à 24 puits contenant 2mL de solution à tester à raison 

d’un individu par puits. Les planaires ont été alimentées ad libitum avec des larves de chironome 
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tous les trois jours, à chaque renouvellement de la solution d’exposition. Chaque condition a été 

testée sur 24 planaires. Le suivi de la régénération a été réalisé en déterminant des stades de 

générations (Figure 33). Ensuite, l’évolution des stades de régénération des témoins est comparée à 

l’évolution des stades chez les planaires exposées. Au terme de la régénération de la région 

céphalique chez les témoins, le nombre de planaires exposées présentant un retard de régénération 

a été évalué. Le même suivi de la régénération a été réalisé à partir de planaires ayant été exposées 

21 jours à chaque condition. 

 

 

 

 

 

 

 

 

e. Étude de l’impact des médicaments sur la mobilité de S. polychroa 
L’étude de la mobilité a été réalisée durant 21 jours en tripliquat pour chaque concentration 

de chaque psychotrope, avec 40 planaires placées en bécher d’un litre contenant 300 mL de solution 

à tester. Les planaires ont été alimentées avec 15 larves de chironomes (Chironomidae, Jardinerie 

tarnaise, France) tous les trois jours, au moment du renouvellement des solutions d’exposition. La 

mesure de la mobilité a été évaluée tous les trois jours avec 10 planaires par réplicat pris 

aléatoirement pour chaque condition et placés dans 10 arènes (Figure 34). Des vidéos de 2min30s de 

chaque répliquat ont été réalisées puis analysées à l’aide d’un logiciel de vidéo tracking (EthoVision, 

Noldus, Pays-Bas) pour déterminer la distance parcourue et la giration moyenne sur une durée de 

deux minutes pour chaque planaire. Les 15 premières et les 15 dernières secondes de la vidéo ont 

été éliminées pour conserver uniquement les données les plus représentatives des échantillons. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 34 : Répartition en arènes de dix planaires pour étudier le déplacement et la giration. 

Figure 33 : Stades de régénération de la planaire 
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L’analyse des résultats a conduit à un traitement statistique afin de déterminer les différences 

significatives entre chaque essai par rapport au témoin. Les tests ont été réalisés à l’aide du logiciel R 

(version 3.2.3). Un modèle linéaire généralisé (GLM) de type ANOVA a été appliqué sur les résultats 

puis les résidus de l’ANOVA ont été représentés graphiquement afin de vérifier des résultats. Un test 

post-hoc de Student avec une correction de Bonferroni a ensuite été réalisé.  

f. Étude de la fécondité de S. polychroa et de la fertilité des cocons pondus 
en présence de médicaments 

L’étude de l’impact des médicaments sur la reproduction de la planaire S. polychroa a été 

réalisée en tripliquat pour chaque concentration de chaque psychotrope, avec 30 planaires placées 

en bécher d’un litre contenant 300 mL de solution à tester. Les planaires ont été alimentées avec 15 

larves de chironomes (Chironomidae, Jardinerie tarnaise, France) tous les trois jours, au moment du 

renouvellement des solutions d’exposition. L’impact des médicaments sur la reproduction de S. 

polychroa a été suivi quotidiennement pendant un mois en dénombrant les cocons pondus par les 30 

planaires (Knakievicz and Ferreira 2008). Les cocons pondus ont été isolés pour évaluer le nombre de 

jours nécessaires à l’éclosion des juvéniles ainsi que le nombre d’individus par cocon. 

 L’analyse des résultats a conduit à un traitement statistique afin de déterminer les différences 

significatives entre chaque essai par rapport au témoin. Les tests ont été réalisés à l’aide du logiciel R 

(version 3.2.3). Un modèle linéaire généralisé (GLM) de type ANOVA a été appliqué sur les résultats 

de la fertilité, puis les résidus de l’ANOVA ont été représentés graphiquement afin de vérifier 

l’homoscédasticité des résultats. Un test post-hoc de Student avec une correction de Bonferroni a 

ensuite été réalisé. 

III. Évaluation de l’impact transcriptomique et biochimique 
des médicaments 

a. Extraction d’ARN total et traitements bioinformatiques pour le 
séquençage du transcriptome en conditions différentielles sur le R. 
balthica.  

Dès l’éclosion, les mollusques de chaque condition ont été échantillonnés à raison de 10 par 

tube afin de réaliser les extractions d’ARN pour le séquençage du transcriptome en conditions 

différentielles. Trois conditions ont été choisies pour la réalisation du séquençage en différentiel, une 

condition témoin pour laquelle les embryons ont été exposés à une solution d’éthanol dilué dans de 

l’eau AFNOR (NF T90-350) au 1/10000éme et deux conditions pour lesquelles les embryons ont été 

exposés à deux solutions d’oxazépam, une à la concentration environnementale (0,815 µg/L) et une à 

10 µg/L nommées respectivement TB et TA pour la suite de l’analyse du transcriptome en conditions 

différentielles. Huit réplicats ont été réalisés pour chacune des trois conditions. L’extraction d’ARN 
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débute par le broyage des pools de mollusques dans 200 µL de TRIzol® Reagent (Life Technologie, 

France) à l’aide de pistons stériles RNase et DNase free. Après 5 minutes à température ambiante 

pour dissocier tous les complexes nucléoprotéiques, 40 µL de chloroforme (0.2 mL/1 mL de Trizol) 

ont été ajoutés au broyat puis le mélange a été vigoureusement agité durant 15 secondes. Après 3 

minutes à température ambiante, les échantillons ont été centrifugés à 12000 x g pendant 15 

minutes à 4 °C. Le surnageant (environ 50 % du volume total à centrifuger) a été récupéré. Les ARNs 

ont ensuite été purifiés avec le kit RNeasy Mini columns (Qiagen, France) avec digestion à la DNase 

sur colonne selon les recommandations du fabricant (Protocole QIAGEN, RNeay Micro Handbook 

12/2007, p.56). La qualité et la concentration des ARNs extraits ont été évaluées à l’aide d’un 

Nanodrop 2000TM (Thermo Scientifique, France). Les ARNs ont été ensuite stockés à -80 °C jusqu’au 

dépôt sur la plateforme de séquençage GET-PlaGE.  

Le personnel technique de la plateforme a réalisé les manipulations nécessaires au séquençage 

des ARNs dans chaque condition (voir Mazzitelli et al., 2016, en Annexe 2 pour plus d’informations). 

Les données issues du séquençage ont été traitées par une plateforme de bio-informatique afin de 

nettoyer les séquences et vérifier leur qualité, les assembler, les annoter et les quantifier. Par la 

suite, une étude en différentielle (Témoins/exposé) des séquences a été réalisée à l’aide du logiciel R 

et du DEseq package version 1.14.0 afin d’isoler les contigs différentiellement exprimés entre les 

conditions exposées (TA et TB) et le témoin. Les contigs différentiellement exprimés ont été analysés 

afin de les ré-annoter à l’aide des logiciels KOBAS 2.0 (http://kobas.cbi.pku.edu.cn/home.do) et Blast 

KOALA (http://www.kegg.jp/blastkoala/) puis de les classer à l’aide des logiciels WEGO 

(http://wego.genomics.org.cn/cgi-bin/wego/index.pl) et GO-term Mapper (http://go.princeton.edu/) 

et d’en prédire les modules de voies impactées à l’aide du logiciel KEGG 

(http://www.genome.jp/kegg/kegg4.html) (voir Mazzitelli et al., 2016 en Annexe 2 pour plus 

d’informations). 

b. Extraction d’ARN total pour l’étude transcriptomique du R. balthica en 
RT-qPCR 

Dès le début des éclosions, 6 juvéniles de moins de 24 heures pour chaque condition ont été 

isolés en tube de 1,5 mL, chaque condition a été réalisée en 10 réplicats. Deux conditions par 

médicament ont été choisies pour la réalisation de l’étude transcriptomique ainsi qu’une condition 

témoin pour laquelle les embryons ont été exposés à une solution d’éthanol diluée dans de l’eau 

AFNOR (NF T90-350) au 1/10000éme. Les deux conditions de chaque médicament pour lesquelles les 

embryons ont été exposés sont premièrement la concentration environnementale de l’oxazépam, de 

la carbamazépine, de la sertraline et de la cyamémazine (respectivement 0,815, 0,165, 0,001 et 0,01 

µg/L) et la première concentration présentant un effet de chaque médicament (autre que la 



 

69 

 Matériel et Méthodes 

concentration environnementale) (respectivement 10, 25, 10 et 100 µg/L). Selon le même protocole 

que celui utilisé en II.a jusqu’à l’obtention des ARNs en phase aqueuse, le broyage de chaque 

condition a été réalisé dans 200 µL de TRIzol® Reagent (Life Technologie, France) à l’aide de pistons 

stériles RNase et DNase free. Après 5 minutes à température ambiante pour dissocier tous les 

complexes nucléoprotéiques, 40 µL de chloroforme (0.2 mL/1 mL de TRIzol) ont été ajoutés au broyat 

puis le mélange a été vigoureusement agité durant 15 secondes. Après 3 minutes à température 

ambiante, les échantillons ont été centrifugés à 12000 x g pendant 15 minutes à 4 °C. Le surnageant 

(environ 50 % du volume total à centrifuger) a ensuite été récupéré et un lavage au chloroforme a 

été réalisé en ajoutant un volume de chloroforme à la phase aqueuse. Le mélange a été agité 30 

secondes à température ambiante puis centrifugé à 12000 x g pendant 15 minutes à 4 °C. La phase 

aqueuse a ensuite été récupérée puis la précipitation et le lavage des ARNs ont été réalisés selon les 

recommandations du fournisseur (TRIzol® Reagent, Life Technologies, France). Les ARNs ont été 

solubilisés dans 20 µL d’eau traitée au DEPC (Di-éthyl-pyrocarbonate). 

Les échantillons d’ARNs extraits ont été traités à la DNAse I avec le kit DNA Free kit (Ambion by 

Life Technologies, France) selon les recommandations du fabricant, afin d’éliminer la présence d’ADN 

dans les échantillons. La qualité et la concentration d’ARN totale ont été mesurées avec un Nanodrop 

2000TM (Thermo Scientifique, France) puis les échantillons ont été stockés à -80 °C. 

Une reverse transcription (RT) a ensuite été réalisée sur 500 ng d’ARN total dilués dans 10 µL 

d’eau traitée au DEPC. La réaction de transcription a été réalisée avec des random hexamer, à l’aide 

du kit M-MLV (Invitrogen, France) selon les recommandations du fournisseur. Les ADNc synthétisés 

ont été ensuite dilués au 1/5e pour diluer les inhibiteurs de PCR présents dans les échantillons. 

c. Méthodologie de l’amplification en RT-qPCR et des traitements 
statistiques de l’étude transcriptomique du R. balthica 
i. Le principe de la RT-qPCR 

L’amplification PCR a été suivie et quantifiée grâce à un marqueur fluorescent, le SYBR Green. 

Elle est composée d’une phase de latence où la quantité de fragments d’ADN liés au marqueur 

produit une intensité de fluorescence trop faible située en dessous du seuil de détection, d’une 

phase exponentielle et d’une phase stationnaire où la fluorescence arrive à un plateau (Figure 35). La 

phase d’amplification exponentielle est celle pendant laquelle les réactifs et l’encombrement du 

milieu réactionnel ne sont pas limitants.  
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La quantification a été réalisée par la méthode des ‘’ΔΔ Ct’’ de Livack et al., 2001 nécessitant 

l’utilisation de gènes de référence sans réaliser de droites de standards ni de connaitre la valeur 

absolue du nombre de copies dans les échantillons. Les résultats ont été exprimés par un rapport 

gènes cibles/gènes de référence de chaque échantillon et normalisés par le rapport gènes 

cibles/gènes de référence des échantillons calibreurs, les échantillons témoins. Cette méthode 

nécessite que l’efficacité (E) des PCR soit le plus proche de 100 %, sinon, les calculs sont faussés en 

introduisant un biais dans le  calcul. La PCR est décrite par l’équation suivante : 𝑁 = 𝑁0 × (1 + 𝑃𝐶𝐹) 

avec ‘’N’’ le nombre de molécules au cycle ‘’Cp’’, ‘’N0’’ le nombre initial de molécules, ‘’E’’ l’efficacité 

de la PCR et ‘’Cp’’ le cycle seuil.  

Pour déterminer le ‘’ΔΔCt’’, dans une première étape, le rapport ‘’gènes cibles/gènes de 

référence’’ pour chaque échantillon et échantillon témoins sont calculés. Dans une seconde étape, le 

rapport obtenu pour chaque échantillon est divisé par le rapport obtenu pour l’échantillon calibreur. 

Donc avec ‘’R’’ pour gènes de référence et ‘’C’’ pour gènes cibles, on peut écrire les équations 

suivantes : 𝑁𝐶 =  𝑁0𝐶 ×  𝑃𝐶
𝐶𝐹𝐶 et 𝑁𝑅 =  𝑁0𝑅 ×  𝑃𝑅

𝐶𝐹𝑅 qui sont les équations de l’amplification PCR 

pour le gène cible et le gène de référence aux ‘’Cp’’ respectifs des 2 gènes.  

Avec ‘’S’’ pour échantillons et ‘’T’’ pour témoins, on peut calculer le ‘’ΔΔCt’’ avec l’équation 

suivante : 

𝑁𝐶(𝐷)
𝑁𝑅(𝐷)
𝑁𝐶(𝑇)
𝑁𝑅(𝑇)

=  

𝑁0𝐶(𝐷) ×  𝑃𝐶
   𝐶𝐹𝐶(𝐷)

𝑁0𝑅(𝐷) ×  𝑃𝑅
   𝐶𝐹𝑅(𝐷)

𝑁0𝐶(𝑇) ×  𝑃𝐶
   𝐶𝐹𝐶(𝑇)

𝑁0𝑅(𝑇) ×  𝑃𝑅
   𝐶𝐹𝑅(𝑇)

=  
𝑃𝑎𝐹𝐷𝐹𝐷𝐸ℎ𝐷𝐹𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐹 (𝐷)

𝑃𝑎𝐹𝐷𝐹𝑇é𝑚𝐷𝐷𝐹𝑚 (𝑇)
= 1 

Phase de latence 

Phase exponentielle 

Phase stationnaire 

Figure 35 : Représentation de l'intensité de fluorescence en fonction du nombre de cycles au cours d'une 
amplification en qPCR. Ct : Cycle threshod 

Ct 

N
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En effet, au ‘’Ct’’, Cycle threshold, (cycle seuil déterminant le début de la phase exponentielle 

de l’amplification PCR) (Figure 35), le nombre de copies détectées des gènes cibles (C) et de 

référence (R) ne sont pas les mêmes mais le ratio  ‘’NC/ NR’’ est constant et identique pour le témoin 

(T) et l’échantillon (S). Le ‘’Ct’’ représentant une intensité de fluorescence, même si le témoin et 

l’échantillon ont un ‘’Cp’’ différents, au ‘’Ct’’ ils ont le même nombre de molécules (Figure 35). Donc 

Ratio(S)/Ratio(T) = 1.  

On obtient donc après simplification : 

𝑁0𝐶(𝐷)
𝑁0𝑅(𝐷)
𝑁0𝐶(𝑇)
𝑁0𝑅(𝑇)

=  

𝑃𝐶
   𝐶𝐹𝐶(𝐷)

𝑃𝑅
   𝐶𝐹𝑅(𝐷)

𝑃𝐶
   𝐶𝐹𝐶(𝑇)

𝑃𝑅
   𝐶𝐹𝑅(𝑇)

=  
𝑃𝐶

   𝐶𝐹𝐶(𝐷)

𝑃𝑅
   𝐶𝐹𝑅(𝐷)  ×  

𝑃𝑅
   𝐶𝐹𝑅(𝑇)

𝑃𝐶
   𝐶𝐹𝐶(𝑇) =  𝑃𝐶

 −(𝐶𝐹𝐶(𝐷) − 𝐶𝐹𝐶(𝑇)) × 𝑃𝑅
  −(𝐶𝐹𝑅(𝑇)−  𝐶𝐹𝑅(𝐷)) 

 

Si l’efficacité des deux PCR est identique (E = EC = ER) et de 100 %, on peut écrire : 

2−(𝐶𝐹𝐶(𝐷) − 𝐶𝐹𝐶(𝑇)+ 𝐶𝐹𝑅(𝑇)−  𝐶𝐹𝑅(𝐷)) =  2−�(𝐶𝐹𝐶(𝐷) − 𝐶𝐹𝑅(𝐷)� − �𝐶𝐹𝐶(𝑇)− 𝐶𝐹𝑅(𝑇)�) =  2−ΔΔCt  

ii. Vérification de l’efficacité des amorces en plaque à 384 puits 

Les amorces ont été dessinées dans les ORFs des séquences obtenues par le séquençage du 

transcriptome à l’aide du logiciel ePrimer3 (http://mobyle.pasteur.fr/cgi-

bin/portal.py#forms::eprimer3) afin d’obtenir des produits PCR d’environ 180 pb dont les séquences 

sont disponibles en Annexe 3. Leur efficacité a été évaluée en plaque à 384 puits sur un pool d’ADNc 

représentatif de chaque condition. Les réactions ont été réalisées dans un volume final de 10 µL 

contenant le mix SsoFast™ EvaGreen® Supermixes à 1X final (BioRad, France), 0,5 µM d’amorce sens 

et anti-sens, 2 µL d’ADNc. Le cycle PCR est composé d’une étape de 20 secondes à 95 °C suivis de 40 

cycles de deux étapes avec une étape d’une seconde à 95 °C puis de 20 secondes à 60°C, à la fin de 

laquelle l’intensité de fluorescence est mesurée. À la fin des 40 cycles, une courbe de fusion pour 

chaque échantillon a été réalisée avec une étape de 15 secondes à 95 °C suivie d’ une étape de 1 

minute à 60 °C puis d’une mesure en continu de la fluorescence concomitante avec une 

augmentation de 0,05 °C par seconde jusqu’à 95°C. Les amorces présentant une mauvaise efficacité 

(plus de 105 et moins de 95 %) ont été redessinées et testées à nouveau. 

Une fois l’efficacité des amorces validée, les réactions de RT-qPCR ont été réalisées sur une 

puce Fluidigme Biomark (96 x 96). Une plaque à 96 puits contenant les mix d’amorces ‘’sens’’ et 

‘’anti-sens’’ et une autre plaque à 96 puits contenant les cDNA ont été déposées sur le plateau PlaGe. 

Les équipes sur place se sont chargées de réaliser la puce. Le principe de la puce Biomark est de 

réaliser les réactions de RT-qPCR dans un volume réactionnel d’un nanolitre (Figure 36).  
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Le traitement statistique des valeurs a été réalisé à partir des calculs de ΔΔ Ct, à l’aide du 

package Limma du logiciel R (Ritchie et al. 2015). Les fonctions principales utilisées dans le script sont 

la fonction ‘’lmfit’’, ‘’contrast.fit’’ et ‘’eBayes’’. 

d. Localisation de l’expression de cinq gènes par Hybridation In Situ (HIS) 
sur embryon de R. balthica 

Les cinq gènes utilisés pour l’HIS ont été choisis parmi les contigs différentiellement exprimés 

lors de l’étude du séquençage en conditions différentielles et dont les séquences codent pour la Béta 

Tubuline, la Dentine, Chordin-like, l’Acétylcholine estérase et enfin la Fibrilline. Le gène de la Béta 

tubuline nous a servi de contrôle positif. Le dessin des amorces a été réalisé sur les ORF des contigs 

d’intérêts à l’aide du logiciel ePrimer3 (http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal.py#forms::eprimer3) 

afin d’obtenir des fragments PCR d’environ 700 pb (Tableau 10).  

 

 

Tableau 10 : Couples d’amorces utilisées pour la construction des sondes 
Identifiant du 

contig Fonction Nom de 
l’amorce Séquences Taille (pb) 

Rp1_contig_31167 Dentin 
I.S.F1 CCTGTCGCAGCTGTTAGACA 

701 
I.S.R1 GGCCGAGTGTTGACAGATGA 

Rp1_contig_01993 Kielin/Chordin 
I.S.F2 GCACTGACTCGGGTATTGCT 

704 
I.S.R2 TTGTACACACGAGCCTGTGG 

Rp1_ACES.1.2 
Acétylcholine 

estérase 
I.S.F3 TGTCCTTGACGTCTCACAGC 

704 
I.S.R3 CTAACCGGACAGGATCAGCC 

Rp1_LOC101861648.2.2 Fibrilline 
I.S.F4 CCAGGAACACTAACCCCGAC 

705 
I.S.R4 GCCCCACAAGCTTACACTCT 

Rp1_TBB Tubuline béta 
I.S.F5 TGTTTCCGCACCCTGAAACT 

700 
I.S.R5 CACCTTCTCCCTCCTCCTCA 

Figure 36 : Puce Biomark 96x96 



 

73 

 Matériel et Méthodes 

i. Clonage des ADNc des gènes sélectionnés 

Les fragments de gènes d’intérêts ont été amplifiés par PCR. La PCR a été réalisée à partir des 

ADNc obtenus pour l’étude en RT-qPCR (III.b.) dans un volume final de 25 µL contenant les dNTP à 

0,2 mM final, le MgCl2 à 1,5 mM, du tampon PCR à 1X (sans MgCl2), et les amorces sens et anti-sens 

à 0,5 µM final, 2 µL d’ADNc et 1,25U de Taq polymérase (Invitrogen, France). Le programme PCR 

appliqué consistait en un cycle de 5 minutes à 95°C suivi par 35 cycles de 1 minute à 95 °C, 1minute à 

60°C et de 30 secondes à 72°C pour finir par 10 minutes à 72°C (Multigene, Labnet, France). Les 

produits PCR ont ensuite été purifiés par extraction sur gel à l’aide du kit GenElute™ Gel Extraction 

Kit (Sigma-Aldrich, France) selon les recommandations du fournisseur. Les fragments purifiés ont 

ensuite été clonés dans le vecteur pCR®II-TOPO® TA du kit TOPO® TA Cloning® Kit, Dual promotor 

(Invitrogen, France), possédant deux promoteurs spécifiques aux deux ARN polymérases SP6 et T7 

(Figure 37) de chaque côté du site polylinker.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le clonage a été réalisé selon les recommandations du fournisseur, avec un ratio 

insert/vecteur de 1:1 et de 3:1. Les vecteurs ont été insérés dans la souche bactérienne Escherichia 

coli (E. coli) chimiquement compétente (de génotype : F- Φ80lacZΔM15 Δ(lacZYA-argF) 

U169 recA1 endA1 hsdR17 (rk-, mk+) phoAsupE44 thi-1 gyrA96 relA1 λ-) du kit Subcloning Efficiency™ 

DH5α™ Competent Cells. La transformation a été réalisée selon les recommandations du fournisseur. 

Les colonies d’intérêt ont été cultivées dans 7 mL de LB liquide contenant 100 µg/mL d’ampicilline 

puis les plasmides extraits sur 2 ml de culture bactérienne à l’aide du kit PureLink® HiPure Plasmid 

miniprep Kit (Invitrogen, France) selon les recommandations du fournisseur. Après vérification par 

PCR et séquençage (plateau Get purpan) de la présence et de l’orientation des inserts, une 

maxiculture des clones bactériens validés a été réalisée suivie d’une maxipréparation de l’ADN 

Figure 37 : Carte de restriction du vecteur "PCRII TOPO Vector". 
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plasmidique à l’aide du kit PureLink® HiPure Plasmid Filter Maxiprep Kit selon les recommandations 

du fabricant.  

ii. Synthèse des sondes par transcription in vitro 

Une fois le sens d’insertion obtenu par le séquençage, les plasmides ont été linéarisés avec des 

enzymes de restrictions coupant une seule fois le vecteur et ne possédant pas de site de coupure sur 

la séquence de l’insert (Figure 38). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les sondes sens et anti-sens ont été synthétisées par transcription in vitro. La réaction a été 

réalisée dans un volume de 20 µL contenant 1 µg de vecteur linéarisé, du tampon à 1X (Invitrogen, 

France), les nucléotides ATP, GTP, CTP à 0,4 mM (Invitrogen, France), les nucléotides UTP à 0,27 mM 

(Invitrogen, France) et les UTP marqués à la digoxygénine (dig-UTP) à 0,38 mM (Roche, France) et 

20U d’ARN polymérase T7 ou SP6 (Invitrogen, France). La transcription a été réalisée 2 heures à 37°C. 

La quantité d’ARN synthétisés a été évaluée par Dot Blot sur membrane de nylon avec une solution 

standard d’ARN marqués à la digoxygénine, DIG-labeled Control RNA (Roche, France) (diluée de 10 

ng/µL à 10 pg/µL) et avec les sondes sens et anti-sens diluées de 5 ng/µL à 5 pg/µL. La fixation, le 

blocage des sites non spécifiques et la révélation ont été réalisés selon les recommandations du 

protocole Roche DIG Application Manual for Nonradioactive In Situ Hybridization (VIII, 59-64). 

iii. Hybridation In Situ in toto sur embryons de R. balthica 

L’exposition des mollusques aux sondes marquées a été réalisée à l’aide d’un protocole adapté 

de Zimmerman et al., 2013, Wei et al., 2011 et de Hohagen et al., 2015. Les mollusques 

précédemment exposés à de l’eau ANOR pour la condition témoin ou à la concentration de 10 µg/L 

d’oxazépam ont été isolés au stade véligère tardif. Les mollusques ont été récoltés puis 

immédiatement fixés dans une solution de paraformaldéhyde (PFA) à 4% (masse/volume) pendant 

une nuit.  

Figure 38 : Position des sites de restrictions et des sites d’initiations de transcription. BamHI, HindIII, NotI, XhoI : Sites de 
coupure pour les enzymes de restriction BamHI, HindIII, NotI, XhoI ; Sp6 et T7 : Promoteurs des ARN polymérases Sp6 et T7 
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Les échantillons fixés ont ensuite été lavés 3 fois 5 minutes à température ambiante dans une 

solution de PBST 1X (Tampon Salin Phosphate 1X, Tween 20 à 0,1%) puis déshydratés par des bains 

successifs de 5 minutes de méthanol à 25, 50, 75 % de méthanol puis 2 bains de 5 minutes dans 100 

% de méthanol. Après 1 heure dans un nouveau volume de méthanol, les échantillons déshydratés 

ont été stockés à -20 °C. Les échantillons ont été ensuite réhydratés en réalisant les mêmes bains que 

précédemment mais dans l’ordre inverse en finissant par 2 lavages de 5 minutes dans du PBST 1X. 

Les échantillons réhydratés ont été ensuite disséqués afin d’ôter la gangue et la membrane vitelline. 

Les embryons ont été perméabilisés au SDS à 0,5 % durant 10 minutes puis à la protéinase K à 35 

µg/mL (dans le buffer suivant : 50 mM Tris à pH 7,5, 50 mM EDTA en eau DEPC) 10 minutes à 

température ambiante. La protéinase K a été inactivée par 2 bains de 5 minutes d’une solution de 

glycine à 0.2 % (masse/volume) dans du PBST 1X. Les échantillons ont été post-fixés 30 minutes à 

température ambiante dans du PFA 4% en PBST après 3 rinçages de 5 minutes dans du PBST 1X. 

Après 2 lavages de 5 minutes dans du PBST 1X, les embryons ont été traités 2 fois 15 minutes au 

DEPC 0,1 % dans du PBST (inactivation des RNAases). Suite à 3 lavages au PBST, les échantillons ont 

été préhybridés d’abord dans une solution composée de 50 % de PBST 1X et 50 % de solution 

d’hybridation (50 % de formamide, tampon Salin Sodium Citrate (SSC) à 5X, 50 µg/mL d’héparine, 

100 µg/mL d’ADN de sperme de saumon, Tween 20 à 0,1 %) 5 minutes à température ambiante puis 

5 minutes dans 100 % de solution d’hybridation à température ambiante et enfin durant 2 h15 dans 

ce même bain sous agitation, la solution ayant été renouvelée à l’issue des 15 premières minutes 

d’incubation. Les embryons ont ensuite été hybridés une nuit à 55°C dans la solution d’hybridation 

contenant les sondes d’ARN marquées au Dig-UTP diluées aux 1:500e (soit entre 60 et 120 ng/mL 

selon les sondes) et au 1/1000e (soit 30ng/ml) pour la sonde Béta Tubuline. Les sondes ont été 

préalablement dénaturées 10 minutes à 70 °C puis immédiatement refroidies à 4°C. Les embryons 

ont ensuite été lavés 3 fois 15 minutes à 55 °C dans la solution I (50 % formamide, SSC 5X, Tween 20 

à 0,1 %) puis une fois à 55°C avec une solution composée à 50% de solution I et de 50% de solution II 

(0,5 M NaCl, 10 mM Tris-HCI à pH 7,5 et Tween 20 à 0,1 %). Les échantillons ont été ensuite lavés 3 

fois 5 minutes avec la solution II puis incubés 2 fois 30 minutes dans la solution II contenant de la 

RNase A (100 µg/µL) et de la RNase T1 (100 U/µL) à 37 °C. Les échantillons ont ensuite été lavés 2 fois 

30 minutes à 55 °C avec la solution III (50 % formamide, SSC 2X, Tween 20 à 0,1 %) puis 3 fois 5 

minutes dans du PBST 1X à température ambiante. Les échantillons ont été bloqués 2 fois 1 heure 

dans une solution de PBST:BSA à 100 mg/mL (Bovine serum albumin) à 10 °C. La solution de blocage 

a été éliminée puis le marquage a été réalisé pendant 10 heures à 10 °C avec une solution d’anticorps 

Anti-Digoxigenin-AP, Fab fragments from sheep à 0,75 U/µL (Roche, France), diluée au 1 :3000e dans 

la solution de PBST:BSA. 
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Les échantillons ont été lavés 15 fois 10 minutes avec une solution de PBST 1X à température 

ambiante puis 2 fois 10 minutes avec du tampon 3 (0,1 M NaCl, 50 mM MgCl2, 0,1 M Tris à pH 9,5). 

La coloration a été initiée à l’aide d’une solution de NBT:BCIP (Roche, France) diluée au 1 :50éme dans  

le tampon 3 sans MgCl2. La coloration a été stoppée après 4 heures pour la Béta Tubuline et après 18 

heures pour les autres gènes. Les échantillons ont ensuite été lavés 3 fois 10 minutes avec du PBST 

1X, 2 fois 5 minutes avec une solution de glycine à 0,1 M et à pH 2, 3 fois 5 minutes dans du PBST 1X 

puis post-fixées 12h à 4 °C avec une solution de PFA à 4 % /PBST 1X. Les échantillons ont ensuite été 

lavés 2 fois 10 minutes dans du PBST 1X puis dans une solution de glycérol à 50% et enfin stockés 

dans une solution de glycérol à 80 % à 4 °C. 

e. Extraction de l’ARN total de S. polychroa et traitement statistique pour 
l’étude de la réponse transcriptomique par RT-qPCR 

Au terme de l’exposition, 7 planaires par réplicas et par condition ont été isolées à raison 

d’une planaire par tube. Chaque planaire a été conservée dans 100 µL de RNA later (Ambion by Life 

Technologies, France) avant de réaliser l’extraction d’ARN. Le broyage a été réalisé avec 1000 µL de 

TRIzol® Reagent (Life Technologie, France) ajouté au mélange RNA later/planaire à l’aide de pistons 

stériles RNase et DNase free. Par la suite, l’extraction, la précipitation et le lavage des ARNs ont été 

réalisés selon les recommandations du fournisseur (TRIzol® Reagent, Life Technologies, France). Les 

ARNs ont ensuite été solubilisés dans 20 µL d’eau traitée au DEPC (diéthyle-pyrocarbonate, Sigma, 

France). 

 Les échantillons d’ARNs extraits ont été traités à la DNAse I avec le kit DNA Free kit (Ambion 

by Life Technologies, France) selon les recommandations du fabricant, afin d’éliminer la présence 

d’ADN dans les échantillons. La qualité et la concentration ont été mesurées avec un Nanodrop 

2000TM (Thermo Scientifique, France) puis les échantillons ont été stockés à -80 °C. 

Une reverse transcription (RT) a ensuite été réalisée sur 500 ng d’ARN total dilués dans 10 µL 

d’eau traitée au DEPC. La réaction de transcription a été réalisée avec des random hexamer, à l’aide 

du kit M-MLV (Invitrogen, France) selon les recommandations du fournisseur. Les ADNc synthétisés 

ont été ensuite dilués au 1/5e pour diluer les inhibiteurs de PCR présents dans les échantillons. 

La méthodologie utilisée pour l’amplification en RT-qPCR de l’étude transcriptomique est la 

même que celle du III. a.. Le protocole utilisé pour le dessin et la validation des amorces est identique 

au III. a., mais l’étude en puce Fluidigm (Biomarck) a été réalisée sur 2 puces différentes car il y avait 

cette fois 14 échantillons par conditions à tester avec 3 conditions par médicaments. Ainsi nous 

avons réalisé une puce avec les échantillons issus des planaires exposées à l’oxazépam, sertraline 

ainsi que de 7 témoins. La deuxième puce a été réalisée avec ceux issus des planaires exposées à la 
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carbamazépine, la cyamémazine ainsi que de 7 témoins. La méthode utilisée pour le traitement 

statistique des résultats est la même que celle du III.a..  

f. Dosage de l’activité hydrolytique de la trypsine 
L’activité enzymatique de la trypsine a été déterminée selon la méthode de Garcia-Carreño et 

Haard (1993), adaptée de Charron 2014 et adaptée à S. polychroa (García-Carreño and Haard 1993; 

Charron 2014). Cette technique utilise comme substrat le Nα-benzoyl-DL-arginine 4-nitroanilide 

hydrochloride (BAPNA) (Sigma-Aldrich®, France). La trypsine, par hydrolyse de la liaison amide du 

substrat, libère deux composés, la Nα-benzoyl-L arginine (Nα-BA) et la p-nitroaniline (pNA) (produit 

de couleur jaune avec un λmax de 410 nm). Ainsi, la formation de pNA peut être suivie en mesurant 

l’absorbance de ce produit à 410 nm (Figure 39). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Trois planaires par réplicat de chaque condition ont été poolées dans un tube de 1,5 mL et 

conservées à -80 °C pour réaliser le dosage de l’activité hydrolytique de la trypsine. Le broyage des 

échantillons a été réalisé dans 15 µL de tampon de broyage Tris-HCl (0,01M à pH 7) par mg de tissu à 

l’aide d’un piston jusqu’à l’obtention d’une solution homogène. Les échantillons ont ensuite été 

centrifugés à 15000 x g pendant 30 min à 4 °C. Vingt microlitres de surnageant ont été utilisés pour le 

dosage des protéines totales des échantillons, le reste du surnageant étant utilisé pour le dosage de 

l’activité enzymatique de la trypsine. Les tubes ont été conservés à -80 °C. 

La concentration en protéines totale des échantillons a été déterminée selon la méthode de 

Bradford (1976) en diluant les échantillons au 1/3. Un millilitre de liquide de Bradford a été ajouté à 

20 µL de cette dilution et le mélange a été vortexé puis placé 30 minutes à l’obscurité. La densité 

optique de l’échantillon a été alors mesurée au lecteur de plaque Infinite®200 PRO (TECAN, France) à 

une longueur d’onde de 595 nm. Une gamme étalon a été réalisée parallèlement à partir de 4 

concentrations de sérum d’albumine bovine (BSA) à 125, 250, 500 et 750 μg/mL afin de déterminer 

les concentrations de protéines présentes dans l’échantillon et exprimées en mg/mL. Des blancs ont 

été réalisés en remplaçant le volume d’échantillon par un volume de tampon de broyage Tris-HCl. 

Trypsine 

Figure 39 : Réaction de l’hydrolyse du BAPNA en Nα-BA et pNA par la trypsine. 
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Le dosage de l’activité de la trypsine a été réalisé avec une solution de BAPNA à 3mM et à pH 

8, préparé avec un tampon Tris-Base (50mM), CaCl2 (20mM) et DMSO (diméthylsulfoxide). Au 

moment du dosage enzymatique, 0,5 mL de substrat a été ajouté aux 0,2 mL d’extrait enzymatique. 

L’échantillon a été ensuite incubé 10 minutes à 45 °C. Pour interrompre la réaction, 0,5 mL d’acide 

acétique à 30% a été ajouté au mélange. La quantité de produits formés à l’issue de la réaction a été 

mesurée au spectrophotomètre à une longueur d’onde de 410 nm. Des blancs ont été également 

préparés en incubant l’extrait enzymatique seul et en ajoutant le substrat après l’acide acétique. Le 

calcul de l’activité enzymatique de chaque enzyme a été réalisé à partir d’une gamme étalon de p-

nitroaniline (Sigma-Aldrich®, France) avec des concentrations comprises entre 0 et 0,3 mM. Les 

activités enzymatiques obtenues ont été ramenées à la quantité de protéines totale dans 

l’échantillon et exprimées en Katals/mg de protéines. 

L’analyse des résultats a conduit à un traitement statistique afin de déterminer les différences 

significatives entre chaque essai par rapport au témoin. Les tests ont été réalisés à l’aide du logiciel R 

(version 3.2.3). Un modèle linéaire généralisé (GLM) de type ANOVA a été appliqué sur les résultats 

puis les résidus de l’ANOVA ont été représentés graphiquement afin de vérifier l’homoscédasticité 

des résultats. Ensuite, un test post-hoc de Student avec une correction de Bonferroni ont été 

réalisés. Pour finir, un test de Duncan avec un degré de confiance de 0,95 a permis d’assigner les 

groupes d’appartenances de chaque condition. 
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CHAPITRE 3 : LES PSYCHOTROPES PERTURBENT-ILS LE 
DEVELOPPEMENT EMBRYONNAIRE DU R. BALTHICA ? 

I. Cinétiques de dégradation des psychotropes 
Afin de nous assurer que les molécules ne se dégradent pas au cours de l’exposition des 

embryons de mollusques nous avons réalisé une cinétique de dégradation par HPLC des 4 molécules 

étudiées pendant 10 jours (pour l’exposition des planaires, les solutions de médicaments ont été 

renouvelées tous les 2 ou 3 jours). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La figure 40 présente les résultats de la cinétique de dégradation des molécules 

médicamenteuses en condition d’exposition des embryons de mollusques. On peut constater que ces 

molécules ne se dégradent pas au cours des 10 jours d’exposition des embryons de Radix. Le volume 

d’un mollusque juvénile (environ 0,05 mm3 (500x400x250 µm)) ne représente que 0,013 % du 

volume d’exposition (300 µL), nous faisons l’hypothèse qu’au cours des 10 jours d’exposition le 

mollusque ne peut pas absorber toutes les molécules de médicaments et reste donc en contact avec 

celui-ci tout au long de l’exposition. 

  

A B 

Figure 40 : Cinétique de dégradation de l'oxazépam (A), la carbamazépine (B), la cyamémazine (C) et la sertraline (D) dans les conditions 
d’exposition des embryons de mollusques, mais sans les organismes. Les rapports ont été calculés à l’aide d’un standard interne très stable au 
cours du temps (la caféine). 



 

82 
 

 Résultats et discussions des expérimentations menées sur R. balthica 

II. Étude de l’embryotoxicité de quatre psychotropes sur le 
R. balthica 

Cette première partie est consacrée à l’étude de l’impact de chaque psychotrope sur le 

développement embryonnaire du R. balthica. Afin d’étudier l’effet de ces molécules, nous avons 

choisi de suivre le développement d’embryons de R. balthica exposés du stade trochophore jusqu’à 

l’éclosion. Le retard d’éclosion des embryons a été mesuré après 8 jours d’exposition aux 

médicaments, puis comparé aux témoins que nous avons analysés. 

a. Étude des perturbations du développement embryonnaire du R. balthica 
exposé à l’oxazépam (OXZ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La figure 41 représente le taux d’éclosion moyen des mollusques exposés à différentes 

concentrations d’OXZ. Les valeurs moyennes des deux témoins (H2O AFNOR et Alcool 1:10000) ne 

montrent pas de différence significative. Les pourcentages d’éclosion à 8 jours pour l’eau AFNOR et 

l’alcool (1:10000) sont respectivement de 77,7 % et de 79,5 %. De ce fait, on peut considérer que 

l’alcool n’a pas d’effet sur le taux d’éclosion du R. balthica et valide ainsi notre méthode de 

solubilisation des molécules. Par la suite, la significativité des résultats a été déterminée par 

comparaison du témoin alcool aux expositions à l’OXZ. Les organismes exposés à 10 (p-value < 0.05), 

25 (p-value = 0.096) et à 100 µg/L (p-value < 0.05) d’OXZ présentent un retard significatif d’éclosion. 

A l’issue de ce test d’embryotoxicité, on peut déterminer pour l’OXZ une LOEC à 10 µg/L et une NOEC 

à 5 µg/L. Deux pics d’inhibition du développement embryonnaire peuvent être observés (de 10 à 25 

Figure 41 : Évaluation de la toxicité embryonnaire de l’oxazépam sur le mollusque R. balthica. (% moyen ± ET) (Test du xi², 
p-value : *** < 0.001 ; ** < 0.01 ; * < 0.05 ;͎ ● < 0.1) 

**
 

**
 . 
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et 100 µg/L) avec entre les deux un développement embryonnaire normal pour la concentration 50 

µg/L.  

b. Étude des perturbations du développement embryonnaire du R. balthica 
exposé à la carbamazépine (CBZ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Les résultats des tests d’embryotoxicité de la carbamazépine sont présentés sur la figure 42. 

Les organismes exposés à 0,165, 25, 50 et 100 µg/L de CBZ présentent un retard significatif d’éclosion 

par comparaison au témoin alcool. A l’issue de ce test d’embryotoxicité, on peut déterminer pour la 

CBZ une LOEC à 0,165 µg/L. On observe, comme pour l’OXZ, deux pics d’inhibition du développement 

embryonnaire (0,165 et 25 à 100 µg/L) avec entre les deux plages d’inhibition un développement 

embryonnaire sans retard d’éclosion significatif.  

c. Étude des perturbations du développement embryonnaire du R. balthica 
exposé à la cyamémazine (CYZ) 

Les organismes exposés à 100 µg/L de CYZ présentent un retard significatif d’éclosion par 

comparaison au témoin alcool. Grâce à ce test d’embryotoxicité, on peut déterminer pour la CYZ une 

LOEC à 100 µg/L et une NOEC à 50 µg/L (Figure 43).  

 

 

 

 

 

Figure 42 : Évaluation de la toxicité embryonnaire de la carbamazépine sur le mollusque R. balthica. (% moyen ± ET) (Test 
du xi², p-value : *** < 0.001 ; ** < 0.01 ; * < 0.05 ; ● < 0.1) 
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d. Étude des perturbations du développement embryonnaire du R. balthica 
exposé à la sertraline (SRT) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La figure 44 présente les résultats du test d’embryotoxicité de la sertraline. Les organismes 

exposés à 0,001, 10 et 100 µg/L de SRT présentent un retard significatif d’éclosion par comparaison 

au témoin alcool avec des p-values respectives de 0,099, 0,079 et < 0,05. A l’issue de ce test 

d’embryotoxicité, on peut déterminer pour la SRT une LOEC à 0,001 µg/L (Figure 44). 

**
* 

Figure 43 : Évaluation de la toxicité embryonnaire de la cyamémazine sur le mollusque R. balthica. (% moyen ± ET) (Test du 
xi², p-value : *** < 0.001 ; ** < 0.01 ; * < 0.05 ; ● < 0.1) 

. . 

* 

Figure 44 : Évaluation de la toxicité embryonnaire de la sertraline sur le mollusque R. balthica. (% moyen ± ET) (Test du xi², 
p-value : *** < 0.001 ; ** < 0.01 ; * < 0.05 ; ● < 0.1) 
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e. Bilan et discussion de l’embryotoxicité des 4 médicaments sur le R. 
balthica 

Le développement embryonnaire est composé de plusieurs phases durant lesquelles de 

nombreuses protéines sont synthétisées et interviennent dans le centre d’acquisition du plan 

d’organisation (polarisation, feuillet et organogenèse). Cette étape du développement d’un 

organisme est donc très sensible à toutes variations ou contaminations physico-chimiques et 

biologiques. Le développement embryonnaire étant le stade où les organismes sont les plus 

sensibles, nous avons supposé que les psychotropes pourraient impacter ce stade chez le R. balthica.  

L’exposition des embryons de R. balthica à chacune des quatre molécules médicamenteuses 

étudiées a permis de déterminer l’effet de ces médicaments sur le développement embryonnaire du 

Radix représenté par le retard à l’éclosion (Tableau 11). On peut constater que les effets sont 

molécules dépendants et que le Radix n’a pas le même seuil de sensibilité pour toutes les molécules. 

Pour l’OXZ, on a pu mesurer une LOEC à 10 µg/L, alors que pour la CBZ on a relevé une LOEC à 0,165 

µg/L. Enfin, pour la CYZ et la SRT, on enregistre deux LOEC respectives de 100 et 0,001 µg/L. Ces 

résultats suggèrent que, concernant ce paramètre, le Radix est plus sensible à la SRT et à la CBZ qu’à 

l’OXZ et à la CYZ.  

Tableau 11: Bilan des perturbations du développement embryonnaire du Radix par les psychotropes 

 Eclosion à 8 jours Eclosion à plus de 8 jours 

Témoin Alcool ≈ 88 % d’éclosion ≈ 99 % d’éclosion 

Oxazépam ↘ 10, 25 et 100 µg/L Pas d’effet 

Carbamazépine ↘ 0,165, 25, 50 et 100 µg/L Pas d’effet 

Cyamémazine ↘ 100 µg/L Pas d’effet 

Sertraline ↘ 0,001, 10 et 100 µg/L Pas d’effet 

i. Oxazépam 

L’OXZ retarde significativement le développement embryonnaire du Radix de façon non 

linéaire. On constate un retard du développement embryonnaire pour une exposition à 10 et 

25 µg/L, à 50 µg/L on ne constate aucun effet significatif de l’OXZ et enfin on retrouve un effet pour 

une exposition à 100 µg/L d’OXZ. Les travaux de Huerta et al. (2016) montrent que l’OXZ inhibe le 

déplacement du poisson Pimephales promelas à 4,7 µg/L, mais n’a pas d’effet à 0,8 et 30,6 µg/L. Une 

quantification de l’OXZ dans différents compartiments du poisson après exposition à différentes 

concentrations d’OXZ a également été réalisée dans cette étude, suivie d’un calcul des facteurs de 

bioconcentration (FBC). Il en résulte que la bioconcentration de l’OXZ est fonction du tissu étudié 

ainsi que de la concentration d’exposition, comme le montre cette étude ainsi que celle d’Heynen et 

al, 2016. Les auteurs (Huerta et al. 2016) observent un FBC de 10 pour la plus faible concentration 

étudiée (0,8 µg/L) et de 3,3 pour la plus forte concentration étudiée (30,6 µg/L) (Huerta et al. 2016). 
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Dans le cerveau, on constate des FBC très différents de ceux du plasma avec un FBC de 51 pour une 

exposition des organismes à 0,8 µg/L et un FBC de 4,8 pour une exposition à 30,6 µg/L. Il est évident 

que la bioconcentration de l’OXZ est dépendante de la concentration de l’OXZ dans le plasma, 

puisque c’est celui-ci qui perfuse les différents organes. Les plus forts taux d’OXZ ont été retrouvés 

dans le cerveau et le foie des poissons. Ces résultats montrent que l’OXZ s’accumule différemment 

dans les organes d’un organisme aquatique en fonction de la concentration en médicament du milieu 

dans lequel il est exposé. Ceci pourrait partiellement expliquer les effets doses-spécifiques de l’OXZ 

sur le développement embryonnaire du Radix. En effet, chaque concentration utilisée pourrait 

entraîner une bioconcentration et donc une concentration différente d’OXZ dans les organes. L’OXZ 

pourrait donc atteindre des seuils de réponses spécifiques des différents processus cellulaires de 

manière organes-spécifiques. Ce phénomène de réponses doses-spécifiques a également été observé 

sur des organismes aquatiques exposés à d’autres antidépresseurs (Ankley et al. 2010; Minguez et al. 

2014; Estévez-Calvar et al. 2016). 

ii. Carbamazépine 

Comme on a pu le voir dans les résultats, la carbamazépine à 0,165, 25, 50 et 100 µg/L allonge 

le temps nécessaire aux embryons de R. balthica pour arriver à l’éclosion. L’étude de Bendz et al. 

(2005) a évalué la toxicité de la CBZ sur l’activité du gammare (Gammarus pulex). Cette étude montre 

une LOEC de 0,01 µg/L, soit 10 fois plus faible que celle du Radix. Cependant, cette étude évalue une 

réponse comportementale (la mobilité) du gammare et non un effet sur le développement 

embryonnaire. Contrairement à notre étude, qui a montré un retard de développement pour les 

embryons de Radix exposés à la CBZ, van den Brandhof and Montforts (2010), ont quant à eux, 

montré un effet embryotoxique de la CBZ sur les larves de poisson-zèbre exposées 72h à 12,5 mg/L, 

qui se manifeste par une courbure de la queue. L’équipe d’Oropesa et al. (2016) a montré que la CBZ 

n’a pas d’effet sur l’exposition directe d’embryons de D. magna. Par contre, ils ont montré que 

l’exposition maternelle de D. mangna à des concentrations de CBZ de 10 à 200 µg/L impacte le 

développement embryonnaire de la descendance. Jusqu’à 61% des juvéniles présentaient des 

anomalies morphologiques comme une courbure de l’extrémité apicale du manteau (la région 

caudale), anomalie la plus fréquemment rencontrée suite à l’exposition à la CBZ (Oropesa et al. 

2016). La CBZ induit donc des effets transgénérationnels sur la daphnie. Pour poursuivre nos travaux, 

il serait donc intéressant de mener des études de l’impact transgénérationnel des psychotropes sur 

le Radix. Mu et LeBlanc (2002) qui ont mis en évidence la présence d’anomalies du développement 

chez les embryons de daphnies exposés à la CBZ expliquent ce phénomène par la diminution du taux 

de 20-Hydroxyecdysone (20-HE ou ecdysone) dans l’organisme, hormone qui contrôle chez les 

arthropodes, l’embryogenèse, la mue et la métamorphose. En effet, les études de Subramoniam 
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(2000) et de Mu et LeBlanc (2002) montrent que la CBZ empêche la migration de l’ecdysone 

maternelle vers les embryons de daphnie, seule source d’ecdystéroide des stades précoces du 

développement embryonnaire et principale hormone impliquée dans le contrôle de l’embryogenèse. 

Des résultats similaires de Mu et LeBlanc (2002), montrent que le fenarimol (un fongicide) agit, de la 

même façon que la CBZ, comme un anti-ecdystéroide en diminuant les taux d’ecdysone endogène 

chez D. magna. Comme l’ont montré Whitehead et Sellheyer, 1982 l’ecdysone est présente chez les 

mollusques et intervient lors de la calcification de la coquille chez L. stagnalis. Ainsi, le retard 

d’éclosion observé lors du test d’embryotoxicité pourrait être en partie liée à l’inhibition de 

l’ecdysone et même provoquer une mauvaise calcification de la coquille des Radix. De plus, ces 

résultats suggèrent que la CBZ pourrait aussi impacter la descendance des Radix dont les parents 

auraient été exposés à la CBZ.  

iii. Cyamémazine 

La CYZ semble peu impacter le développement des embryons de Radix. En effet, on observe un 

retard de développement significatif uniquement pour une concentration à 100 µg/L. Chez le poisson 

médaka, la CYZ est la molécule présentant la plus faible toxicité des molécules testées (Chiffre et al. 

2016). Cette étude portant sur la toxicité de plusieurs molécules médicamenteuses sur le poisson 

médaka (Oryzias latipes), propose une LOEC (létalité) à 1220 µg/L, soit environ 10 fois plus élevée 

que la LOEC du Radix. Morlière et al. (2004) ont évalué la toxicité de la CYZ sur une culture de 

fibroblastes humains et de kératinocytes humains. Il ressort de cette étude des DL50 respectives de 

80,8 µg/L (0,25 µM) et de 160 µg/L (0,5 µM). La toxicité de la CYZ a aussi été évaluée par l’étude de 

Crumb et al. (2006), portant sur l’impact de la CYZ sur les courants ioniques de cellules rénales 

embryonnaires humaines (HEK 293) et sur myocytes humains. Il en résulte que la CYZ à 323 µg/L 

(1µM) diminue significativement le flux d’ions calciums de 18%. Les flux de potassium et de sodium 

ne semblent pas être impactés. L’impact de la CYZ sur les flux calciques pourrait être à l’origine du 

retard de développement chez le Radix. Les ions calciums sont souvent à l’origine de nombreux 

grands mécanismes cellulaires tels que l’exocytose, la contraction musculaire ou encore la 

conduction nerveuse (Heidelberger et al. 1994; Jung and Craig 2008). De ce fait, le retard d’éclosion 

observé pourrait en partie provenir de l’inhibition partielle des flux calciques.  

iv. Sertraline 

Plusieurs études montrent que l’exposition à la SRT entraîne des effets non linéaires et à de 

faibles concentrations. L’étude de Chiffre et al. (2016) a montré que la SRT a un effet létal à de faibles 

concentrations sur des larves de poissons médaka, dès 10 µg/L. Les travaux d’Estèvez-Calvar et al., 

(2016) ont montré des effets létaux et d’immobilisations significatifs sur Brachionus plicatilis exposé 

48h à de faibles concentrations de SRT. Ils observent un effet à 0,001 µg/L, équivalent à une 
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concentration environnementale de la SRT, puis les effets disparaissent pour de plus fortes 

concentrations en SRT. D’autres études montrent un impact de la SRT à de faibles concentrations : 

une CE50 de 67 µg/L chez C. gigas (Minguez et al. 2014), une vitesse de déplacement 

significativement augmentée sur E. marinus dès 0,01 µg/L (Bossus et al. 2014), une CE50 de 206 µg/L 

et une LOEC de 10 µg/L sur des embryons de moules Mytilus galloprovencialis (Estévez-Calvar et al. 

2016). Tout comme dans les travaux d’Estèvez-Calvar et al., (2016), nous observons un effet de la SRT 

à 0,001 µg/L puis aucun effet significatif n’est observable pour de plus fortes concentrations, puis on 

retrouve l’effet à 10 puis à 100 µg/L. Ces résultats suggèrent que la SRT a un effet non linéaire et 

spécifique de la concentration étudiée, comme il l’a été décrit précédemment sur d’autres 

organismes aquatiques exposés à des antidépresseurs (Ankley et al. 2010; Minguez et al. 2014; 

Estévez-Calvar et al. 2016; Huerta et al. 2016). Chez les mammifères, comme chez les invertébrés, il a 

été montré que la sérotonine intervient dans de nombreux processus du développement 

embryonnaire (Sullivan and Levin 2016). La sertraline étant un inhibiteur de la recapture de la 

sérotonine, on peut supposer que cette molécule perturbe les gradients de sérotonine au sein de 

l’embryon, pouvant être à l’origine des retards d’éclosion observés pour les concentrations 

environnementales citées ci-dessus. 

v. Bilan 

Si nous nous intéressons aux effets environnementaux des psychotropes, seules la CBZ et la 

SRT perturbent le développement embryonnaire des Radix aux concentrations d’occurrence en 

milieux aquatiques, respectivement 0,165 et 0,001 µg/L, laissant suggérer un impact sur les 

populations de ce mollusque. En effet, les œufs de Radix sont pondus directement sur le substrat et 

ne sont protégés que par la gangue qui est perméable à de nombreuses molécules (observations 

personnelles). Malgré cette gangue, ces œufs sont la proie de nombreux prédateurs tels que les 

écrevisses, les poissons ou encore les oiseaux. Ainsi, plus la durée du développement embryonnaire 

est longue, notamment en présence de psychotropes, plus les embryons de Radix sont susceptibles 

d’être consommés par un prédateur avant leur éclosion. Cela pourrait donc conduire à une 

diminution des effectifs des populations de Radix exposées à ces deux molécules dans 

l’environnement. La chute des effectifs de Radix (consommateur primaire) dans les cours d’eau 

pourrait conduire à favoriser la croissance des algues et des bactéries contenues dans les biofilms 

benthiques normalement consommée par les mollusques. On peut donc imaginer que les retards de 

développement observés chez le Radix peuvent être transposés à d’autres mollusques dulçaquicoles. 

Ainsi, un déséquilibre entre les différents niveaux trophiques pourrait apparaitre dans les cours d’eau 

exposés aux psychotropes. C’est donc toute l’organisation et le fonctionnement des écosystèmes qui 

vont être perturbés par une exposition aux psychotropes. Nos résultats tendent à envisager que les 
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réseaux trophiques des cours d’eau soumis à ce type de contaminants seront déstructurés au risque 

de voir l’extinction de certaines espèces très sensibles à la réorganisation et à la pollution des cours 

d’eau. De ce fait, il pourrait être intéressant de faire des études transgénérationnelles afin de mettre 

en avant une adaptation ou au contraire une disparition des populations des organismes exposés aux 

psychotropes. De la même manière, des études en mésocosmes en prenant en compte l’ensemble 

d’une structure trophique pourrait permettre d’appréhender les effets envisagés de désorganisation 

du fonctionnement et de la structure d’un écosystème. Pourrait-il y avoir une réorganisation ? Une 

adaptation ? ou au contraire, une forte inhibition de la dynamique des populations ?  

III. Séquençage du transcriptome et analyse en différentiel 
de la réponse transcriptomique du R. balthica exposé à 
l’oxazépam 

Le séquençage du transcriptome de R. balthica a été réalisé en conditions différentielles avec 

deux conditions d’exposition à l’oxazépam, 10 µg/L (TA) et 0,815 µg/L (TB) et une condition témoin 

(Alcool 1:10000). Six répliquats par condition ont été séquencés. Les traitements bio-informatiques 

tels que l’assemblage des ‘’reads’’ (fragment de 200 paires de bases (pb) issu du séquençage), 

l’annotation des contigs issus de l’assemblage et la création d’un tableau de données regroupant le 

nombre de fois où chaque contig (en ligne) a été compté dans chaque répliquat, ont été réalisés par 

la plateforme de bio-informatique UMIAT (UR0875, INRA, Castanet-Tolosan). Les séquences des 18 

librairies ont été soumises sur l’Archive Européenne des Nucléotides (ENA) et sont en libre accès avec 

le numéro d’accession PRJEB12711 (http://www.ebi.ac.uk/ena/data/view/PRJEB12711). L’ensemble 

des résultats de cette partie a été soumis et accepté pour publication dans le journal 

‘’Ecotoxicology’’. 

a. Analyse du séquençage 
i. Description 

Le séquençage des 18 librairies a produit un total de 503 171 850 reads représentés sur la 

figure 45. La quantité de reads obtenus par librairie varie entre 8 millions et 18 millions. 
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Après séquençage, une recherche des contaminations a permis d’apprécier la qualité de la 

préparation des échantillons et donc in fine la qualité du transcriptome (Figure 46). Les 

contaminations par Escherichia coli 536 (E. coli 536), par le bactériophage phi X174 (ΦX174) et par les 

levures sont les principales contaminations enregistrées. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La quantité de reads contaminants pour chaque échantillon est corrélable avec la quantité 

totale de reads de l’échantillon (Figure 45). On observe donc en moyenne pour la contamination par 

E. coli 536, 800 reads contaminants par millions de reads de l’échantillon. Pour la contamination par 

phi X174, on observe une contamination très faible d’environ 150 reads par millions de reads de 

l’échantillon.  

 Avant l’assemblage, il a été nécessaire de réaliser un nettoyage des séquences afin d’éliminer 

les fragments trop courts et les fragments redondants présents en très grand nombre. Cette étape a 

Figure 46 : Représentation de la contamination moyenne de chaque librairie. Bleu majoritaire : E. coli 536, Vert : Levures, Bleu 
clair : phi174 
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Figure 45 : Représentation du nombre de reads obtenus après le séquençage de chaque librairie 
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été réalisée à l’aide des logiciels Trim_galore et Trinity qui améliorent grandement la qualité de 

l’assemblage. La figure 47, présente le nombre de reads par répliquat pour chaque condition. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le nettoyage des reads a permis d’éliminer un total de 39 759 772 reads, aboutissant au final à 

un total de 463 412 078 reads. 

ii. Bilan 

La quantité de reads obtenus lors du séquençage d’un transcriptome varie en fonction de 

l’espèce étudiée, du nombre d’individus dans l’échantillon, du nombre de transcrits présents ainsi 

que de la complexité transcriptomique de l’espèce (épissage alternatif plus ou moins important). 

La contamination observée lors du contrôle après séquençage ne dépasse pas les 

contaminations classiques rencontrées lors des études de séquençage et n’altère en rien la qualité 

des résultats (Strong et al. 2014). 

b. Analyse de l’assemblage et du réalignement (mapping) des reads.  
i. Assemblage 

L’assemblage des reads aboutit à 56 435 contigs (fragments de séquences nucléotidiques) de 

tailles variables, ici entre 200 et 42 475pb (Figure 48).  

 

 

 

 

 

Figure 47 : Graphique représentant le nombre de reads après ''nettoyage'' des fragments trop courts, trop longs ou 
redondants. 
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La majorité des contigs (51,2 %) a une taille inférieure à 1000 pb (1kb). Parmi la totalité des 

contigs, 0,5 % ont une taille supérieure à 10kb. La taille moyenne des contigs est de 1580 pb. Les 

séquences sont composées en moyenne de 31,24% d’adénine (A), 31,18% de thymine (T), 18,77% de 

guanine (G) et 18,81% de cytosine (C). La profondeur moyenne de séquençage des contigs est de 

378,96 reads par contigs.  

ii. Le mapping des reads 

Le réalignement des reads contre les contigs permet de quantifier l’expression de chaque 

contig. La figure 49 montre le pourcentage de reads ayant trouvés une homologie sur un contig (en 

rouge) et le pourcentage de reads n’ayant pas trouvés d’homologie (en bleu). En moyenne, 97% des 

reads ont trouvé un contig.  

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Figure 49 : Représentation de l'efficacité du réalignement des reads. Rouge : pourcentage de reads ayant trouvées un contig ; Bleu : 
reads n’ayant pas trouvé de contigs 

Figure 48 : Diagramme représentant le nombre de contigs en fonction de leur taille (en nt) 
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L’ensemble des résultats obtenu à l’issue du séquençage et de l’assemblage est résumé dans le 

tableau 12. Ces résultats montrent une bonne qualité des séquences et des contigs obtenus, 

notamment au travers du faible pourcentage de reads n’ayant pas trouvé de cibles lors du mapping.  

 

Tableau 12 : Résultat du nettoyage des contigs 

Catégorie 
Reads avant nettoyage 503 171 850 

Reads supprimées 39 759 772 

Reads après nettoyage 463 412 078 

Contigs assemblés 56 435 

Longueur moyenne des contigs (pb) 1 596,68 

Profondeur moyenne des contigs 378,96 

Pourcentage moyen de reads mappés par librairie (%) 97% 
 

iii. Détection des Insertions, Délétions (INDEL) et des polymorphismes d’un seul 
nucléotide (SNP) 

La détection des INDELs et des SNPs a été réalisée avec l’algorithme GATK qui a permis 

d’identifié 455 826 SNPs (92,4 % des variants) et 37 517 INDELs (7,6% des variants) avec 19 628 

insertions et 17 889 délétions, 4 et 3,6 % des variants respectivement.  

iv. Bilan 

L’assemblage du transcriptome a produit un total de 56 435 contigs avec une longueur 

moyenne de 1 579,68 pb qui permet d’augmenter la probabilité de trouver un cadre de lecture 

(Open Reading Frame (ORF)) complet. De plus, cela facilite la prédiction des annotations 

fonctionnelles des contigs. L’annotation fonctionnelle a permis de prédire une fonction pour 44,91 % 

des contigs. Une longueur moyenne de contigs trop grande pourrait être problématique à cause de la 

forte probabilité de trouver plus d’un ORF sur le même contig, ce qui pourrait introduire un biais 

dans le traitement de l’expression différentielle des contigs. La longueur moyenne des contigs de 

notre étude est suffisante pour l’obtention d’ORF complets ou presque, sur la plupart des contigs.  

c. Annotation des contigs 
L’annotation des contigs a été réalisée par BLAST contre la base de données RefSeqProt qui a 

permis d’annoter 24,55% des contigs, contre la base de L. stagnalis qui a permis d’annoter 7,85% des 

contigs, contre la base de B. glabrata qui a permis d’annoter 5,54 % des contigs, contre la base de 

L. gigantea qui a permis d’annoter 3,57 % des contigs, contre la base de C. gigas qui a permis 
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d’annoter 1,94 % des contigs et enfin contre SwissProt qui a permis d’annoter 1,46 % des contigs. 

Seul 44,91 % des 56 435 contigs ont été annotés (Figure 50).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’annotation fonctionnelle a donc permis de prédire une fonction pour 44,91 % des contigs et 

lorsque cela était possible, de leur assigner un GO-term (ou GO-code pour Gene Ontology code). La 

classification des GO-term selon le logiciel en ligne WEGO-plot (Ye et al. 2006) (Figure 51) révèle que 

la classe la plus représentée est la classe ‘’Processus Biologiques’’. Dans la classe ‘’Composant 

cellulaire’’, les sous-classes les plus représentées sont ‘’Cellule’’ et ‘’Compartiment Cellulaire’’. Dans 

la classe ‘’Fonctions moléculaires’’, les sous-classes les plus représentées sont ‘’Fixation’’ et 

‘’Catalytique’’ et dans la classe ‘’Processus Biologique’’, les sous-classes les plus représentées sont 

‘’Processus Cellulaire’’, ‘’Processus Métaboliques’’ et ‘’Pigmentation’’ (Figure 51). Parmi les 

ontologies, les sous-classes les moins représentées sont ‘’Transport Protéique Auxiliaire’’, 

‘’Métallochaperone’’ et ‘’Marqueur Protéique’’ pour la classe ‘’Fonctions Moléculaire’’ et pour la 

classe ‘’Processus Biologique’’, les moins représentées sont ‘’Locomotion’’, ‘’Reproduction’’ et 

‘’Processus de Reproduction’’.  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 50 : Résultat de l'annotation des séquences. (BLAST contre les banques de données 
RefSeqProt, SwissProt et contre les séquences de L. stagnalis, de B. glabatra, de L. gigantea 
et de C. gigas) 
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d. Résultats de l’analyse de l’expression en différentiel 
i. Les contigs différentiellement exprimés 

Le traitement bio-informatique du différentiel d’expression réalisé à l’aide du ‘’DESeq 

package’’ sur le logiciel R a permis de révéler 144 contigs différentiellement exprimés (DE) dont 59 

surexprimés et 85 inhibés pour la comparaison du traitement à 10 µg/L d’oxazépam (TA) et du 

traitement témoin exposé à l’éthanol dilué au 1/10000éme dans l’eau AFNOR. Parmi la totalité de ces 

contigs, seuls 34 % ont été annotés avec une fonction biologique (Tableau 13, voir Annexe 4 pour 

plus d’information).    

Figure 51 : Représentation graphique obtenue par le classement des GO-term de chaque contig séquencé (Logiciel WEGO-plot) 
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Tableau 13 : Fold change et fonctions putatives des contigs différentiellement exprimés de R. balthica exposé à l'oxazépam 

Inhibés (Témoin VS TA) 

Nom du Contig Best hit 
accession Best Hit Description Fold 

Change 
*Moyenne de base 

Témoin ± ES 
*Moyenne de base 

TA ± ES 

 
Rp1_MORC4.2.2 XP_003317669 

PREDICTED: MORC family CW-type zinc finger protein 4, partial 
[Pan troglodytes] 0,058 24±5,266 9±0,056 

Rp1_LOC101853696 XP_005098306 PREDICTED: Dentin sialophosphoprotein-like [Aplysia californica] 0,077 137,166±26,359 16,75±6,736 

Rp1_CBR1 XP_003763459 PREDICTED: Carbonyl reductase [NADPH] 1 [Sarcophilus harrisii] 0,105 23,666±4,565 3,75±0,905 

Rp1_LOC101849541.1.7 XP_005099982 PREDICTED: ADAM 17-like protease-like [Aplysia californica] 0,285 25,333±3,527 7,833±1,275 

Rp1_LOC100533548 XP_005111242 PREDICTED: ADAM10 [Aplysia californica] 0,292 60,666±4,772 20,333±4,046 

Rp1_LOC101849541.2.7 XP_005099982 PREDICTED: ADAM 17-like protease-like [Aplysia californica] 0,307 448,333±37,911 155,333±27,543 

Rp1_LOC101849541.7.7 XP_005099982 PREDICTED: ADAM 17-like protease-like [Aplysia californica] 0,328 47,5±3,413 17,666±3,116 

Rp1_LOC101863642.4.7 XP_005112974 
PREDICTED: Uncharacterized protein LOC101863642 [Aplysia 
californica] 0,337 383±42,401 144,5±30,494 

Rp1_LOC101859258.1.3 XP_005102942 PREDICTED: Protocadherin Fat 4-like [Aplysia californica] 0,358 28,666±5,308 17±1,914 

Rp1_LOC101848170.2.2 XP_005091177 
PREDICTED: Translation factor GUF1, mitochondrial-like [Aplysia 
californica] 0,403 500,833±70,119 222,5±29,686 

Rp1_LOC102304721.1.2 XP_005916073 
PREDICTED: Probable E3 ubiquitin-protein ligase DTX2-like 
isoform X2 [Haplochromis burtoni] 0,406 85,166±8,526 38,333±7,927 

Rp1_contig_38610 E6ZJA8 Uncharacterised Beta-ketoacyl synthase [Dicentrarchus labrax]  0,436 3816,333±460,636 1894,5±335,145 

Rp1_LOC101863302 XP_005110056 
PREDICTED: Uncharacterized protein LOC101863302 isoform X4 
[Aplysia californica] 0,460 98,166±12,365 49±5,756 

Rp1_LOC101857002 XP_005091492 
PREDICTED: Uncharacterized protein LOC101857002 isoform X1 
[Aplysia californica] 0,551 110,166±9,713 66,166±4,812 

Rp1_MUA3 P34576 
MUA3_CAEEL Transmembrane cell adhesion receptor mua-3 OS 
[Caenorhabditis elegans]  0,565 108,5±12,489 66,333±2,928 
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Tableau 13 : suite 

Rp1_LOC101861648.2.2 XP_005093946 PREDICTED: Fibrillin-1-like, partial [Aplysia californica] 0,609 1338,166±128,803 892,833±49,565 

Rp1_LOC101860152.2.3 XP_005093674 PREDICTED: Cytochrome P450 3A29-like [Aplysia californica] 0,617 174±17,597 117,666±9,888 

Rp1_LOC101858677 XP_005089513 
PREDICTED: Pyridine nucleotide-disulfide oxidoreductase 
domain-containing protein 2-like isoform X2 [Aplysia californica] 0,642 648,166±23,823 463,5±50,693 

Rp1_contig_01695 K1PY10 
Uncharacterised Putative L-threonine 3-dehydrogenase 
[Crassostrea gigas] 0,646 974,5±41,089 697,833±81,021 

Rp1_contig_41364 K1R2K2 Uncharacterised Periostin [Crassostrea gigas] 0,647 3198,5±270,65 2235,5±99,937 

Rp1_SMPD1 XP_006203669 PREDICTED: Sphingomyelin phosphodiesterase [Vicugna pacos] 0,657 396,833±24,529 285,5±21,757 

Rp1_MEGF6.8.16 Q80V70 
MOUSE Multiple epidermal growth factor-like domains protein 6 
OS [Mus musculus] 0,671 2598,333±118,261 1943,333±191,665 

Rp1_contig_33698 EKC35365 EKC35365 Description : Periostin 0,682 21966,166±1304,926 16588,666±1534,585 

Rp1_LOC101849024.2.2 XP_005091185 
PREDICTED: Pericentriolar material 1 protein-like isoform X5 
[Aplysia californica] 0,686 651,666±40,431 497,166±47,953 

Rp1_LOC101845316.7.8 XP_005096296 
PREDICTED: Multidrug resistance-associated protein 1-like 
isoform X1 [Aplysia californica] 0,697 725,666±52,696 551,5±27,176 

Rp1_LOC101852369.1.2 XP_005089594 
PREDICTED: Dedicator of cytokinesis protein 7-like isoform X6 
[Aplysia californica] 0,702 686,833±40,101 530,666±53,328 

Rp1_contig_13954 K1Q965 Uncharacterised Protein NEF1 [Crassostrea gigas] 0,720 1341,5±108,633 1063,833±87,979 

Rp1_LOC101853823 XP_005110352 
PREDICTED: Beta-galactosidase-1-like protein 2-like [Aplysia 
californica] 0,728 733±50,165 592,833±63,809 

Rp1_contig_36971 XP_005106678.1 PREDICTED: glutathione S-transferase 3-like [Aplysia californica] 0,730 7958,5±475,205 6421,666±569,551 

Rp1_LOC101862537 XP_005110307 PREDICTED: Calumenin-like isoform X2 [Aplysia californica] 0,733 2587±230,12 2079,666±160,24 

Rp1_contig_36978 A0A0B2V9E1 Uncharacterised Ribonuclease [Toxocara canis] 0,737 3025±159,88 2462,333±169,66 

Rp1_contig_38047 K1QC26 Uncharacterised Plasma alpha-L-fucosidase [Crassostrea gigas] 0,745 4598,833±236,61 3776±320,939 
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Tableau 13 : suite 

Surexprimés (Control VS TA) 

Nom du Contig Best hit 
accession Best Hit Description Fold 

Change 
*Moyenne de base 

Témoin ± ES 
*Moyenne de base 

TA ± ES 

  

Rp1_LOC101739898 XP_004933588 PREDICTED: Uncharacterized protein LOC101739898 [Bombyx mori] 1,447 137±6,547 218,166±10,885 

Rp1_LOC101859955.2.2 XP_005103957 PREDICTED: Ganglioside GM2 activator-like [Aplysia californica] 1,454 186±9,103 297,333±18,503 

Rp1_contig_12968 EKC33205 Uncharacterised receptor-type tyrosine-protein phosphatase T 
[Crassostrea gigas] 1,459 209,166±21,764 328,166±11,379 

Rp1_LOC101856763 XP_005088876 
PREDICTED: Puromycin-sensitive aminopeptidase-like isoform X2 
[Aplysia californica] 1,507 2183,833±133,516 3615,666±254,056 

Rp1_contig_09129 EKC22995 EKC22995 Description : Amidase 1,545 464,666±30,827 781,5±32,602 

Rp1_LOC101855555.1.3 XP_005096347 
PREDICTED: Centrosomal protein POC5-like isoform X3 [Aplysia 
californica] 1,636 53,5±5,858 96,333±9,506 

Rp1_LOC101860999.31.45 XP_005107325 
PREDICTED: Uncharacterized protein LOC101860999 [Aplysia 
californica] 1,735 39,833±2,971 75,833±5,81 

Rp1_LOC101853280.2.2 XP_005112645 
PREDICTED: Uncharacterized protein LOC101853280 [Aplysia 
californica] 1,784 120,833±8,348 234,5±10,871 

Rp1_contig_29006 XP_005301846 
PREDICTED: Lysine-specific demethylase 6A-like isoform X8 
[Chrysemys picta bellii] 1,999 41,5±6,662 91,333±12,139 

Rp1_PFE0815w XP_001351720 
tRNA pseudouridine synthase, putative [Plasmodium falciparum 
3D7] 2,042 131,666±21,975 296±26,051 

Rp1_LOC101857261.15.28 XP_005102678 
PREDICTED: Uncharacterized protein LOC101857261 isoform X1 
[Aplysia californica]  2,066 34,166±2,638 79±9,479 

Rp1_contig_13618 K1QT99 
Uncharacterised Hemagglutinin/amebocyte aggregation factor 
[Crassostrea gigas] 2,236 78,833±8,182 200±34,366 

Rp1_LOC101732139.2.2 XP_004919413 
PREDICTED: Uncharacterized protein LOC101732139 [Xenopus 
(Silurana) tropicalis] 2,673 37,333±9,52 107±9,458 
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Tableau 13 : suite 

Rp1_contig_28236 XP_002734505 
PREDICTED: Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1-like 
[Saccoglossus kowalevskii] 2,999 9,666±1,308 32,333±5,874 

Rp1_LOC373215 XP_798111 
PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: Deleted in malignant brain 
tumors 1 protein [Strongylocentrotus purpuratus] 3,101 128,166±35,765 419,166±69,306 

  

Surexprimés (Control VS TB) 

Nom du Contig Best hit 
accession Best Hit Description Fold 

Change 
*Moyenne de base 

Témoin ± ES 
*Moyenne de base 

TB ± ES 

  

Rp1_contig_20905 K1QXB6 
Otopetrin superfamily, PREDICTED: otopetrin-2-like [Aplysia 
californica] 1,644 211,833±20,984 385,5±40,41 

  

* Moyenne de base sont les moyenne du nombre de contigs pour chacun des 6 répliquas (± Erreur Standard) 
* Témoin réfère à la condition témoin, TA réfère à l'exposition à 10 µg/L d'oxazépam et TB réfère à l'exposition à 0,815µg/L d'oxazépam. 

 



 

100 
 

 Résultats et discussions des expérimentations menées sur R. balthica 

L’analyse des contigs du TA (10 µg/L d’oxazépam) montre que les contigs les plus inhibés avec 

un ‘’Fold Change’’ (FC, ratio du nombre moyen de contigs de la condition d’exposition divisé par le 

nombre moyen de contigs de la condition témoin) compris entre 0,058 et 0,328 codent des protéines 

annotées comme étant Morc protéine (Members of the conserved Microrchidia family), la Dentin 

Sialophosphoprotéine (DSPP), la Carbonyl réductase et/ou encore des ADAM (A Disintegrin And 

Metaloprotéase) (Tableau 13). Les contigs les moins inhibés ayant un ‘’Fold Change’’ compris entre 

0,728 et 0,745 codent des protéines comme étant la Béta-galactosidase, la Caluménine, une 

Ribonucléase et une L-Fructosidase. Les contigs les moins surexprimés du TA ayant un ‘’Fold Change’’ 

compris entre 1,454 et 1,507 codent des protéines prédites comme un Activateur Ganglioside 

(Activator Gangliosid), récepteur à activité Tyrosine kinase (Tyrosine receptor protein) ou encore une 

Aminopeptidase (Puromycin sensitive aminopeptidase). Les plus surexprimés des contigs ont un ‘Fold 

Change’’ compris entre 2,236 et 3,101 et codent des protéines prédites comme étant une 

Hémagglutinine, une MAP Kinase (Mitogen activated protein kinase (MAPK)) et une protéine 

impliquée dans les tumeurs malignes du cerveau (Deleted in malignant brain tumours protein). Pour 

le traitement B (0,815 µg/L), le seul contig annoté était surexprimé avec un ‘’Fold Change’’ de 1,644 

et code une protéine ayant comme fonction prédite une Otopetrine (Tableau 13).  

ii. Annotation fonctionnelle des contigs DE 

Tous les GO-terms des 144 contigs DE du TA et TB ont été classés et représentés 

graphiquement en trois catégories à l’aide du logiciel en ligne WEGO plot (Figure 52). Seuls les 

contigs du TA ont permis de réaliser le graphique, les 2 contigs DE du TB n’ayant été retrouvés dans 

aucune catégorie. La catégorie la plus enrichie était celle des ‘’Molecular Function” avec quatre 

fonctions dominantes, “Binding”, “Catalytic”, “Hydrolase” et “Ion binding’’. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 52 : Représentation graphique de la classification des GO-term des contigs différentiellement exprimés en présence 
d'oxazépam. (Logiciel WEGO-plot) 
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Les contigs DE pour TA ont été classés selon la hiérarchie BRITE à l’aide de KEGG Mapper qui 

classe les contigs en fonction de leurs ‘’K numbers’’ (terme spécifique de l’annotation KEGG obtenu 

par analyse des séquences) et selon trois ontologies, ‘’Metabolism’’, “Genetic Information 

Processing” et “Signalling and Cellular Processes”. La classe la plus représentée est ‘’Metabolism’’ 

avec la sous-catégorie ‘’Enzyme’’, enrichie avec 15 contigs (Figure 53). Ces résultats sont en accord 

avec les résultats obtenus suite au classement utilisant les GO terms (Figure 52). La fonction 

‘’Catalyse’’ tout comme la sous-catégorie ‘’Enzymes’’ sont les plus représentées. Parmi les contigs DE, 

les enzymes constituent la partie majoritaire des contigs DE annotés.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le logiciel KOBAS 2.0 a été utilisé pour identifier significativement les voies KEGG les plus 

représentées (Tableau 14). Les 2 contigs DE du traitement B n’ont pas été retrouvés dans une voie de 

signalisation KEGG. Les 6 voies les plus enrichies par les contigs DE du TA étaient ‘’Notch signalling 

pathway’’ avec 5 contigs, ‘’Chemical carcinogenesis’’ enrichie avec 2 contigs, ‘’Arachidonic acid 

metabolism’’ avec 2 contigs assimilés à cette voie, ‘’Epithellial cell signaling in Helicobacter pylori’’ 

enrichie avec 2 contigs, ‘’Extracellular matrix receptor (ECM-receptor) interaction’’ avec 2 contigs 

assimilés à cette voie et ‘’Aminobenzoate degradation’’ enrichie avec 1 contig (Tableau 14).  

 

 

 

 

 

Figure 53 : Représentation de la classification des K numbers selon les trois ontologies KEGG, ''Métabolism'', ''Genetic 
Information Processing'' et ''Signalling and cellular Processes''. (Logiciel KEGG Mapper) 

Nombre de contigs 
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Le logiciel KEGG Mapper a été aussi utilisé pour la prédiction de modules de voies impactées 

des 144 contigs DE du TA. Les 2 contigs DE du TB n’ont pas suffi à la prédiction de module. Les 

résultats suggèrent 6 modules principalement impactés dont ‘’Notch signalling pathway’’ (ko04330) 

avec 5 contigs inhibés (Rp1_LOC101849541.1.7, Rp1_LOC101849541.2.7, Rp1_LOC101849541.7.7, 

Rp1_LOC100533548 et Rp1_LOC102304721.1.2) puis les voies ‘’Chemical carcinogenesis’’ (ko05204), 

‘’Arachidonic metabolism’’ (ko00590), ‘’Epithelial cell signalling’’ (ko5120), ‘’ECM-receptor 

interaction’’ (ko04512) avec 2 contigs impactés et enfin la voie ‘’Aminobenzoate degradation’’ 

(ko00627). 

iii. Bilan de l’analyse de l’expression différentielle du RNASeq 

- Faible annotation des séquences et analyse en différentielle  

Parmi la totalité des contigs dont l’expression est modulée, seuls 34 % ont été annotés avec 

une fonction. Les autres contigs non annotés peuvent coder des protéines non caractérisées à ce 

jour, des ARNs non codants parfois impliqués dans la régulation de la transcription ou encore des 

séquences de régions UTR (Régions non Taduites de l’anglais Untranslated region). On ne peut pas 

écarter la possibilité d’avoir des contigs contenant des erreurs d’assemblage ou encore issus 

d’assemblages partiels. L’absence de génome de référence, le faible taux de données d’annotation 

fonctionnelle est l’étude portant sur un organisme ‘’non modèle’’ (tel que notre étude) limitent 

l’efficacité d’annotation des séquences (Schunter et al. 2014). Pour le traitement B, seuls 2 contigs 

ont été révélés différentiellement exprimés (DE). Plusieurs hypothèses peuvent expliquer ce faible 

nombre de contigs DE. Tout d’abord, l’absence de génome de référence limite l’assemblage et peut 

amener parfois à la création de contigs chimères avec deux voire plusieurs ORF sur un seul contigs. 

Schunter et al. (2014) ont démontré que le nombre d’isoformes de contigs augmente avec la 

longueur des contigs, principalement à cause de l’épissage alternatif et diminue donc fortement 

l’efficacité de l’analyse en différentielle. Nous avions une longueur moyenne de contigs de 

Tableau 14 : Les voies KEGG les plus enrichies par les contigs différentiellement exprimés (p-value 
corrigée < 0,05) 
Identifiant 
de la voie Voie Contigs surexprimés et 

inhibés  p value corrigée 

 ko04330  Notch signaling pathway 5 2.774E-07 
 ko05204  Chemical carcinogenesis 2 3.914E-02 
 ko00590  Arachidonic acid metabolism 2 3.914E-02 

 ko05120  Epithelial cell signaling in Helicobacter pylori  
 Infection 2 5.428E-02 

 ko04512  ECM-receptor interaction 2 5.428E-02 
 ko00627  Aminobenzoate degradation 1 8.040E-02 
* L’enrichissement des voies KEGG a été réalisé en utilisant les K numbers de chaque contig différentiellement 
exprimés par l’exposition au TA 
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1596,68 pb, considérée comme longs d’après la littérature. Ce dernier paramètre est dépendant des 

scripts souvent spécifiques à chaque laboratoire, rendant l’analyse difficile ou impossible à 

reproduire. Ceci affecte aussi l’assemblage, l’annotation et la puissance de l’analyse en différentielle. 

De plus, la méthode utilisée pour le traitement bio-informatique pourrait être trop stringente et ainsi 

éliminer certains faux négatifs. Plusieurs contigs pourraient donc ne pas apparaître DE alors qu’ils le 

sont (Grabherr et al. 2011). Une autre hypothèse pourrait être que la faible concentration en 

oxazépam affecte le transcriptome de R. balthica, mais qu’au moment des prélèvements, l’organisme 

soit dans une phase de régulation post-transcriptionnelle et/ou post-traductionnelle ne permettant 

plus de voire les effets transcriptomiques. En effet, comme l’ont montré Rola et al. (2012) chez 

Mytilus edulis exposée à un site pollué, l’activité de la catalase est augmentée dans les muscles alors 

que l’expression du gène codant la catalase n’est pas modulée. Ils ont aussi montré une 

surexpression du gène codant la SOD (Superoxyde dismutase) dans les muscles, mais aucune 

augmentation de l’activité de la protéine (Rola et al. 2012). Cette étude renforce l’hypothèse que de 

faibles concentrations en xénobiotiques tels que l’oxazépam pourraient significativement impacter 

différents niveaux du système biologique à des temps différents. Cependant, on peut aussi supposer 

que ces faibles effets pourraient être aussi dus à la courte durée d’exposition des organismes. 

- L’oxazépam impacte la voie de signalisation Notch 

 En accord avec les résultats obtenus par l’identification des voies KEGG les plus enrichies, le 

premier module prédit était la voie de signalisation Notch (M00682) avec 5 contigs inhibés 

(Rp1_LOC101849541.1.7, Rp1_LOC101849541.2.7, Rp1_LOC101849541.7.7, Rp1_LOC100533548 et 

Rp1_LOC102304721.1.2). Trois de ces contigs (Rp1_LOC101849541.1.7, Rp1_LOC101849541.2.7, 

Rp1_LOC101849541.7.7) codent des parties chevauchantes de la même protéine ADAM 17. Ceci 

nous permet de conclure à une erreur d’assemblage. Les deux autres contigs, Rp1_LOC100533548  

Rp1_LOC102304721.1.2, codent respectivement les protéines ADAM 10 et Deltex. Comme décrit par 

Weinmaster et ses collaborateurs (Weinmaster et al. 1992; Weinmaster 1997; Weinmaster 1998; 

Weinmaster 2000), la voie de signalisation Notch est une cascade d’événements complexes et très 

conservée chez les organismes eucaryotes, qui aboutit à la modulation du profil d’expression de 

plusieurs gènes. Le signal de la voie Notch est principalement initié par un contact cellule/cellule et 

déclenche une succession de réactions utilisant plusieurs protéines partenaires telles que des 

métalloprotéines (protéines de la famille ADAM) ou encore des ubiquitines transférases (comme la 

protéine Deltex). Notre étude révèle une inhibition de trois contigs codant 2 protéines de la famille 

ADAM (ADAM 10 et ADAM 17) et une protéine prédite comme Deltex (DTX). Les protéines de la 

famille ADAM réalisent la deuxième coupure du récepteur cellulaire de surface, nécessaire pour la 

troisième coupure de la protéine Notch qui libère le domaine cytoplasmique Notch de la membrane 



 

104 
 

 Résultats et discussions des expérimentations menées sur R. balthica 

plasmique (NICD de l’anglais Notch Intra-Cellular Domaine). La protéine ADAM 17 (appelée aussi 

TACE) est aussi impliquée dans beaucoup d’autres voies ayant un rôle essentiel dans l’élaboration de 

nombreuses protéines comme les cytokines de type facteur de nécrose tumorale (TNF de l’anglais 

Tumor Nécrosis Factor) (Peschon et al. 1998). De plus, il a été montré que les TNF peuvent être 

inhibés par les benzodiazépines chez les mammifères comme la souris (Nelson et al. 2002; Levin et al. 

2004; Scheller et al. 2011; Dreymueller et al. 2015). Nos résultats sont en accord avec les études de 

Levin et al. (2004), Nelson et al. (2002) and Scheller et al. (2011), qui démontrent l’inhibition de la 

protéine TACE par plusieurs composés de type benzodiazépine hydroxamate. Dans notre étude, 

acceptant l’hypothèse que la voie de signalisation Notch joue le même rôle chez le R. balthica que 

chez les mammifères, l’inhibition des métalloprotéases pourrait inhiber la forme active du domaine 

cytoplasmique de Notch et donc inhiber la transcription de gènes cibles. La protéine Notch pourrait 

être directement inhibée par les benzodiazépines. En effet, comme l’ont montré Gavai et al., 2015, 

les molécules de type benzodiazépine comme le 2-oxo-1,4-benzodiazepin-3-yl-succinamide inhibent 

les enzymes γ-sécrétase nécessaires au déclenchement du signal du récepteur Notch. Le rôle de la 

protéine Deltex dans la voie de signalisation Notch n’est pas clair, plusieurs études récentes 

suggèrent cependant qu’elle interagit avec plusieurs protéines partenaires dans le cytoplasme et 

dans le noyau afin d’inhiber ou d’activer la transcription des gènes cibles de la voie Notch (Diederich 

et al. 1994; Matsuno et al. 1995; Weinmaster 1997; Baron 2012). Le gène codant la protéine Deltex 

est un gène cible de la voie Notch. L’inhibition de Notch pourrait donc inhiber aussi Deltex et donc 

perturber en cascade la transcription de nombreux gènes cibles (Deftos et al. 1998). L’inhibition du 

gène deltex pourrait également résulter de l’inhibition de Notch via l’inhibition des gènes ADAM. 

L’inhibition de la voie pourrait avoir un impact sur plusieurs mécanismes tels que le développement 

des neurones et des muscles, sur la différentiation, la prolifération et la survie cellulaire et donc sur 

le processus d’embryogenèse en général. On pourrait alors suggérer que le retard d’éclosion observé 

pourrait être lié à une embryogenèse plus lente, en lien avec les perturbations de la voie Notch. Bien 

que nous n’ayons pas observé d’effets tératogènes après éclosion, l’impact de l’oxazépam sur cette 

voie de signalisation pourrait laisser envisager des perturbations de la fitness des organismes. 

- L’oxazépam impacte la voie de signalisation c-Jun MAP kinase 

Le contig (Rp1_contig_28236) est surexprimé par l’exposition des Radix à l’oxazépam et code 

une protéine prédite comme étant une sérine/thréonine protéine kinase, la Mitogen Activated 

Protein Kinase Kinase Kinase 2 (MAP3K2 protéine), potentiellement impliquée dans trois modules 

(trois voies MAPK), c-Jun N-terminal kinase aussi appelée JNK (M00688), p38 (M00689) et 

Extracellular signal-Regulated Kinase aussi appelée ERK (M00690). Cependant, la MAP3K2 est 

principalement impliquée dans la voie MAP-JNK. Comme démontré par Takeda and Ichijo (2002), la 
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voie de signalisation JNK utilise trois classes de sérine/thréonine kinase, les MAPK, MAPK Kinase 

(MAPKK ou MEK) et MAPKK Kinase (MAPKKK). La protéine MAP3K2 est la première sérine/thréonine 

kinase phosphorylée dans la voie JNK. La voie JNK est connue pour être principalement activée en 

réponse à un stress environnemental tel que les UVs, un choc de température, un choc osmotique ou 

encore par des cytokines pro-inflammatoires et des interleukines-1 (TNF) (Takeda and Ichijo 2002). 

De plus, il a été montré que la voie Notch et la voie du Facteur NF-kappa B nucléaire (NF-κB) peuvent 

inhiber la voie MAP-JNK via la protéine d’inhibition de la croissance et d’induction des dommages à 

l’ADN Gadd45 (de l’anglais Growth arrest and DNA-damage-inducible) intervenant en tant que 

récepteur au stress (Elsharkawy et al. 2005; Maniati et al. 2011). Nous pouvons alors supposer 

qu’une inhibition de Notch par l’oxazépam pourrait permettre, via d’autres acteurs, d’activer la voie 

MAP-JNK telle que nous l’observons. Cependant, un seul contig représentant le module MAP-JNK 

prédit par le logiciel ‘’KEGG module reconstruct’’ est surexprimé. Les contigs codants des protéines 

partenaires de MAP3K2 ne sont pas différentiellement exprimées. Ceci pourrait être dû aux 

méthodes bio-informatiques utilisées (trop stringentes) qui auraient éliminé des résultats positifs. La 

bonne qualité de l’assemblage des contigs étant essentielle à l’analyse en différentielle, la perte de 

certaines informations pourrait aussi être due à l’absence d’un génome séquencé pour cet organisme 

qui a vraisemblablement impacté la qualité de notre assemblage. 

- L’oxazépam impacte la voie de biosynthèse des catécholamines 

Le module de la voie de biosynthèse des Catécholamines (CAs) (Catecholamine biosynthesis, 

M00042) a également été révélé par l’analyse KEGG avec un contig surexprimé (Rp1_contig_36516) 

codant la Dopamine β–hydroxylase (DBH). Les CAs forment une classe de neurotransmetteurs 

principalement représentée par la Dopamine (DA) et ses métabolites, la Noradrénaline (NA) et 

l’Adrénaline (A). Ces trois CAs sont synthétisées à partir d’un acide aminé précurseur la L-tyrosine, via 

l’action de 4 enzymes principales. La DBH hydrolyse la DA produisant la NA (Flatmark 2000). Dans 

notre étude, nous avons utilisé l’oxazépam, un agoniste des récepteurs GABA. Comme l’ont montré 

Richetto et al. (2015) sur le modèle biologique Mus musculus, l’allostérie positive de la sous-unité α5 

du récepteur GABA pourrait être particulièrement utile pour atténuer une hyperactivité 

pathologique du système dopaminergique. La surexpression de la DBH suggère une surproduction de 

NA qui pourrait aussi affecter la voie de synthèse de la Noradrénaline et de l’Adrénaline. Cette 

hypothèse est en accord avec les résultats publiés par Heikkinen et al. (2008). Ils ont montré une 

modulation de la transmission du signal glutamatergique par les benzodiazépines qui touche les 

neurones dopaminergiques de l’aire tegmentale ventrale et qui module la quantité de DA libérée 

dans le noyau accumbens (associé au plaisir, incitation à la violence…), augmentant les impacts des 

benzodiazépines. Même si seul un contig apparaît DE dans ce module, il est important de prendre en 
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compte ce résultat puisque ce neurotransmetteur est impliqué dans beaucoup de processus 

biologiques tels que la conduction nerveuse de cellule à cellule, le mouvement, l’alimentation, le 

comportement, soit autant de processus physiologiques importants pour la fitness des populations. 

- L’oxazépam impacte la voie de biosynthèse des polyamines 

Le dernier module impacté est la voie de biosynthèse de la Polyamine (Polyamine biosynthesis, 

M00133) avec un contig inhibé (Rp1_contig_38845) codant l’Agmatinase (AGMAT). La voie de 

biosynthèse conventionnelle transformant l’arginine en polyamines utilise des enzymes telles que 

l’Arginase et l’Ornithine décarboxylase (ODC1). Plusieurs études montrent l’existence d’une voie de 

biosynthèse alternative transformant l’arginine en putrescine qui utilise l’Arginine décarboxylase 

(ADC) et l’Agmatinase (AGMAT) (Halaris and Plietz 2007; Wang et al. 2014). Il semblerait que ces 

deux voies soient complémentaires l’une de l’autre. Cela suggère une possible diminution de la 

quantité de polyamines telles que la Putrescine, la Spermine et la Spermidine, qui pourrait perturber 

les voies de régulations de la synthèse d’ADN et des protéines, la production d’espèces réactives à 

l’oxygène (ROS), la prolifération cellulaire et la différenciation des tissus. L’inhibition de l’AGMAT 

pourrait aussi déclencher une augmentation de la quantité d’Agmatine (précurseur de la putrescine) 

et ainsi perturber les processus cellulaires impliquant l’Agmatine tels que le transport du calcium via 

les canaux calciums (Ca2+) voltage dépendant, entraînant des perturbations de la conduction 

nerveuse des neurones adrénergiques, sérotoninergiques et cholinergiques (Reis and Regunathan 

2000). De plus, l’Agmatine peut aussi moduler la libération de Glutamate et de Noradrénaline 

(Halaris and Plietz 2007). De ce fait, la modulation de la production d’Agmatine va directement 

impacter les conductions nerveuses glutamatergique et noradrénergique. Notre étude est en accord 

avec ces résultats, suggérant que les benzodiazépines perturbent la conduction nerveuse de la 

Noradrénaline et de la Dopamine. En effet, l’oxazépam est utilisé chez l’Homme pour son agonisme 

avec le GABA, capable d’inhiber la conduction nerveuse gabaergique et ainsi atténuer les crises 

d’épilepsie. En plus d’impacter la conduction nerveuse gabaergique, la perturbation de la voie de 

biosynthèse des polyamines chez le Radix laisserait suggérer que l’oxazépam perturbe aussi les voies 

de la Noradrénaline et de la Dopamine chez ce dernier. 

IV. Les psychotropes impactent-ils le transcriptome du R. 
balthica ? 

L’analyse en différentielle du transcriptome nous a permis d’identifier la modulation de 

l’expression de plusieurs gènes suite à l’exposition à l’oxazépam. Nous avons donc sélectionné 94 

gènes dont la plupart était différentiellement exprimés en RNA Seq Diff, mais aussi quelques gènes 

de détoxification et de la voie de signalisation Notch, puis nous avons étudié leur expression par RT-
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qPCR pour deux conditions d’exposition à chaque médicament. Les résultats de cette étude sont 

exprimés en Fold Change issu du calcul par la méthode du ΔΔCt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La figure 54 permet de classer chaque gène en fonction de son profil d’expression pour chaque 

condition. On observe donc 4 clusters majoritaires dont les clusters A et D, composés de gènes 

majoritairement inhibés pour toutes les conditions d’expositions testées. Le cluster B regroupe les 

gènes majoritairement surexprimés dans toutes les conditions et le C est composé de gènes dont le 

profil est plutôt neutre (non différentiellement exprimé) ou surexprimé dans une condition et inhibé 

dans l’autre. La significativité des résultats n’étant pas représentée sur la figure 54, nous avons 

réalisé un volcanoplot avec toutes les conditions confondues (Figure 55) afin de présenter la 

significativité (-log10(pValue)) de chaque gène pour chaque condition en fonction de leur ratio 

d’expression (log2(FoldChange). Les résultats de cette figure suggèrent que les 94 gènes sélectionnés 

à partir du RNA seq en différentiel sont majoritairement inhibés lorsque les embryons de mollusques 

sont exposés à des molécules médicamenteuses.  

C B A 
Figure 54 : Dendrogramme du profil d'expression des 94 gènes (représentés par le heatmap) en fonction des conditions d'exposition. 
Car_1 : Carbamazépine à 0,815 µg/L ; Car_2 : Carbamazépine à 25 µg/L ; Cya_1 : Cyamémazine à 0.001 µg/L ; Cya_2 : Cyamémazine à 
100 µg/L ; Oxa_1 : Oxazépam à 0,815 µg/L ; Oxa_2 : Oxazépam à 10 µg/L ; Ser_1 : Sertraline à 0,01 µg/L et Ser_2 : Sertraline à 10 
µg/L., A et D : Gènes majoritairement inhibés ; B : Gènes majoritairement surexprimés ; C : Génes non modulés. 
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a. Impacts de l’oxazépam évalués sur 94 gènes par RT-qPCR 
La figure 56 représente la répartition des 94 gènes dans chacune des deux conditions 

d’expositions à l’OXZ (0,815 et 10 µg/L) en fonction de leur ratio d’expression et de la significativité. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Comme on peut le voir sur la figure 56, l’OXZ a un effet global inhibiteur sur l’expression des 94 

gènes étudiés. On compte 11 gènes significativement impactés lors d’une exposition à 10 µg/L et 3 

Figure 55 : Représentation graphique de type volcanoplot du ratio d'expression de chaque gène pour chaque condition d'exposition. 
log2(FoldChange) : Log de base 2 du ratio d'expression obtenu par la méthode du ΔΔCT ; -log10(pvalue) : -log de base 10 de la pvalue 
obtenue par le calcul des ratios d’expressions ; Orange : Gènes inhibés ou surexprimés avec pvalue > 0.05 ; Vert : Gènes inhibés ou 
surexprimés avec pvalue < 0.005 ; Noir et Rouges : Gènes non différentiellement exprimés. 

 

 Inhibés Surexprimés 

Inhibés Surexprimés 

Figure 56 : Représentation graphique de type volcanoplot du ratio d'expression de chaque gène pour les deux conditions d'expositions à 
l’oxazépam. Ox1_gène : oxazépam à 10 µg/L ; Ox2_gène : oxazépam à 0,815 µg/L ; log2(FoldChange) : Log de base 2 du ratio d'expression 
obtenu par la méthode du ΔΔCT ; -log10(pvalue) : - log de base 10 de la p-value obtenue lors du calcul des ratios d’expressions ; Orange : Gènes 
inhibés ou surexprimés avec pvalue > 0.05 ; Vert : Gènes inhibés ou surexprimés avec pvalue < 0.005 ; Noir : Gènes non différentiellement 
exprimés. 
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gènes significativement inhibés lors d’une exposition à 0,815 µg/L d’OXZ. Seul un gène est 

significativement surexprimé suite à l’exposition des embryons à 10 µg/L d’OXZ. On peut donc 

dresser un pattern des gènes dont l’expression est significativement modulée lorsque les mollusques 

sont exposés à l’OXZ (Tableau 15). 

 

L’étude fonctionnelle de ces gènes impactés nous a permis de caractériser les différents 

processus métaboliques susceptibles d’être perturbés par l’inhibition ou la surexpression d’un ou de 

plusieurs gènes. Les résultats du tableau 15 sont en accord avec les principales fonctions déjà mises 

en évidence lors de l’étude par RNA Seq en différentiel. Les principales fonctions impactées sont la 

biosynthèse des catécholamines, le métabolisme des acides aminés, la biodégradion des 

xénobiotiques, la conduction nerveuse des synapses cholinergiques, l’adhésion et le cycle cellulaire, 

les processus de biominéralisation, la signalisation cellulaire et le traitement de l’information 

génétique.  

b. Impacts de la carbamazépine évalués sur 94 gènes par RT-qPCR 
La figure 57 représente la répartition des 94 gènes dans chacune des deux conditions 

d’expositions à la CBZ (0,165 et 25 µg/L) en fonction de leur ratio d’expression et de la significativité. 

 

 

 

 

Tableau 15 : Fonctions des gènes impactés dans chaque condition d’exposition à l’oxazépam 

N° gène N° accession Fonction 
Log2 (Fold Change) 

Oxa_0,815  Oxa_10 
1 Rp1_ACES.1.2 Acétylcholinestérase 

 
1,22 

3 Rp1_contig_00864 Ribosomal Protein L 18 -1,40 -1,65 
5 Rp1_contig_01288 Dopamine-β-Hydroxylase  -2,03 

14 Rp1_contig_09129 Amidase  -2,45 

17 Rp1_contig_12968 Receptor-type tyrosine-protein 
phosphatase T  -1,99 

21 Rp1_contig_13954 Uncharacterised Protein  -2,10 
30 Rp1_contig_25496 Uncharacterised Protein  -2,31 
34 Rp1_contig_33362 Uncharacterised Protein -1,23 

 38 Rp1_contig_35127 Uncharacterised Protein -2,25 -2,54 
48 Rp1_LOC100533548 ADAM10  -1,47 
62 Rp1_LOC101853696 Dentin sialophosphoprotéine  -2,18 
72 Rp1_LOC101859054 Matriline  -1,64 

87 Rp1_MEGF6.8.16 Multiple epidermal growth factor-like 
domains protein 6  -2,69 
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L’effet global inhibiteur de la CBZ sur les 94 gènes sélectionnés à partir de l’étude en RNA Seq 

est représenté par la figure 57. On constate que la CBZ a un effet inhibiteur uniquement pour la 

concentration 25 µg/L. On compte 18 gènes significativement inhibés pour la plus forte 

concentration de CBZ. Pour l’exposition à une solution de CBZ à 0,165 µg/L, on ne constate pas 

d’effet significatif sur les 94 gènes étudiés. Malgré un impact de la CBZ sur le développement 

embryonnaire du Radix à la concentration environnementale (0,165 µg/L), on ne constate pas de 

gènes significativement impactés par ce médicament. En fait, en prélevant les premiers organismes 

éclos (en même temps que l’éclosion des témoins) pour l’extraction d’ARN, nous avons certainement 

sélectionné les organismes les moins impactés par la CBZ ou ceux s’étant adaptés à la présence de 

CBZ, sans provoquer d’effet. De plus, le fait de prélever des organismes ayant éclos signifie que le 

développement embryonnaire est fini et que le retard de développement embryonnaire observé 

n’est pas nécessairement lié à une perturbation transcriptomique. La plus faible concentration peut 

impacter le développement, mais pas l’organisme une fois formé, d’où la deuxième hypothèse 

soulevée qui serait que la concentration 0,165 µg/L serait trop faible pour perturber les processus 

métaboliques et/ou trop faibles pour initier un mécanisme de réponse par les organismes.  

 

 

 

 

Inhibés Surexprimés 

Figure 57 : Représentation graphique de type volcanoplot du ratio d'expression de chaque gène pour les deux conditions d'expositions à 
la carbamazépine. Car1_gène : carbamazépine à 0,165 µg/L ; Car2_gène : carbamazépine à 25 µg/L ; log2(FoldChange) : Log de base 2 
du ratio d'expression obtenu par la méthode du ΔΔCT ; -log10(pvalue) : - log de base 10 de la pvalue obtenue lors du calcul des ratios 
d’expressions ; Orange : Gènes inhibés ou surexprimés avec pvalue > 0.05 ; Vert : Gènes inhibés ou surexprimés avec pvalue < 0.005 ; 
Noir et Rouge : Gènes non différentiellement exprimés 
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Tableau 16 : Fonctions des gènes impactés dans chaque condition d’exposition à la carbamazépine 

N° gène N° accession Fonction 
Log2 (Fold Change) 

Car_0,165  Car_25 
3 Rp1_contig_00864 Ribosomal Protein L 18  -2,76 
7 Rp1_contig_01993 Kielin/chordin  -2,40 

12 Rp1_contig_05989 Uncharacterised Protein  -2,15 
14 Rp1_contig_09129 Amidase  -3,35 

17 Rp1_contig_12968 Receptor-type tyrosine-protein 
phosphatase T  -2,08 

21 Rp1_contig_13954 Uncharacterised Protein  -3,43 
24 Rp1_contig_19175 E3 ubiquitin-protein ligase DTX3-like  -2,88 
30 Rp1_contig_25496 Uncharacterised Protein  -3,74 

31 Rp1_contig_28236 Mitogen-activated protein kinase kinase 
kinase 2-like (MAP3K2)  -1,08 

38 Rp1_contig_35127 Uncharacterised Protein  -3,89 
42 Rp1_contig_38047 Alpha-L-fucosidase  -1,82 
48 Rp1_LOC100533548 ADAM 10  -3,10 
64 Rp1_LOC101855107.1.4 Sushi nidogen and EGF domain  -2,71 
72 Rp1_LOC101859054 Matrilin  -2,05 
78 Rp1_LOC101862413.2.3 Fibropellin  -1,38 
80 Rp1_LOC101863302 Uncharacterised Protein  -2,07 
86 Rp1_LOC763190 Sushi nidogen and EGF domain  -3,50 

87 Rp1_MEGF6.8.16 Multiple epidermal growth factor-like 
domains protein 6  -5,06 

 

L’étude fonctionnelle des gènes dont l’expression est modulée par la CBZ à 25 µg/L est 

présentée dans le tableau 16. Ces résultats suggèrent que les principales fonctions impactées sont 

globalement les mêmes que lors d’une exposition à l’oxazépam. On retrouve le traitement de 

l’information génétique, l’adhésion et le cycle cellulaire, la signalisation cellulaire et le métabolisme 

des acides aminés et des glycanes.  

c. Impacts de la cyamémazine évalués sur 94 gènes par RT-qPCR 
La figure 58 représente la répartition des 94 gènes dans chacune des deux conditions 

d’expositions à la CYZ (0,01 et 100 µg/L) en fonction de leur ratio d’expression et de la significativité. 
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L’expression des 94 gènes sélectionnés à partir de l’étude en RNA Seq lors d’une exposition à 

la CYZ est représentée par la figure 58. On constate que la CYZ a un effet uniquement inhibiteur, 

même à de faibles concentrations comme la concentration environnementale de 0,01 µg/L. On 

compte 9 gènes significativement impactés pour la plus faible concentration et 15 gènes 

significativement inhibés par une exposition des organismes à 100 µg/L de CYZ. 

Tableau 17 : Fonctions des gènes impactés dans chaque condition d’exposition à la cyamémazine 

N° gène N° accession Fonction 
Log2 (Fold Chage) 

Cya_0,01  Cya_100 
3 Rp1_contig_00864 Ribosomal Protein L 18 -1,86 -2,32 

12 Rp1_contig_05989 Uncharacterised Protein   -1,70 
14 Rp1_contig_09129 Amidase -2,28  

17 Rp1_contig_12968 Receptor-type tyrosine-protein 
phosphatase T  -2,09 

20 Rp1_contig_13618 Hemagglutinin  -2,20 
21 Rp1_contig_13954 Uncharacterised Protein -2,30  
30 Rp1_contig_25496 Uncharacterised Protein  -2,51 -2,98 
34 Rp1_contig_33362 Uncharacterised Protein   -1,10 
38 Rp1_contig_35127 Uncharacterised Protein  -2,81 -2,96 
48 Rp1_LOC100533548 ADAM 10 -1,74 -2,09 
56 Rp1_LOC101849541.1.7 ADAM 17  -1,28 
64 Rp1_LOC101855107.1.4 Sushi nidogen and EGF domain  -2,81 
72 Rp1_LOC101859054 Matrilin  -1,52 
80 Rp1_LOC101863302 Uncharacterised Protein  -1,47 -1,46 
86 Rp1_LOC763190 Sushi nidogen and EGF domain -2,15 -2,02 

Figure 58 : Représentation graphique de type volcanoplot du ratio d'expression de chaque gènes pour les deux conditions d'expositions à 
la cyamémazine. Cya1_gène : cyamémazine à 0,165 µg/L ; Cya2_gène : cyamémazine à 100 µg/L ; log2(FoldChange) : Log de base 2 du 
ratio d'expression obtenu par la méthode du ΔΔCT ; -log10(pvalue) : - log de base 10 de la pvalue obtenue lors du calcul des ratios 
d’expressions ; Orange : Gènes inhibés ou surexprimés avec pvalue > 0.05 ; Vert : Gènes inhibés ou surexprimés avec pvalue < 0.005 ; 
Noir et Rouge : Gènes non différentiellement exprimés 
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Tableau 17: suite 

87 Rp1_MEGF6.8.16 Multiple epidermal growth factor-like 
domains protein 6 -3,81 -2,93 

94 Rp1_contig_08568 Furine  -2,03 
 

Le tableau 17 montre les fonctions des gènes impactés par au moins une des conditions 

d’expositions à la CYZ. Les principaux processus du métabolisme impactés par la CYZ sont la 

signalisation cellulaire, l’adhésion et le cycle cellulaire, le traitement de l’information génétique, le 

métabolisme des acides aminés et la biodégradation des xénobiotiques.  

d. Impacts de la sertraline évalués sur 94 gènes par RT-qPCR 
La figure 59 représente la répartition des 94 gènes dans chacune des deux conditions 

d’expositions à la SRT (0,001 et 10 µg/L) en fonction de leur ratio d’expression et de la significativité. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’expression des 94 gènes sélectionnés à partir de l’étude en RNA Seq lors d’une exposition à 

la SRT est représentée par la figure 59. On constate que la SRT a un effet majoritairement inhibiteur, 

même à de faibles concentrations comme la concentration environnementale de 0,001 µg/L. On 

compte 5 gènes significativement inhibés et un surexprimé pour la plus faible concentration et 12 

gènes inhibés par une exposition des organismes à 10 µg/L de SRT. 

 

Surexprimés 

 

Inhibés 

Figure 59 : Représentation graphique de type volcanoplot du ratio d'expression de chaque gène pour les deux conditions d'expositions à la 
sertraline. Ser1_gène : sertraline à 0,001 µg/L ; Ser2_gène : sertraline à 10 µg/L ; log2(FoldChange) : Log de base 2 du ratio d'expression 
obtenu par la méthode du ΔΔCT ; -log10(pvalue) : - log de base 10 de la pvalue obtenue lors du calcul des ratios d’expressions ; Orange : 
Gènes inhibés ou surexprimés avec pvalue > 0.05 ; Vert : Gènes inhibés ou surexprimés avec pvalue < 0.005 ; Noir : Gènes non 
différentiellement exprimés 
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Tableau 18 : Fonctions des gènes impactés dans chaque condition d’exposition à la sertraline 

N° gène N° accession Fonction 
Log2 (Fold Change) 

Ser_0,001  Ser_10 
3 Rp1_contig_00864 Ribosomal Protein L 18 -1,44 -1,79 
7 Rp1_contig_01993 Kielin/chordin  -1,41 

14 Rp1_contig_09129 Amidase  -2,29 

17 Rp1_contig_12968 Receptor-type tyrosine-protein 
phosphatase T -2,36  

21 Rp1_contig_13954 Uncharacterised Protein  -2,49 

24 Rp1_contig_19175 Probable E3 ubiquitin-protein ligase 
DTX3-like -2,83  

30 Rp1_contig_25496 Uncharacterised Protein  -2,66 -2,32 
38 Rp1_contig_35127 Uncharacterised Protein  -2,58 -2,31 
44 Rp1_contig_41364 Periostin  0,78  
48 Rp1_LOC100533548 ADAM 10  -1,59 
53 Rp1_LOC101846931 Cytochrome P450 3A5  -1,82 
56 Rp1_LOC101849541.1.7 ADAM 17  -1,38 
72 Rp1_LOC101859054 Matrilin  -1,40 
86 Rp1_LOC763190 Sushi nidogen and EGF domain  -2,36 

87 Rp1_MEGF6.8.16 Multiple epidermal growth factor-like 
domains protein 6  -3,36 

 

Le tableau 18 montre les fonctions des gènes impactés par au moins une des conditions 

d’expositions à la SRT. Les principaux processus métaboliques impactés par la SRT sont la 

signalisation cellulaire, l’adhésion, le cycle cellulaire, le traitement de l’information génétique, le 

métabolisme des acides aminés et la biodégradation des xénobiotiques. 

e. Bilan et discussion de l’impact transcriptomique des psychotropes sur le 
R. balthica 

L’étude en RT-qPCR de l’impact de chaque molécule sur le transcriptome du Radix a permis 

d’identifier 6 gènes dont l’expression est inhibée par les quatre médicaments. On trouve les gènes 

codant la protéine ribosomique L 18 (RPL18, Rp1_contig_00864), une protéine ayant une fonction 

Amidase (Rp1_contig_09129), un récepteur de type tyrosine-protéine phosphatase 

(Rp1_contig_12968), une métalloprotéine de la famille ADAM (A Disentegrin And Metalloprotease) : 

ADAM10 (Rp1_LOC100533548), la protéine Matriline (Rp1_LOC101859054) et une protéine à de 

multiples domaines de facteur de croissance épidermique (MEGF-6, Rp1_MEGF6.8.16). La discussion 

autour du gène codant la protéine ADAM10 intervenant dans la voie de signalisation Notch a déjà été 

réalisée dans le chapitre II. d. ii. (Voir Chapitre 3. II. d. iii. et Mazzitelli et al. 2016). Il est intéressant 

de constater que les quatre molécules impactent la même voie de signalisation et ce de la même 

façon. Ainsi, on peut supposer que cette voie de signalisation, impliquée dans de nombreux 

processus cellulaires tels que la différentiation, la migration et la survie cellulaire est une réponse 
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spécifique de l’exposition des gastéropodes juvéniles à des psychotropes. Il pourrait être intéressant 

de voir si cette voie est impactée à l’identique chez les adultes. Le gène inhibé codant pour une 

protéine de type Amidase est impliqué dans la biodégradation des xénobiotiques (Kirkiacharian 

2010). En effet une fois absorbés, les médicaments peuvent subir différentes phases de 

métabolisation avec une hydrolyse des fonctions esters par une Estérase ou encore une hydrolyse 

des fonctions amides par une Amidase (Kirkiacharian 2010). Les molécules utilisées dans notre étude 

sont des xénobiotiques potentiellement métabolisés par ces protéines. De ce fait, l’impact 

transcriptomique sur cette famille de gènes coïncide avec nos expérimentations. Le gène MEGF-6 

codant une protéine de la famille des facteurs de croissance épidermique (EGF) est lui aussi inhibé 

par toutes les molécules testées. Les protéines EGF sont impliquées dans de nombreuses fonctions 

cellulaires telles que la signalisation cellulaire, les récepteurs membranaires ou encore dans la 

composition de la matrice extracellulaire (Yang et al. 1989; Davis 1990; Bisgrove et al. 1991). Comme 

l’a montré l’étude de Kesteren et al., (2008) sur les neurones de Lymnaea, les EGF semblent aussi 

pouvoir réguler la formation des synapses cholinergiques chez les mollusques. Les 4 médicaments 

étudiés sont connus pour avoir des effets anticholinergiques chez l’Homme. La conduction nerveuse 

cholinergique étant très conservée à travers le règne animal, on peut supposer que les effets 

anticholinergiques puissent être aussi observés chez le Radix. Ainsi, l’inhibition du gène MEGF-6 

pourrait participer à l’effet anticholinergique des psychotropes. L’inhibition de ce gène pourrait donc 

conduire à une perturbation de la formation des synapses cholinergiques chez le Radix, nécessaires à 

la contraction musculaire et donc au déplacement, mais aussi au battement cardiaque du mollusque. 

L’impact des quatre molécules sur l’expression de ce gène pourrait être en partie à l’origine du retard 

de développement embryonnaire observé pour les mêmes concentrations au cours du test 

d’embryotoxicité. Dans le même sens, le gène codant le récepteur de type tyrosine phosphatase T 

(PTPRT) est également inhibé dans notre étude. Cette protéine pourrait être également impliquée 

dans la formation et la régulation des synapses comme le montre l’étude de localisation sur culture 

de cellules rénales d’embryon humain de Lim et al., (2009) et intervient aussi dans les processus 

d’adhésion cellulaire (Besco et al. 2006; Lim and Lee 2009; Lee 2015). Le gène codant la protéine RPL 

18 apparaît lui aussi inhibé par l’exposition aux médicaments. Cette protéine est impliquée dans le 

processus majeur du transport des ARN et de la synthèse des protéines qui sont d’importantes 

fonctions pour la croissance cellulaire (Lempiäinen and Shore 2009). L’inhibition des gènes codant les 

protéines ribosomiques peut causer des anomalies du développement comme l’ont montré Uechi et 

al., (2006). Bien que nous n’ayons pas observé d’anomalie du développement à la suite d’une 

exposition aux psychotropes, nous avons tout de même observé un retard du développement 

embryonnaire en lien avec la croissance cellulaire des embryons exposés aux 4 psychotropes, 

suggérant un lien avec l’inhibition du gène RPL 18. Il est étonnant de trouver une différence 
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significative de l’expression de ce gène qui est souvent (parfois à tort) utilisé comme gène de 

référence. Cependant, comme l’a montré l’étude de Puder et al. (1993), les cellules du cancer 

colorectal humain présentent une surexpression du gène rpl18 par rapport à un tissu colorectal sain. 

Ces résultats montrent que l’expression de ce gène n’est pas toujours stable et peut être modulée 

par une maladie ou une exposition à un xénobiotique. Le dernier gène impacté par tous les 

médicaments code la Matriline. Cette protéine intervient principalement dans la stabilisation de la 

matrice extracellulaire (MEC) en formant un polymère à partir de plusieurs unités de Matriline pour 

former des structures supramoléculaires, résultant à la construction d’un réseau de filaments (Frank 

et al. 2002; Mason and Arndt 2004; Bai et al. 2013). Ces six gènes inhibés par chaque médicament 

interviennent dans de nombreux processus cellulaires. La mise en évidence de la modification de leur 

expression pourrait donc être corrélée aux perturbations du développement embryonnaire 

observées précédemment pour les psychotropes, mais aussi à des perturbations de la reproduction 

ou encore du déplacement. Ainsi, l’exposition des mollusques à ces psychotropes pourrait impacter 

les populations de Radix et plus largement de mollusques d’eau douce. 

i. Effets spécifiques de l’oxazépam 

L’OXZ inhibe spécifiquement l’expression de gènes codant la Dopamine-Beta-Hydroxylase 

(DBH) (Rp1_contig_01288) et la Dentine sialophosphoprotéine (Rp1_LOC101853696) et augmente 

l’expression du gène codant l’acétylcholinestérase (Rp1_ACES.1.2). Comme pour l’étude en RNAseq, 

les gènes de la Dopamine-β-hydroxylase et de l’Acétylcholinestérase (AchE) sont impliqués dans les 

processus de biosynthèse des catécholamines et donc de la conduction nerveuse dopaminergique, 

adrénergique et cholinergique. L’inhibition de la DBH par l’OXZ a été discutée dans le Chapitre 3. II. d. 

iii. et dans l’étude de Mazzitelli et al. (2016). L’inhibition de ce gène suggère donc un impact sur la 

biosynthèse des catécholamines, et donc de la conduction nerveuse adrénergique et 

noradrénergique. La surexpression de l’AchE pourrait induire une inhibition de la conduction 

cholinergique en dégradant l’acétylcholine avant même qu’elle n’arrive au niveau des récepteurs 

spécifiques. La revue de Kodirov (2011) montre que l’Acétylcholine (Ach) intervient dans le contrôle 

du fonctionnement cardiaque chez la Lymnaea, avec un effet inotrope négatif (diminution de 

l’amplitude des battements). Il a été montré que l’Ach à 5µM dépolarise de manière réversible la 

membrane des neurones cardiaques inhibiteurs chez la Lymnaea. Cette inhibition est renforcée par 

un blocage de l’AchE (Jurchenko et al. 1973a; Jurchenko et al. 1973b). Ainsi, une surexpression de 

l’AchE provoquée par une exposition à l’OXZ pourrait entraîner une diminution de l’Ach dans les 

synapses cholinergiques et donc augmenter l’amplitude des battements cardiaques chez le Radix. De 

plus, l’Ach étant dégradée par l’AchE, la surexpression de celle-ci par l’OXZ pourrait entraîner une 

diminution de l’Ach dans les synapses cholinergiques et donc une inhibition de la vitesse de 
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déplacement des Radix à cause d’une contraction musculaire moins efficace. Bien que nous n’ayons 

pas analysé le déplacement des Radix en présence de psychotropes, il serait intéressant de le faire en 

parallèle d’une étude d’expression des gènes responsables de la biosynthèse de l’Ach et le gène de 

l’AchE avec le dosage de l’activité AchE. Plusieurs études ont montré un lien de cause à effet entre 

l’exposition à l’OXZ et le déplacement des organismes. Ainsi, Huerta et al., (2016) ont montré une 

diminution de la vitesse du déplacement du poisson Pimephales promelas exposé à une solution 

d’OXZ à 4,7 µg/L. A l’opposé de ces résultats, les travaux de Brodin et al., (2013) montrent une 

augmentation de l’activité des poissons Perca fluviatilis exposés à des solutions d’OXZ de 

concentrations allant de 1,8 à 910 µg/L. De même, l’étude de Chiffre et al. (2016) a montré que 

l’activité du poisson O. latipes est augmentée lorsqu’il est exposé à de faibles concentrations 

d’oxazépam (1,8 et 10 µg/L). Bien que nous ayons observé une inhibition du gène de l’AchE 

suggérant une inhibition de la mobilité, ces deux dernières études montrent une augmentation de 

l’activité des organismes exposés à des psychotropes. Celle-ci pourrait également s’expliquer par 

d’autres perturbations des voies de signalisation par l’AchE. Enfin, les gènes codant la Dentin-

sialiophosphoprotéine et la Matriline interviennent dans la synthèse de la matrice extracellulaire 

(MEC), notamment dans le processus de minéralisation de la MEC grâce à leur capacité de fixation du 

Ca2+ permettant la formation de l’hydroxyapatite (Linde 1989; Godovikova and Ritchie 2007; Yang et 

al. 2013). Une modification de l’expression du gène codant la Matriline, intervenant dans le 

processus de biominéralisation pourrait entraîner des malformations de la coquille (Huang et al. 

2015), voire la synthèse d’une coquille moins résistante, rendant les mollusques plus vulnérables aux 

prédateurs et aux traitements abiotiques de l’environnement. De même, nous observons l’inhibition 

du gène codant la Dentine qui est une protéine impliquée dans les processus de biominéralisation 

comme celui de la coquille ou de la dent. Les odontoblastes chez les mollusques sont impliqués dans 

la formation de la dentine, le tissu minéral principal de la dent (Scheltema et al. 2003). Une inhibition 

du gène codant cette protéine au cours du développement du Radix pourrait entraîner des 

malformations de la radula du mollusque et donc perturber son alimentation et ses réserves 

énergétiques. In fine, ces perturbations pourraient aboutir à la modulation des populations de 

mollusques dans l’environnement.  

ii. Effets spécifiques de la carbamazépine 

La CBZ impacte le transcriptome du Radix à la concentration de 25 µg/L, mais aucun effet n’est 

détectable à la concentration environnementale. Cette molécule inhibe spécifiquement 4 gènes 

codant 4 protéines, une MAP3K2 (Rp1_contig_28236), une α-Fucosidase (Rp1_contig_38047), une 

Ubiquitine ligase (DTX3, Rp1_contig_19175) et une Fibropelline (Rp1_LOC101862413.2.3). Ils 

interviennent dans la signalisation cellulaire, l’apoptose, différentes étapes du cycle cellulaire ou 
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encore l’induction du mésoderme et de l’endoderme durant l’embryogenèse. Hermsen et al. (2013) 

ont étudié l’impact transcriptomique de deux psychotropes, dont la CBZ sur le développement 

embryonnaire du poisson-zèbre. Ils ont ainsi mis en évidence son effet sur de nombreuses voies 

cellulaires et moléculaires, comme on a pu le montrer dans notre étude. De nombreuses voies de 

biosynthèse sont modulées par les deux psychotropes, telles que la voie de signalisation PPAR, Nodal 

ou encore la voie de signalisation des inhibiteurs de fixation à l’ADN (Id signaling pathway) (Hermsen 

et al. 2013). La CBZ impacte aussi de nombreux gènes impliqués dans les voies de signalisations 

cellulaires et dans le développement de la crête neurale (Hermsen et al. 2013) chez le poisson zèbre. 

Ces résultats vont dans le même sens que l’effet de la CBZ sur le Radix avec notamment l’inhibition 

du gène codant la protéine Kielin/chordin-like ayant une fonction inductrice de cellules précurseur 

des cellules des crêtes neurales. Ainsi, on peut supposer que le retard observé sur le développement 

embryonnaire pourrait être lié à l’inhibition du gène Kielin/chordin-like suite à une exposition à 25 

µg/L de CBZ. Le gène de la Fibropelline est un gène normalement très exprimé lors du 

développement embryonnaire du mollusque (Bisgrove et al. 1991). Comme le montre l’étude de 

Huang et al. (2012), le gène de la Fibropelline fait partie du cluster de gènes fortement exprimés au 

cours du développement du mollusque Haliotis diversicolor. Aussi connue comme un facteur de 

croissance épidermique, cette protéine a été découverte pour la première fois chez l’oursin de mer 

avec une fonction dans le développement et la croissance (Hursh et al. 1987; Suyemitsu et al. 1989). 

Par son rôle dans les voies spécifiques de transduction du signal, l’inhibition de la Fibropelline 

pourrait conduire à des anomalies de développement (Yang et al. 1989; Kamei et al. 2000). Ainsi, 

l’inhibition de ce gène pourrait être à l’origine du retard de développement embryonnaire observé 

lors de l’étude d’embryotoxicité. Le dernier gène spécifiquement inhibé par la CBZ code la protéine 

α-fuctosidase qui intervient dans le métabolisme des glycanes (glycosaminoglycane, 

glycosylphosphatidylinositol…) impliqué dans la signalisation cellulaire, la communication cellulaire et 

le système immunitaire. L’inhibition de ces gènes pourrait donc altérer la fonction immunitaire du 

mollusque, mais aussi perturber les différentes voies de signalisation particulièrement exprimées au 

cours du développement embryonnaire. Il serait donc intéressant de mener une étude des 

perturbations de l’immunité chez le Radix exposé aux psychotropes. 

iii. Effets spécifiques de la cyamémazine 

Les principaux gènes significativement inhibés par la CYZ à 100 µg/L sont des gènes codant des 

protéines impliquées dans la voie de signalisation Notch, (ADAM 17 (Rp1_LOC101849541.1.7)) et 

ADAM 10 (Rp1_LOC100533548)) et dans la maturation protéique (Furine, (Rp1_contig_08568)). Le 

rôle et l’impact de l’inhibition de ces trois gènes ont été discutés dans le chapitre II. d. ii. et dans 

l’étude de Mazzitelli et al. (2016) (Voir Chapitre 3. II. d. ii.). Comme l’ont montré de nombreuses 
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études (Diederich et al. 1994; Matsuno et al. 1995; Weinmaster 1997; Deftos et al. 1998; 

Schweisguth 2000; Baron 2012; Gavai et al. 2015), la voie de signalisation Notch est à l’origine de 

nombreux processus cellulaires impliqués dans de multiples processus biologiques tels que la 

signalisation cellulaire, la transcription de gènes cibles, le développement des neurones, des muscles, 

dans la différentiation, la prolifération et la survie cellulaire. Un ou plusieurs de ces mécanismes 

intervenant dans le processus d’embryogenèse telle que la migration cellulaire étant à l’origine de 

l’organisation des feuillets sont essentiels au bon développement des organismes. Un impact 

délétère de la CYZ sur la voie de signalisation Notch pourrait donc être à l’origine du retard de 

développement observé lors d’une exposition des embryons de Radix à la CYZ. 

iv. Effets spécifiques de la sertraline 

La SRT inhibe l’expression de 5 gènes à la concentration environnementale et inhibe 12 gènes 

à la concentration 10 µg/L, dont 3 sont communs aux deux conditions (2 contigs codant 2 protéines 

non caractérisées et le contig codant RPL 18). La SRT induit l’expression d’un contig codant la 

protéine Périostine. Parmi tous les contigs dont l’expression est modulée par la SRT, seuls deux sont 

spécifiques (Périostine et CYP3A5) à une exposition à la SRT et n’ont pas été discutés. Le gène codant 

une Périostine, avec les gènes codant DTX3, ADAM 10 et 17, MEGF-6 et Kielin/chordin-like sont 

impliqués majoritairement dans des processus de contrôle du cycle cellulaire et de l’apoptose, de 

signalisation cellulaire ou encore d’adhésion et de migration cellulaires. En accord avec nos résultats, 

l’étude de Bossus et al. (2014) chez l’amphipode Echinogammarus marinus montre que la SRT 

impacte à de faibles concentrations (> à 0,01µg/L) l’expression de gènes codant des protéines 

impliquées dans la transduction du signal cellulaire (Arrestin), dans l’adhésion et la migration 

cellulaire (Neurocan core protein). Campos et al. (2013) montrent également un impact de deux 

inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine proche de la SRT (fluoxétine et fluvoxamine) sur 

le transcriptome de Daphnia magna. Ces résultats montrent un impact des SSRI sur la voie de 

biosynthèse de la sérotonine, sur le métabolisme du cycle de Krebs ou encore sur l’expression de 

gènes codant des enzymes impliquées dans les processus de morphogenèse ou de différenciation 

tissulaire (Campos et al. 2013). Ces résultats corroborent les observations réalisées suite à notre 

étude des modulations du transcriptome de Radix ainsi que le retard du développement 

embryonnaire suite à une exposition à la SRT. Cette molécule perturbe les processus d’adhésion et 

de migration cellulaire qui sont deux processus fondamentaux pour le bon déroulement du 

développement embryonnaire. Les impacts transcriptomiques de la SRT sur le Radix peuvent donc 

être corrélés avec les résultats de toxicité observés sur le développement d’embryons de Radix. A 

côté de ces gènes impliqués dans la signalisation et l’adhésion cellulaire, le gène CYP3A5, intervenant 

dans les processus de détoxification est également inhibé en présence de SRT. Ce gène qui intervient 
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dans la phase I de détoxification a pour fonction principale de métaboliser les molécules 

médicamenteuses de l’organisme. Nous pouvions donc nous attendre à une activation de ce gène. 

Son inhibition est probablement le résultat d’une interaction direct de la SRT sur l’expression du gène 

CYP3A5. Cette inhibition pourrait conduire à un ralentissement du processus de détoxification des 

Radix qui accentuerait les effets de cette molécule sur les différentes fonctions de l’organisme.  

f. Comparaison de l’étude du RNAseq en différentielles et de l’étude en RT-
qPCR 

L’étude en RT-qPCR nous a permis d’une part de valider les résultats obtenus à la suite 

du RNAseq en différentiel, ainsi que d’affiner les résultats déjà observés. Ainsi, lorsque l’on compare 

la modulation des gènes en RT-qPCR et en RNAseq en différentiel, on constate que seuls 13 des 94 

gènes (soit 14 %) testés en RT-qPCR valident le RNAseq. Parmi ces 13 gènes, l’Amidase et le 

Récepteur de type tyrosine phosphatase T sont inhibés en RT-qPCR et surexprimés après l’analyse du 

RNAseq en différentiel. L’expression des 11 autres gènes va dans le même sens pour les deux 

méthodes. La grosse différence observée entre le nombre de gènes dont l’expression est 

potentiellement impactée à la suite de l’étude du RNAseq en différentiel et ceux qui le sont 

réellement après analyse en RT-qPCR provient du fait que cette dernière est une méthode beaucoup 

plus reproductible et sensible. En effet, la méthode d’analyse en RT-qPCR utilise l’amplification d’un 

fragment du gène étudié pour lequel on pourra déterminer une quantité relative ou absolue. Cette 

méthode présente peu de biais si ce n’est le biais de l’expérimentateur et elle est très reproductible. 

La méthode du RNAseq en différentiel quant à elle présente plusieurs biais (notamment lorsque le 

génome de l’organisme n’a jamais été séquencé), tels qu’une amplification non spécifique, 

l’utilisation d’adaptateurs, les erreurs de séquençage, tous les reads séquencés ne matchent pas avec 

le transcriptome assemblé ou encore la présence de contigs chimères portant plusieurs ORFs. Ces 

biais sont renforcés par les méthodes utilisées lors des traitements des séquences nucléotidiques qui, 

pour l’assemblage, utilisent des scripts souvent propres à l’équipe qui le réalise. De plus, il existe 

plusieurs scripts utilisables lors de l’analyse de l’expression en différentielle des gènes qui ne 

possèdent pas toujours les mêmes traitements statistiques. Ainsi, avec deux méthodes de 

traitements en différentiel on peut obtenir plus ou moins de gènes différentiellement exprimés, 

suggérant l’utilisation de valeurs seuils différentes d’un traitement à l’autre. Cependant, l’utilisation 

du RNAseq en différentiel est très utile lorsqu’aucune donnée transciptomique n’est disponible dans 

la littérature, mais présente le désavantage d’être moins spécifique que la méthode en RT-qPCR. 

Cependant, cette méthode permet tout de même de comparer la réponse du transcriptome d’un 

organisme entier (dans notre cas) à un stress. Même si on perd de l’information, cette méthode 
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permet de caractériser les effets d’un stress (physique, chimique, ou biologique) en identifiant les 

principales voies impactées. 

V. Etude fonctionnelle de quelques gènes impactés par 
l’oxazépam 

Afin d’aller plus loin dans l’étude de l’impact transcriptomique de l’oxazépam, nous avons 

réalisé une étude d’hybridation in toto de 5 gènes sur des embryons de Radix exposés ou non à 

l’oxazépam. Le but était d’une part de caractériser de possibles perturbations dans la localisation 

cellulaire de certains gènes impactés par l’oxazépam et d’autre part d’essayer de mieux comprendre 

la fonction de gènes non caractérisés chez le R. balthica. Cinq gènes ont été sélectionnés pour la 

réalisation de l’hybridation in toto : la Dentine (Rp1_contig_31167), la Kiéline/Chordine 

(Rpl_contig_01993), l’Acétylcholinestérase (Rp1_ACES.1.2), la Fibrilline (RP1_LOC101861648.2.2) et 

comme référence la β-Tubuline (Rp1_TBB). 

Comme on peut l’observer sur la figure 60, l’expression de la β-Tubuline a lieu principalement 

dans le pied du mollusque. Nous n’avons pas constaté de différence de localisation de la β-Tubuline 

lorsque les mollusques sont exposés à l’oxazépam. L’étude de localisation des 4 autres gènes testés 

n’a pas permis d’observer de localisation ni dans la condition témoin ni dans la condition d’exposition 

à l’oxazépam. On peut expliquer ce problème expérimental par le faible taux d’expression de ces 4 

contigs, limitant ainsi la révélation. Cette expérience a nécessité l’utilisation d’anticorps primaires 

anti-digoxigènine couplés à la Phosphatase Alcaline qui réduit le NBT/BCIP (révélateur) en un 

précipité bleu. Afin d’amplifier le signal pour ces 4 gènes, nous pourrions utiliser un anticorps 

primaire anti-digoxigènine et un anticorps secondaire anti-anticorps primaire couplé à la 

Phosphatase Alcaline.  
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Figure 60 : Photographie de la localisation de la B-tubuline sur des embryons de Radix (10 jours post fécondation). A, B et E : 
Hybridation de la sonde sens de Rp1_TBB ; C, D et F : Hybridation de la sonde anti-sens de Rp1_TBB ; A, B, C et D : Embryons de 
Radix exposés à 10 µg/L d’oxazépam ; E et F : Embryons de Radix exposés aux conditions témoins ; mv : masse viscérale ; p : pied ; 
o : œil. 
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CHAPITRE 4 : RESULTATS ET DISCUSSIONS DES 
EXPERIMENTATIONS MENEES SUR S. POLYCHROA 

I. Les psychotropes perturbent-ils la mobilité de la planaire 
S. polychroa ? 

Afin d’étudier la toxicité des psychotropes sur la mobilité de la planaire S. polychroa, nous 

avons exposé les organismes pendant 21 jours à chaque psychotrope. Les données représentent la 

distance moyenne parcourue par les planaires durant 2 minutes de déplacement dans une arène. Les 

déplacements ont été filmés tous les trois jours et les vidéos analysées à l’aide d’un logiciel de vidéo 

tracking (EthoVision, Noldus compagny). 

a. Étude de la mobilité de S. polychroa exposée à l’oxazépam (OXZ) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La distance parcourue par les planaires témoins exposées à une solution d’eau AFNOR varie au 

cours du temps (Figure 61). Au cours des 12 premiers jours, la distance parcourue par ces planaires 

varie entre 150 et 190 mm. Au cours des six derniers jours, la distance parcourue par les témoins 

chute à environ 100 mm. L’allure des courbes de chaque condition montre que la mobilité chez les 

planaires exposées semble plus stable au cours du temps que celle des témoins (Figure 61). De plus, 

lorsque l’on compare la mobilité des planaires exposées aux 3 concentrations d’OXZ (0,815, 10 et 100 

µg/L) avec celle des planaires témoins, on observe un effet stimulateur significatif de chaque 

concentration à partir de 15 jours d’exposition à l’OXZ. Ces résultats suggèrent qu’une exposition à 

long terme à l’OXZ stimule directement ou indirectement la mobilité de la planaire S. polychroa.  
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Figure 61 : Représentation graphique de l’impact de l’oxazépam sur la mobilité de la planaire S. polychroa. 
(Moyenne ± ET) (ANOVA puis test exact de Student, p-value : *** < 0.001 ; ** < 0.01 ; * < 0.05 ;͎ ● < 0.1) 
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b. Étude des perturbations de la mobilité de la planaire S. polychroa 
exposée à la carbamazépine (CBZ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La figure 62 présente la mobilité des planaires exposées à la CBZ. Au cours des 12 premiers 

jours, la distance parcourue par les planaires varie entre 150 et 200 mm. Au cours des six derniers 

jours, la distance parcourue par les témoins chute à environ 100 mm. L’allure des courbes de chaque 

condition montre que la mobilité chez les planaires exposées à la CBZ semble plus stable au cours du 

temps que la mobilité du témoin. Lorsque l’on compare la mobilité des planaires exposées aux 3 

concentrations de CBZ (0,165, 10 et 100 µg/L) avec celle des planaires témoins, on observe un effet 

stimulateur significatif de chaque concentration après 15 jours d’exposition. Ces résultats suggèrent 

qu’une exposition à long terme à la CBZ stimule directement ou indirectement la mobilité de la 

planaire S. polychroa. 

c. Étude de la mobilité de la planaire S. polychroa exposée à la 
cyamémazine (CYZ) 
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Figure 62 : Représentation graphique de l’impact de la carbamazépine sur la mobilité de la planaire S. polychroa. 
(Moyenne ± ET) (ANOVA puis test exact de Student, p-value : *** < 0.001 ; ** < 0.01 ; * < 0.05 ;͎ ● < 0.1) 
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Figure 63 : Représentation graphique de l’impact de la cyamémazine sur la mobilité de la planaire S. polychroa. 
(Moyenne ± ET) (ANOVA puis test exact de Student, p-value : *** < 0.001 ; ** < 0.01 ; * < 0.05 ;͎ ● < 0.1) 



 

127 
 

 Résultats et discussions des expérimentations menées sur S. polychroa 

La figure 63 présente le déplacement de la planaire exposée à la CYZ. Au cours des 12 premiers 

jours, la distance parcourue par les planaires témoins varie entre 150 et 190 mm. Au cours des six 

derniers jours, la distance parcourue par les témoins chute à environ 100 mm. L’exposition à court 

terme (12 jours) des planaires à une solution de CYZ à 0,01 µg/L n’a pas d’effet significatif sur la 

mobilité des planaires. L’allure de la courbe de la mobilité des planaires exposées à 10 µg/L semble 

plus stable au cours du temps que la mobilité du témoin. De plus, on constate une inhibition 

significative de la mobilité après 9 jours d’exposition à cette concentration. L’exposition des planaires 

à une solution de CYZ à 100 µg/L a un effet significatif inhibiteur de la mobilité à court terme (de 3 à 

12 jours). Les planaires exposées à cette concentration se déplacent deux à trois fois moins (50 à 60 

mm) que les témoins (150 à 190 mm). 

d. Étude de la mobilité de la planaire S. polychroa exposée à la sertraline 
(SRT) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les effets de la SRT sur la mobilité de la planaire sont présentés par la figure 64. Au cours des 

12 premiers jours, la distance parcourue par les planaires témoins et celles exposées aux 2 plus 

faibles concentrations varie entre 150 et 190 mm. Comme on a pu le constater avec les autres 

molécules, la mobilité des planaires exposées aux 2 plus faibles concentrations de SRT semble plus 

stable que celle des témoins avec moins de variations entre chaque période. De plus, on observe un 

effet stimulateur d’une exposition à long terme (15 à 18 jours) à ces deux concentrations de SRT sur 

la mobilité de la planaire S. polychroa. Par contre, une exposition à une solution de SRT à 100 µg/L 

inhibe significativement 0,5 à 1 fois le déplacement de la planaire S. polychroa. 
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Figure 64 : Représentation graphique de l’impact de la sertraline sur la mobilité de la planaire S. polychroa. 
(Moyenne ± ET) (ANOVA puis test exact de Student, p-value : *** < 0.001 ; ** < 0.01 ; * < 0.05 ;͎ ● < 0.1) 
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e. Bilan et discussion des perturbations de la mobilité de la planaire par une 
exposition aux psychotropes 

 Les psychotropes ciblent principalement le système nerveux central chez les vertébrés et il a 

été montré que les planaires possèdent un système nerveux très développé, avec présence de 

neurones sérotoninergiques, gabaergiques, catécholaminergiques et peptidergiques comparables à 

ceux des vertébrés (Nishimura et al. 2008; Agata 2008; Cebrià 2008). De ce fait, nous nous sommes 

interrogés sur l’impact des psychotropes sur le système nerveux (SN) de la planaire en ciblant 

plusieurs fonctions comme la locomotion ou encore la régénération. Le tableau 19 dresse un bilan de 

l’ensemble des résultats décrits en I.a., I.b., I.c. et I.d..  

Tableau 19 : Bilan des perturbations de la mobilité de la planaire par les psychotropes 

 Conc. environnementale 10 µg/L 100 µg/L Allure des 
courbes 

Oxazépam ↗ à long terme (15-18 jours)  ↗ à long terme 
(15-18 jours) 

↗ à long terme (15-
18 jours) 

Plus stables que 
le témoin 

Carbamazépine ↗ à long terme (12-18 jours) ↗ à long terme (à 
15 jours) 

↗ à long terme (15-
18 jours) 

Plus stables que 
le témoin 

Cyamémazine ↗ à long terme (à 18 jours) ↘ à court terme 
(à 9 jours) 

↘ à court terme (3-
12 jours) 

Plus stables que 
le témoin 

Sertraline ↗ à long terme (15-18 jours) ↗ à long terme (à 
15 jours) 

↘ à court et à long 
terme (3-18 jours) 

Plus stables que 
le témoin 

 

Comme le rappelle le tableau 19 ci-dessus, nous avons observé en général que la mobilité des 

planaires témoins varie beaucoup au cours du temps par rapport à celle des planaires exposées aux 4 

molécules. Les psychotropes auraient donc un effet modulateur permettant une constance dans le 

déplacement des planaires. Ces molécules ayant pour la plupart un effet narcoleptique diminuant la 

perception des stimuli environnementaux chez l’Homme, ce même effet chez la planaire pourrait 

expliquer cette constance dans le déplacement par rapport au témoin. 

i. Oxazépam 

Les effets de l’OXZ sur la mobilité de S. polychroa sont visibles uniquement après 15 jours 

d’exposition. On observe de manière générale, une augmentation de la distance parcourue par les 

planaires exposées à long terme à l’OXZ. L’OXZ étant un agoniste du récepteur gabaergique (GABAA), 

lui-même impliqué dans l’inhibition de la conduction nerveuse gabaergique, on aurait pu s’attendre à 

une inhibition de la mobilité comme l’a montré l’étude de Raffa et al. (2007). En effet, cette étude a 

évalué l’accoutumance à plusieurs benzodiazépines (midazolam, clorazepate et zolpidem) des 

planaires Dugesia dorotocephala (D. dorotocephala) au travers de la mesure de la locomotion par 

rapport à des organismes témoins exposés à de l’eau. Il ressort de cette étude une inhibition de la 

mobilité chez les planaires exposées à ces trois benzodiazépines à des concentrations allant 

d’environ 3 µg/L à 3 mg/L (Raffa et al. 2007). Cependant, au cours de cette étude, la distance 

parcourue par les planaires a été mesurée après seulement une heure d’exposition aux solutions 
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médicamenteuses. Au cours de notre étude, nous avons mesuré l’effet de l’OXZ durant 18 jours. 

L’absence d’effet que nous observons à court terme pourrait être due à une accoutumance dès les 

trois premiers jours d’exposition, masquant ainsi tout effet sur le déplacement qui aurait pu être 

observé au cours des premières 24 h d’exposition. L’induction de la mobilité après 15 jours 

d’exposition à l’OXZ est en accord avec les travaux de Brodin et al. (2013) qui montrent une 

augmentation de l’activité de la perche (Perca fluviatilis) exposée 7 jours à faible (1,8 µg/L) et forte 

concentration (910 µg/L) d’OXZ. En ce sens, les travaux de Chiffre et al. (2016) montrent eux aussi 

une augmentation de la distance parcourue par des larves de poissons médaka (O. latipes) exposées 

72 h à 10 et 100 µg/L. Bien que l’OXZ soit une molécule agoniste du GABA sur les neurones 

GABAergiques, qui chez l’Homme diminue la conduction nerveuse GABAergique dans le but d’inhiber 

les crises d’épilepsie et donc la contraction musculaire involontaire, nous observons une 

augmentation de la mobilité de la planaire y étant exposée à long terme. Ainsi, on peut supposer que 

l’OXZ agit certainement sur d’autres cibles amenant à une induction de la mobilité. 

ii. Carbamazépine 

L’impact de la CBZ sur la mobilité de la planaire est similaire à celui que l’on a observé après 

une exposition à l’oxazépam. On observe une induction de la mobilité après une exposition à long 

terme pour les trois concentrations testées. La CBZ est une molécule utilisée pour traiter les troubles 

épileptiques et les changements d’humeur chez l’homme en limitant la dépolarisation des 

membranes neuronales par sa fixation sur les canaux sodium voltage-dépendant (Gierbolini et al. 

2016). Les travaux de Ramakrishman et DeSaer (2011) ont montré que la CBZ a la même activité 

antiépileptique chez la planaire (Dugesia tigrina) exposée à la nicotine (induisant une activité 

épileptique de la planaire) que chez les vertébrés. Cependant, l’impact de la CBZ sur le déplacement 

de la planaire n’avait jamais été caractérisé. On s’appuiera donc sur des études menées chez les 

vertébrés. Les travaux de Nassef et al. (2010 a,b) ont montré une inhibition de la mobilité des larves 

de poissons médaka (O. latipes) exposées 9 jours à 6,15 mg/L de CBZ et des larves de poisson 

médaka exposées in-ovo à 12 ng de CBZ pendant le développement, donc un effet inverse à celui 

observé dans notre étude. Il est connu que les molécules médicamenteuses telles que la CBZ 

montrent souvent un effet biphasique en fonction de la concentration utilisée pour l’exposition. De 

ce fait, les résultats que nous obtenons pourraient être dus à un effet biphasique par rapport aux 

travaux de Nassef et al. (2010 a, b) qui utilisent des concentrations en CBZ 200 à 2000 fois plus fortes 

que celles utilisées lors de notre étude. Cependant, les modes de locomotion des planaires et des 

vertébrés sont différents. La planaire mobilise, pour ses déplacements sur le substrat ou entre deux 

eaux, l’activité ciliaire des cellules présentes sur l’épiderme ventral, ainsi que ses masses musculaires. 

Il est donc possible que malgré un effet inhibiteur de la CBZ sur les cellules musculaires comme on 
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peut l’observer chez les vertébrés, un effet positif sur les cellules ciliaires puisse provoquer un effet 

stimulateur du déplacement observé aux trois concentrations. 

iii. Cyamémazine 

La CYZ impacte différemment la mobilité de S. polychroa en fonction de la concentration 

utilisée. La concentration environnementale de CYZ induit une augmentation de la mobilité de la 

planaire après 18 jours d’exposition, alors que les concentrations 10 et 100 µg/L inhibent le 

déplacement de la planaire, respectivement après 9 jours et de 3 à 12 jours d’exposition. La CYZ fait 

partie des molécules de la classe des phénothiazines ayant une fonction antagoniste de la Dopamine 

sur le système nerveux dopaminergique. Comme l’a montré l’étude d’Algeri et al. 1982, la Dopamine 

joue un rôle sur la mobilité de la planaire Dugesia gonocephala. En effet, une exposition des 

planaires à la L-dopamine ou à un agoniste (apomorphine, cocaïne, métamphétamine …) de la L-

dopamine entraîne une hyperkinésie des organismes et augmente les taux de L-dopamine (3 fois 

plus). A l’inverse, une exposition des planaires à un antagoniste de la L-dopamine (respérine ou 

halopéridol) inhibe la mobilité des planaires et diminue les taux de L-dopamine dans les organismes 

tel que l’a montré l’étude d’Algéri et al. (1983) sur D. gonocephala. Ces travaux montrent donc que le 

fonctionnement de la Dopamine et du système nerveux dopaminergique chez la planaire ressemble 

fortement à celui du système nerveux des vertébrés supérieurs. Au cours de notre étude, nous avons 

montré que la CYZ à 10 et 100 µg/L inhibe la mobilité, ainsi on pourrait supposer que la CYZ inhibe la 

production de Dopamine. Les résultats des travaux d’Algéri et al., (1983) montrent qu’une exposition 

de la planaire D. gonocephala pendant 12 h à 8 mg/L de resperine ou 24 h à 1 mg/L d’halopéridol 

inhibe fortement la mobilité et diminue significativement les taux de dopamine dans les organismes. 

Ces résultats sont en accord avec l’observation des effets des deux plus fortes concentrations testées 

sur la planaire S. polychroa au cours de notre étude. D’autres travaux vont également dans le sens de 

nos résultats. L’étude de Raffa et al. (2001) a montré que le sulpiride, un antagoniste des récepteurs 

D2 de la dopamine de la famille des benzamides, inhibe le déplacement de la planaire pour une 

concentration allant 0,024 à 2,4 µg/L. L’étude de Chiffre et al. (2016) a montré que la CYZ inhibe le 

déplacement des larves de poissons médaka (O. latipes) à fortes concentrations (1220 µg/L) et 

augmente le déplacement des larves de poissons médaka exposées à faibles concentrations de CYZ 

(1,22 et 12,2 µg/L), ce qui va dans le sens de nos observations. Cette induction de l’activité observée 

pour les planaires exposées à 0,01 µg/L suggère une adaptation des organismes à cette 

concentration sufffisament faible pour permettre cette adaptation. La présence de résultats bi-

phasiques est souvent observée suite à une exposition aux médicaments impactant plusieurs 

récepteurs (Irons et al. 2013) tels que la CYZ et ses métabolites qui possèdent de multiples activités 
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telles qu’anti-dopaminergique, antihistaminique ou encore anti-sérotoninergique (Hameg et al. 

2003; Benyamina et al. 2008). 

iv. Sertraline 

Les effets de la sertraline sur la mobilité de la planaire sont variables en fonction des 

concentrations étudiées. En effet, on observe une induction significative de la mobilité après 15 et 18 

jours d’exposition à la concentration environnementale (0,001 µg/L). La sertraline à la concentration 

environnementale et à 10 µg/L augmente significativement la mobilité chez la planaire au 15e jour 

d’exposition. Ceci est en accord avec les résultats de Bossus et al. (2014). En effet, cette étude 

montre qu’à de faibles concentrations de sertraline (0,001 et 1 µg/L), l’activité du gammare 

Echinogammarus marinus est stimulée après 1 h et 1 jour d’exposition. L’étude de Xie et al. (2015), a 

également montré une induction de la nage du poisson Carassius auratus après 7 jours d’exposition à 

une concentration proche de 10 µg/L (21,3 µg/L) de sertraline, pour laquelle nous avons observé une 

augmentation de la mobilité (Bossus et al. 2014; Xie et al. 2015). Contrairement aux deux plus faibles 

concentrations testées, la sertraline à 100 µg/L inhibe à court et à long terme la mobilité de la 

planaire S. polychroa. En accord avec nos résultats, les travaux de Chiffre et al. (2016) tout comme les 

travaux de Weinberger et Klapper (2014), ont montré une inhibition de la locomotion de larves de 

poissons médaka et du poisson Pimephales promelas exposés à 100 µg/L. Cependant, contrairement 

à notre étude, Chiffre et al. (2016) montrent aussi une inhibition de la mobilité des larves de poissons 

médaka exposées à 10 µg/L. Ainsi, ces résultats suggèrent que la sertraline à 10 µg/L induit des 

réponses spécifiques du taxon étudié. En effet, une même molécule peut avoir des effets différents 

en fonction de la concentration et une même concentration peut avoir des effets décalés dans le 

temps pour deux organismes différents. Probablement dû à une bioaccumulation spécifique de 

chaque organisme, les effets observés après une même exposition pour deux organismes différent 

peuvent apparaitre en décalé dans le temps. 

II. Les psychotropes impactent-ils la fécondité de la 
planaire S. polychroa ? 

Cette deuxième partie décrit l’impact des 4 psychotropes sur la reproduction de la planaire S. 

polychroa pendant 30 jours d’exposition. Les données présentées par la suite représentent les 

effectifs cumulés des cocons pondus au cours des 30 jours d’exposition et ce pour chaque 

psychotrope. Les résultats sont comparés au nombre de cocons pondus par des planaires exposées 

30 jours à de l’eau AFNOR (les témoins). 

a. Étude des perturbations de la reproduction de la planaire S. polychroa 
exposée à l’oxazépam (OXZ) 
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La figure 65 présente l’impact de l’oxazépam sur la reproduction de la planaire. On constate 

que l’oxazépam à 100 µg/L inhibe significativement à court et à long terme le nombre de cocons 

pondus, tandis qu’une exposition aux deux plus faibles concentrations provoque une inhibition 

significative de la reproduction uniquement à court terme (jusqu’à 6 jours). Cependant, lorsque l’on 

compare les vitesses de ponte moyennes par jour entre le 15e et le 24e jour d’exposition, on observe 

une augmentation de la vitesse de ponte moyenne (1,8 cocons par jour) par les planaires exposées 

aux deux plus faibles concentrations comparée à la vitesse de ponte moyenne des témoins (0,6 

cocon par jour). Ces résultats suggèrent que l’oxazépam à faible concentration (0,815 et 10 µg/L) 

ralentit la ponte pendant les 15 premiers jours d’exposition, mais ne semble pas perturber le nombre 

de cocons obtenus après 30 jours d’exposition. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b. Étude des perturbations de la reproduction de la planaire S. polychroa 
exposée à la carbamazépine (CBZ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 65 : Représentation graphique de l’impact de l’oxazépam sur la reproduction de la planaire S. polychroa. 
(Moyenne ± ET) (ANOVA puis test de Student, p-value : *** < 0.001 ; ** < 0.01 ; * < 0.05 ;͎ ● < 0.1) 
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Figure 66 : Représentation graphique de l’impact de la carbamazépine sur la reproduction de la planaire S. 
polychroa. (Moyenne ± ET) (ANOVA puis test de Student, p-value : *** < 0.001 ; ** < 0.01 ; * < 0.05 ;͎ ● < 0.1) 
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Les résultats de l’impact de la carbamazépine sur la reproduction de la planaire sont 

représentés sur la figure 66. On observe une inhibition significative de la reproduction pour toutes 

les concentrations de carbamazépine testées à court et à long terme. Après 30 jours d’exposition, on 

constate une inhibition moyenne de 42 à 55 % de la ponte de cocons par rapport à celle des témoins. 

Ces résultats suggèrent que la carbamazépine impacte significativement la reproduction de la 

planaire S. polychroa en réduisant le nombre de cocons pondus. 

c. Étude des perturbations de la reproduction de la planaire S. polychroa 
exposée à la cyamémazine (CYZ) 

La figure 67 représente l’impact de la cyamémazine sur la reproduction de la planaire. On 

observe que la plus faible concentration testée (0,01 µg/L) stimule significativement à court et à long 

terme la ponte de cocons par la planaire S. polychroa. Cependant, contrairement à la plus faible 

concentration, une exposition de S. polychroa à 10 et 100 µg/L de cyamémazine inhibe 

significativement à court et à long terme la ponte de cocons. Ces résultats montrent que la 

cyamémazine a des effets inverses à faibles et à fortes concentrations sur la reproduction de la 

planaire. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

d. Étude des perturbations de la reproduction de la planaire S. polychroa 
exposée à la sertraline (SRT) 

L’impact de la sertraline sur la reproduction de la planaire est représenté par la figure 68. On 

observe que l’exposition à long terme (plus de 24 jours) à la plus faible concentration de sertraline 

testée stimule significativement la reproduction de la planaire, notamment en augmentant d’environ 

Figure 67 : Représentation graphique de l’impact de la cyamémazine sur la reproduction de la planaire S. 
polychroa. (Moyenne ± ET) (ANOVA puis test de Student, p-value : *** < 0.001 ; ** < 0.01 ; * < 0.05 ;͎ ● < 0.1) 
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28% le nombre de cocons pondus. L’exposition de S. polychroa à 100 µg/L de sertraline inhibe 

significativement le nombre de cocons pondus durant les 30 jours d’exposition, tandis que 

l’exposition à 10 µg/L n’entraîne pas d’effet significatif sur la reproduction. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

e. Bilan et discussion des perturbations de la fécondité de la planaire par 
une exposition aux psychotropes 

A ce jour, quelques études ont évalué la perturbation de la reproduction par les psychotropes 

chez les invertébrés aquatiques (Nentwig 2007; Minguez et al. 2014; Heye et al. 2016), c’est pourquoi 

nous avons étudié l’impact de 4 psychotropes sur la reproduction de la planaire S. polychora. Les 

résultats de cette étude sont résumés dans le tableau 20. 

 

Tableau 20 : Bilan des perturbations de la reproduction de la planaire par les psychotropes 

 Conc. environnementale 10 µg/L 100 µg/L 

Oxazépam ↘ à court terme  ↘ à court terme ↘  

Carbamazépine ↘ ↘ ↘ 

Cyamémazine ↗  ↘ ↘ 

Sertraline ↗ à long terme  __ ↘ 

 

La plus forte concentration testée pour chaque psychotrope inhibe significativement la 

reproduction à court et à long terme. La concentration intermédiaire (10 µg/L) de psychotropes à un 

effet majoritairement inhibiteur de la reproduction chez la planaire. A la concentration 

* * * * 
* 

* * 
* 

* 
* 

Figure 68 : Représentation graphique de l’impact de la sertraline sur la reproduction de la planaire S. polychroa. 
(Moyenne ± ET) (ANOVA puis test de Student, p-value : *** < 0.001 ; ** < 0.01 ; * < 0.05 ;͎ ● < 0.1) 
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environnementale, les psychotropes peuvent être groupés en deux catégories, les psychotropes 

inhibiteurs de la reproduction avec l’oxazépam et la carbamazépine, et les psychotropes inducteurs 

avec la cyamémazine et la sertraline.  

i. Oxazépam 

Les effets de l’OXZ sur la reproduction de la planaire sont très dépendants des concentrations 

testées. Les deux plus faibles concentrations ont un effet inhibiteur de la reproduction à court terme 

seulement (à 6 jours), puis le taux de ponte (cocons/jours) dans ces deux conditions augmente 

jusqu’à dépasser celui des témoins. Cependant, ce retard de ponte n’a pas d’effet sur le nombre total 

de cocons pondus et suggère une acclimatation des planaires à ces concentrations d’OXZ. Comme 

nous l’avons montré sur la planaire S. polychroa, Lorenzi et al. (2016) ont montré une inhibition du 

nombre d’œufs pondus par jour par le poisson Pimephales promelas exposé 21 jours à 1 et 10 µg/L 

de diazépam, une molécule de la même famille que l’OXZ. Une étude de la perturbation du 

développement des follicules chez la souris exposée de 5 à 15 mg/L de diazépam a montré que ce 

médicament augmente le nombre de follicules aberrants et diminue fortement leur croissance (Van 

Wemmel et al. 2005). Ces effets observés chez la souris pourraient être transposables à la plus forte 

concentration en OXZ testée sur la planaire. Une exposition des planaires à l’OXZ est donc 

susceptible d’inhiber leur reproduction et ainsi diminuer la fitness des populations. 

ii. Carbamazépine 

Les trois concentrations de CBZ testées inhibent significativement la reproduction de la 

planaire S. polychroa. Comme l’a montré notre étude, Lamichhane et al. (2013) ont montré une 

inhibition du nombre de pontes de C. dubia exposées à environ 200 µg/L de CBZ. Les travaux d’Heye 

et al. (2016) ont quant à eux montré une inhibition du nombre de pontes par femelle de Chironomus 

riparius exposée à 0,68, 1,7, 3,7 et 9,9 mg de  CBZ par kg. Seule l’étude de Rivetti et al. (2016) a 

montré une augmentation du nombre de juvéniles de D. magna exposés à 1 et 10 µg/L de CBZ. En 

accord avec les travaux de Heye et al. (2016) et de Lamichhane et al. (2013), l’étude de Galus et al. 

(2014) sur vertébrés (le poisson-zèbre), a montré qu’une exposition de 6 semaines à 10 µg/L de CBZ 

inhibe significativement la fécondité. Nos résultats, en accord avec ces trois études suggérent qu’une 

exposition à court et à long terme des planaires à la CBZ dans l’environnement pourrait fortement 

diminuer les populations de S. polychroa et donc perturber les écosystèmes aquatiques. Chez 

l’Homme, il a été montré qu’un traitement à la CBZ pouvait impacter les taux d’hormones sexuelles 

circulant, pouvant modifier le cycle reproducteur de l’Homme (Isojärvi et al. 1988). Ainsi, l’inhibition 

de la reproduction observée après une exposition à la CBZ pourrait être en partie due à une 

perturbation d’hormones homologues chez la planaire. 
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iii. Cyamémazine 

Les résultats de notre étude montrent que la CYZ à la concentration environnementale 

provoque une augmentation de la ponte de cocons à court ou à long terme par la planaire 

S. polychroa. Les deux plus fortes concentrations de CYZ inhibent à court et à long terme la fécondité 

de la planaire. Aucune étude de l’impact des phénothiazines sur la reproduction des vertébrés ou des 

invertébrés n’est disponible dans la littérature, ce qui limite ainsi la discussion sur les effets observés 

dans notre étude. Notre étude montre que la  CYZ à faible concentration pourrait stimuler la ponte 

chez la planaire. Cependant, les cocons pondus sont-ils autant fertiles que ceux des témoins ? Pour 

les plus fortes concentrations en  CYZ, les impacts possibles sur la fitness des populations sont les 

mêmes que ceux que l’on peut supposer pour l’oxazépam et la carbamazépine. A faible 

concentration, la CYZ augmente le déplacement de la planaire, favorisant la rencontre entre les deux 

partenaires, afin de réaliser la reproduction sexuée qui pourrait ainsi expliquer l’augmentation de la 

reproduction. Cette molécule, consommée uniquement en Europe, est donc susceptible de 

fortement impacter les populations de planaires européennes.  

iv. Sertraline 

Les effets de la sertaline sur la reproduction de la planaire S. polychroa sont dépendants de la 

concentration étudiée. La concentration environnementale induit la ponte à long terme, alors que la 

plus forte concentration de SRT testée inhibe à court et à long terme la ponte de la planaire. Les 

études disponibles dans la littérature montrent des effets majoritairement inhibiteurs de la SRT et 

plus généralement des ISRS (dont fait partie la SRT) tels que la venlafaxine ou encore la fluoxétine sur 

la reproduction de D. magna (génération F1), C. dubia, sur P. promelas ou encore sur Potamopyrgus 

antipodarum à des concentrations variant entre 50 et 400 µg/L (Nentwig 2007; Lamichhane et al. 

2013; Lamichhane et al. 2014; Weinberger and Klaper 2014). Cependant, les travaux de Minguez et 

al. (2014) ont aussi montré une induction de la reproduction de la génération F0 de D. magna par 

des solutions de 100 et 30 µg/L de SRT, mais aucune étude n’a montré d’effet dose dépendant. 

L’induction de la reproduction après une exposition de la planaire à faible concentration de SRT 

pourrait être due, comme pour la CYZ, à l’augmentation de la mobilité observée précédemment, 

augmentant le taux de rencontres des deux partenaires, essentielles à la reproduction sexuée de la 

planaire. Les effets inhibiteurs de la sertraline à forte concentration observés sur de multiples 

modèles biologiques peuvent être étendus, grâce à notre étude, à la planaire. La présence de cette 

molécule dans les eaux de surfaces est donc susceptible d’augmenter les effectifs des populations de 

planaires et donc l’écosystème en déséquilibrant le réseau trophique. Cependant, la sertraline n’est 

jamais présente seule dans l’environnement aquatique, d’autres molécules sont susceptibles d’avoir 

des effets potentialisateurs ou inhibiteurs des effets de la sertraline. 
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v. Bilan 

A la concentration 100 µg/L, on constate donc une inhibition de la reproduction pour tous les 

médicaments. La planaire étant hermaphrodite, il serait intéressant de caractériser l’état sexué mâle, 

femelle ou asexué des planaires avant et après exposition à cette concentration pour chaque 

psychotrope afin d’observer un impact potentiel de ces molécules sur les tissus reproducteurs de ces 

organismes. 

III. L’exposition de la planaire S. polychroa aux psychotropes 
impacte-t-elle la fertilité des cocons pondus ? 

La fertilité des cocons de planaires définie par Weinzierl et al., (1999) comme la sortie d’au 

moins un juvénile du cocon, a été déterminée à partir de cocons exposés aux psychotropes en 

comptant le nombre de cocons éclos au cours des 30 jours d’exposition et en dénombrant après 

éclosion le nombre de planaires juvéniles par cocon. 

La figure 69 représente le taux d’éclosion (Figure 69 A) et le nombre de juvéniles par cocons 

(Figure 69 B) pondus par les planaires ayant été exposées à chaque psychotrope. On constate 

qu’aucun des psychotropes étudiés n’a d’effet sur la fertilité des cocons. Le taux moyen d’éclosion 

des cocons est d’environ 80% avec en moyenne 2 à 4 juvéniles par cocon. Ces résultats suggèrent 

que les psychotropes altèrent la reproduction des planaires (II.), mais n’influencent pas le taux 

d’éclosion des cocons, ni le nombre de juvéniles donc le nombre de zygotes internalisés par cocon. A 

notre connaissance, peu d’études ont caractérisé l’impact de molécules médicamenteuses sur la 

fécondité des planaires et sur la fertilité des cocons pondus. L’étude de Lamichhane et al. (2014) a 

montré une diminution du nombre de juvéniles par femelle de C. dubia exposées à 53,4 µg/L de 

diazépam (molécule de la famille des benzodiazépines). Cependant, les cocons pondus par les 

planaires S. polychroa sont pourvus d’une membrane très résistante et imperméable au passage de 

molécules susceptibles de perturber le développement des organismes (données non montrées). Les 

résultats de notre étude semblent donc indiquer que les psychotropes testés n’altèrent pas le 

nombre de juvéniles présents par cocon. Néanmoins, le rapport nombre de juvéniles/nombre 

d’individus est fortement perturbé puisque le nombre de cocons pondus est impacté suite à 

l’exposition aux médicaments (II.). L’étude de Weinzierl et al. (1999) a caractérisé la différence entre 

la fécondité et la fertilité de cocons issus d’une reproduction parthénogénétique et d’une 

reproduction sexuée de la planaire S. polychroa. Les résultats de cette étude ont mis en avant une 

production de cocons plus forte de 42 % par une reproduction parthénogénétique que par une 

reproduction sexuée. Cependant, la fertilité (nombre de cocons ayant éclos) des cocons pondus par 

la reproduction sexuée est plus forte (93%) que lors d’une reproduction parthénogénétique (73%), 

mais le nombre moyen de juvéniles par cocons est le même pour les deux modes de reproduction. 
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Au cours de notre étude, nous n’avons pas constaté de variation du nombre de juvéniles par cocon. 

Ainsi, l’influence du mode de reproduction sur les résultats obtenus peut être exclue. Les 

psychotropes n’affectent donc pas la fertilité des planaires. Il serait cependant intéressant d’étudier 

le comportement dont le déplacement et leur capacité à se reproduire au cours d’études 

transgénérationelles. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IV. La régénération des planaires est-elle perturbée par une 
exposition aux psychotropes pendant la régénération ? 

a. Étude des perturbations de la régénération de la planaire au cours d’une 
exposition aux psychotropes et après 21 jours d’exposition 

De manière à pouvoir étudier l’impact des psychotropes sur la régénération de la partie 

céphalique de S. polychroa, nous avons défini 5 stades clés présentés sur la figure 70. La coupure a 

été réalisée au-dessous des auricules, au niveau des flèches blanches. Le stade 0 correspond à l’état 

de la planaire tout juste amputée. Le stade 1 survient un jour après l’amputation et correspond à la 

A 

B 

Figure 69 : Représentation graphique de la fertilité (A) et de la fécondité (B) des cocons pondus par des planaires 
exposées à chaque psychotropes. 
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présence d’une cicatrice préparant le début de la régénération. Le stade 2 correspond à la formation 

d’un blastème de néoblastes à l’extrémité de la coupure et survient 2 jours après l’amputation. Le 

stade 3 correspond à la régénération d’une tête non pigmentée avec présence d’ocelles. Ce stade 

apparaît 3 à 5 jours après l’amputation. Le stade 4 est le stade final ou la tête est entièrement 

régénérée et pigmentée. Ce dernier stade apparaît environ 11 jours après amputation. 

 

 

 

 

 

 

 

L’étude de la régénération de la planaire a été réalisée selon deux méthodes d’exposition. 

Nous avons évalué la toxicité des psychotropes premièrement par une exposition aigüe pendant 

laquelle les planaires ont été amputées puis exposées au cours de la régénération (Figure 71 A). 

Deuxièmement, la toxicité des psychotropes a été évaluée par une exposition chronique des 

planaires pendant 21 jours avant l’amputation et le suivi de la régénération de la partie céphalique 

sans exposition (Figure 71 B).  

La régénération de la partie céphalique en présence de psychotropes ou après 21 jours 

d’exposition n’est pas significativement différente de la régénération des témoins exposés à de l’eau 

AFNOR. On constate cependant une plus forte mortalité lors du test de toxicité aigüe que lors du test 

de toxicité chronique. La régénération de la planaire est un processus très étudié (Rink 2013; 

Hagstrom et al. 2016; Deochand et al. 2016; Gehrke and Srivastava 2016; Roberts-Galbraith et al. 

2016), mais pour autant, à notre connaissance aucune étude portant sur la perturbation de la 

régénération par les molécules médicamenteuses n’est disponible. Les résultats de notre étude 

suggèrent que la présence ou l’absence de molécules médicamenteuses ne perturbent pas la 

régénération S. polychroa. La régénération de la planaire étant une forme de défense envers une 

attaque de prédateur, mais aussi un mode de reproduction, il semblerait que les médicaments testés 

en conditions de laboratoire n’altèrent pas ce mécanisme de défense et de reproduction chez la 

planaire S. polychroa. 

 

 

 

 

Stade 0 Stade 1 Stade 2 Stade 3 Stade 4 Coupure sous les 
ocelles 

Figure 70 : Illustration des 5 stades de régénération de la partie céphalique.         Site de coupure de la partie céphalique ; Stade 0 : 
quelques minutes après coupure ; Stade 1 : Cicatrice 1 jour après amputation ; Stade 2 : Blastème blanc 2 jours après amputation ; 
Stade 3 : Apparition des ocelles 3 à 5 jours après amputation ; Stade 4 : Tête entièrement pigmentée 11 jours après amputation. 
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V. Les psychotropes impactent-ils les fonctions digestives 
de la planaire S. polychroa ? 

Au cours de l’étude de la reproduction des planaires en présence de psychotropes, nous avons 

observé que certains pools de planaires ne se nourrissaient plus au cours de l’exposition, notamment 

les planaires exposées à 10 et 100 µg/L de cyamémazine. Le régime alimentaire de la planaire étant 

essentiellement carné, nous avons émis l’hypothèse que les médicaments modulent l’activité de la 

trypsine chez la planaire, catalysant l’hydrolyse des liaisons peptidiques nécessaire à la digestion des 

protéines. 

Le dosage de l’activité de la trypsine chez les planaires exposées 30 jours à chaque 

médicament révèle une inhibition de cette activité suite à une exposition aux trois concentrations de 

carbamazépine (0,165, 10 et 100 µg/L) ainsi qu’à une solution d’oxazépam à 10 µg/L. On observe par 

ailleurs une induction significative de l’activité de la trypsine par une solution de cyamémazine à 10 

et 100 µg/L. A notre connaissance, il n’existe pas d’étude dans la littérature ayant mesuré l’impact 

des médicaments sur l’activité trypsique d’un organisme aquatique. Comme elle a été décrite chez 

les crustacés, l’activité de la trypsine a deux rôles fondamentaux, premièrement de digérer les 

A 

B 

Figure 71 : Régénération de la partie céphalique de la planaire en présence de psychotropes. 
A : Toxicité aigüe (régénération pendant l'exposition), B : Toxicité chronique (régénération 
après 21 jours d'exposition). 
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protéines provenant de l’alimentation et deuxièmement d’activer les précurseurs des autres 

enzymes digestives (Stroud et al. 1977; Huber and Bode 1978). Comme on l’a dit précédemment, les 

planaires exposées à 10 et 100 µg/L de cyamémazine ne s’alimentaient plus au cours de l’exposition. 

Comme l’a montré l’étude de Newmark et Alvaradro, (2002), l’animal privé de nourriture est capable 

de réduire sa taille afin de limiter ses dépenses énergétique. Ce phénomène est réalisé par 

protéolyse, nécessitant des enzymes protéolytiques telles que la Trypsine et la Chymotrypsine pour 

la dégradation des tissus. On peut donc supposer que l’augmentation de l’activité trypsique soit en 

lien avec l’augmentation de la demande énergétique pour cette protéolyse chez les planaires qui ne 

s’alimentent plus. Une modification de l’activité trypsique chez la planaire pourrait donc directement 

impacter les réserves énergétiques nécessaires à la prise alimentaire, mais aussi à la reproduction 

comme observé Chapitre 4, II, c. Cependant, les effets observés sont-ils la cause d’une augmentation 

de l’activité protéique intervenant sur un plan post-traductionnel, ou bien la cause d’une régulation 

transcriptionnelle ?  

On constate aussi une inhibition de l’activité tryspique pour les planaires exposées à la CBZ et à 

10 µg/L d’OXZ. Nous n’avons pas observé de diminution de la prise alimentaire des planaires 

exposées à l’OXZ et à la CBZ, ce qui suggère que cet effet inhibiteur impacte d’autres voies que celle 

de l’alimentation. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 72 : Représentation graphique de l'activité de la trypsine chez S. polychroa après 30 jours d'exposition à chaque médicament 
(ANNOVA et test de LDuncan avec un IC de 95%) 
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VI. Les psychotropes ont-ils un impact sur le transcriptome 
de S. polychroa ? 

L’étude de la réponse du transcriptome de S. polychroa exposée à chaque médicament a été 

réalisée par une étude de l’expression en RT-qPCR d’un pool de 87 gènes ciblés à partir de leurs 

fonctions (reproduction, mobilité, digestion, système excréteur et système nerveux), afin de lier les 

effets macroscopiques observés à un effet transcriptomique. Les résultats de cette étude sont 

exprimés en Fold Change issu du calcul par la méthode du ΔΔCt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La figure 73 représente le classement de chaque gène en fonction de son profil d’expression 

mesuré dans chaque condition d’exposition. Ainsi, les couleurs du heatmap varient du rouge au bleu 

représentant respectivement une surexpression et une inhibition. Quatre clusters de gènes 

apparaissent sur le dendrogramme dont les clusters A et D composés majoritairement de gènes 

surexprimés pour toutes les conditions testées. Le cluster C regroupe les gènes principalement 

inhibés dans toutes les conditions et le groupe B regroupe les gènes dont le profil d’expression varie 

en fonction des conditions testées. 

 

B C 
Figure 73 : Dendrogramme du profil d'expression des 87 gènes (représentés par le heatmap) en fonction des conditions d'exposition. 
Car_1 : carbamazépine à 0,815 µg/L ; Car_2 : carbamazépine à 10 µg/L ; Car_3 : carbamazépine à 100 µg/L ; Cya_1 : cyamémazine à 
0.001 µg/L ; Cya_2 : cyamémazine à 10 µg/L ; Cya_3 cyamémazine à 100 µg/L ; Oxa_1 : oxazépam à 0,815 µg/L ; Oxa_2 : oxazépam à 
10 µg/L ; Oxa_3 : oxazépam à 100 µg/L ; Ser_1 : sertraline à 0,01 µg/L et Ser_2 : sertraline à 10 µg/L ; Ser_3 : sertraline à 100 µg/L. 

+ 10 

- 10 

A D 



 

143 
 

 Résultats et discussions des expérimentations menées sur S. polychroa 

a. Les impacts de l’oxazépam évalués sur 87 gènes par RT-qPCR 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les profils d’expression des 87 gènes chez la planaire exposée à l’OXZ sont représentés par la 

figure 74. On constate que l’OXZ a un effet majoritairement inhibiteur. On compte 4 gènes inhibés et 

2 gènes surexprimés à la plus faible concentration testée. Pour la concentration intermédiaire, 12 

gènes sont significativement inhibés et 3 gènes sont surexprimés, tandis que pour la plus forte 

concentration d’OXZ testée, 7 gènes sont significativement surexprimés et 2 sont inhibés. 

Tableau 21 : Fonctions des gènes impactés dans chaque condition d’exposition à l’oxazépam 

N° gène N° accession Fonction 
Log 2 (Fold Change) 

Oxa_0,815 Oxa_10 Oxa_100 
23 GBZN01010415.1 Carbonyle réductase [NADPH] 1   -1,72   
35 GBZN01008993.1 Cytochrome P450 3A29 -2,40 -3,29   
36 GBZN01001491.1 Myosine 2    -3,06   
37 GBZN01008248.1 Titine     2,73 
41 GBZN01011862.1 Calponine     3,06 
46 GBZN01014431.1 Récepteur à la Ryanodie (RyR)   -2,90 -2,04 
50 GBZN01006623.1 Dynéine axonémale     1,98 
57 GBZN01000192.1 Dynactine -2,24 -2,11   
60 GBZN01009097.1 Cavéoline (CAV)     8,05 
71 GBZN01008802.1 Murine-γ-box protéine (Msy4)    -2,69   
72 GBZN01012671.1  Pk-α  -2,19 -3,46   
76 GBZN01002831.1  Plastine   -2,74   
79 GBZN01007694.1 Tektine-3 -2,18 -2,25   
82 GBZN01000803.1 Vitellogénine 6,78 3,41   
85 GBZN01003456.1 Cytochrome P450 3A5 2,81     
87 GBZN01008988.1 Glutathion-S-transférase   -3,99 -2,05 
90 GBZN01013546.1 POU class 3    3,01 3,05 

Figure 74 : Représentation graphique de type volcanoplot du ratio d'expression de chaque gène pour les deux conditions 
d'expositions à l’oxazépam. Ox1_gène : oxazépam à 0,815 µg/L ; Ox2_gène : oxazépam à 10 µg/L ; Ox3_gène : oxazépam à 100 
µg/L ; log2(FoldChange) : Log de base 2 du ratio d'expression obtenu par la méthode du ΔΔCT ; -log10(pvalue) : - log de base 10 de 
la pvalue obtenue lors du calcul des ratios d’expressions. 

Inhibés Surexprimés 

https://www.google.fr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjxvrPDrczKAhWJfhoKHeTYD5QQFggfMAA&url=https%3A%2F%2Ffr.wikipedia.org%2Fwiki%2FMyosine&usg=AFQjCNFSNLX0k1I35J2-m_SI60Gudb0BvQ&sig2=G-mTrjXN4NwWLt9zGFso5g&bvm=bv.112766941,d.d2s
https://www.google.fr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0ahUKEwiim-jMrczKAhXMPxoKHVhRCj4QFggfMAA&url=https%3A%2F%2Ffr.wikipedia.org%2Fwiki%2FTitine_(prot%25C3%25A9ine)&usg=AFQjCNHWj0RWIrzfphRf8_f0C5kaHBed3w&sig2=8RTMjyprNWAUk2wqrrQogA&bvm=bv.112766941,d.d2s
https://www.google.fr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiCs5mErszKAhXFfhoKHYmJDqwQFggfMAA&url=http%3A%2F%2Fu1046.edu.umontpellier.fr%2F163-2%2Fabrege-des-proteines-musculaires%2Fcalponine%2F&usg=AFQjCNFH0EO9xILnmUIJJlfHk1UcZ5wxvQ&sig2=CSXV9oNJqt8Y6FxOrd1U4w&bvm=bv.112766941,d.d2s
https://www.google.fr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjtlMGzrczKAhXGMhoKHe_UBhMQFggfMAA&url=https%3A%2F%2Ffr.wikipedia.org%2Fwiki%2FRYR2&usg=AFQjCNHSNzY2jKVqNZPVtGVsNaNOyBICCQ&sig2=ceXJJOS3oVOWVyGyB5swJA&bvm=bv.112766941,d.d2s
https://www.google.fr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=5&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjJ0MvVr8zKAhUL5xoKHfrUDYAQFggtMAQ&url=http%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fgene%2F5454&usg=AFQjCNFv48jnyPXyPY5YmWbyDQlhK7_J8A&sig2=vdyxX5kvS5AiT-WSbduEtg
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Tableau 21 : suite 
96 GBZN01002787.1 Homéobox Six 1/2   4,32 5,06 
97 GBZN01004159.1 Anhydrase Carbonique     2,84 

Fum GBZN01013562.1 Fumarase   -2,45   
Cox GBZN01003284.1 Cytochrome oxydase C (sous unité IV)   -2,54   

 

Le tableau 21 rassemble l’ensemble des gènes significativement impactés par l’OXZ. Les trois 

principales fonctions impactées sont le déplacement avec 7 gènes (codant la Myosine 2, la Titine, la 

Calponine, le récepteur à la Ryanodine 2, la Dynéine axonemale, la Dynactine et la Cavéoline), la 

reproduction avec 5 gènes (codant la Murine-γ-box protéine, la Pk-α, la Plastine, la Tkn-3 et la 

Vitellogénine) et la détoxification avec 3 gènes (codant le Cytochrome P450 3A5, le Cytochrome P450 

3A29 et la Glutathion-S-transférase) dont le profil d’expression est modifié. 

Après une annotation des séquences par le logiciel KOBAS 2.0, nous avons représenté 

l’ensemble des processus biologiques modulés par l’oxazépam sur la figure 75 à l’aide du logiciel 

REVIGO.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La classification des GOterm selon REVIGO permet de constater que les principales fonctions 

biologiques impactées par l’oxazépam sont le déplacement des organites cellulaires, la régulation de 

la mobilité, le processus reproducteur, le développement et la polarité cellulaire. 

b. Les impacts de la carbamazépine évalués sur 87 gènes par RT-qPCR 

Figure 75 : Représentation graphique des GOterm des gènes impactés par l’oxazépam selon le logiciel REVIGO. La taille de chaque 
cellule est proportionnelle au nombre de gènes annotés avec le GOterm correspondant. 
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La figure 76 représente la répartition des 87 gènes dans chacune des trois conditions 

d’exposition à la CBZ (0,165, 10 et 100 µg/L) en fonction de leur ratio d’expression et de la 

significativité.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les patterns d’expression des 87 gènes chez la planaire exposée à la CBZ sont représentés par 

la figure 76. Cette figure montre clairement un effet majoritairement inducteur de la CBZ sur 

l’expression des 87 gènes. On compte 2 gènes inhibés et 3 gènes surexprimés par la plus faible 

concentration testée. Pour la concentration intermédiaire, 11 gènes sont significativement 

surexprimés et 1 gène est inhibé. Pour la plus forte concentration de CBZ testée, seuls 2 gènes sont 

inhibés.  

Tableau 22 : Fonctions des gènes impactés dans chaque condition d’exposition à la carbamazépine 

N° gène N° accession Fonction 
Log2 (Fold Change) 

Car_0,165 Car_10 Car_100 
23 GBZN01010415.1 Carbonyle réductase [NADPH] 1   3,16   
35 GBZN01008993.1 Cytochrome P450 3A29     -2,44 
41 GBZN01011862.1 Calponine 3,69 3,96   
44 GBZN01002917.1 Dystrophine   3,30   
50 GBZN01006623.1 Dynéine Axonemale   3,08   
53 GBZN01012029.1 Osm 5 (assemblage des cils)   7,46   
70 GBZN01004689.1  Granuline (Grn)   3,55   
72 GBZN01012671.1  Pk-α -2,21   -1,97 
76 GBZN01002831.1  Plastine -2,72     
78 GBZN01002284.1 Tektine-2   3,35   
82 GBZN01000803.1 Vitellogénine   -9,40   
92 GBZN01009041.1 Rootlétine   4,18   

Figure 76 : Représentation graphique de type volcanoplot du ratio d'expression de chaque gène pour les deux conditions 
d'expositions à la carbamazépine. Car1_gène : carbamazépine à 0,165 µg/L ; Car2_gène : carbamazépine à 10 µg/L ; Car3_gène : 
carbamazépine à 100 µg/L ; log2(FoldChange) : Log de base 2 du ratio d'expression obtenu par la méthode du ΔΔCT ; - log10(pvalue) 
: - log de base 10 de la pvalue obtenue lors du calcul des ratios d’expressions. 

Inhibés Surexprimés 
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Tableau 22 : suite 
96 GBZN01002787.1 Homéobox Six 1/2 4,20 4,35   
97 GBZN01004159.1 Anhydrase carbonique   5,28   

107 GBZN01013867.1 Otoferline 2,25 4,53   
Les gènes significativement inhibés par la carbamazépine sont listés dans le tableau 22. Les 

trois fonctions biologiques majoritairement impactées par la carbamazépine sont le déplacement 

avec 5 gènes (codant la Calponine, la Dystrophine, la Dynéine Axonemale, la Rootlétine et la protéine 

Osm-5), la reproduction avec 5 gènes (codant la Granuline, la Pk-α, la Plastine, la Tkn-2 et la 

Vitellogénine) et la détoxification des organismes avec 1 gène codant le CYP3A29.  

Après une annotation des séquences par le logiciel KOBAS 2.0, nous avons représenté 

l’ensemble des processus biologiques modulés par la carbamazépine sur la figure 77 à l’aide du 

logiciel REVIGO.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La classification des GOterm des gènes impactés par la carbamazépine selon REVIGO permet 

de prédire les principales fonctions biologiques impactées. On retrouve donc principalement la 

régulation des protéines kinases, le processus reproducteur et la différentiation et la polarité 

cellulaire. 

c. Les impacts de la cyamémazine évalués sur 87 gènes par RT-qPCR 

La figure 78 représente la répartition des 87 gènes dans chacune des trois conditions 

d’expositions à la CYZ (0,01, 10 et 100 µg/L) en fonction de leur ratio d’expression et de la 

significativité.  

Figure 77 : Représentation graphique des GOterm des gènes impactés par la carbamazépine selon le logiciel REVIGO. La taille de 
chaque cellule est proportionnelle au nombre de gènes annotés avec le GOterm correspondant. 
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La figure 78 représente les profils d’expression des 87 gènes significativement 

différentiellement exprimés lorsque la planaire S. polychroa est exposée à la CYZ. Grâce à cette 

représentation, on constate clairement que la CYZ a un effet majoritairement inducteur sur les 87 

gènes. La plus faible concentration de CYZ testée a un effet uniquement inducteur comme pour la 

plus forte concentration testée avec respectivement 4 gènes et 8 gènes dont l’expression est induite 

par la CYZ. En revanche, que la concentration intermédiaire de CYZ a un effet inhibiteur sur 

l’expression de 3 gènes et un effet inducteur sur les 4 autres. 

Tableau 23 : Fonctions des gènes impactés dans chaque condition d’exposition à la cyamémazine 

N° gène N° accession Fonction 
Log2 (Fold Change) 

Cya_0,01 Cya_10 Cya_100 
34 GBZN01015075.1 Fibrillin-1-like 4,65     
37 GBZN01008248.1 Titine   2,74 3,15 
43 GBZN01012149.1 Ankyrine 4,62     
46 GBZN01014431.1 Récepteur à la Ryanodine (RyR)    -2,23   
53 GBZN01012029.1 Osm 5 (assemblage des cils)     3,27 
64 GBZN01002858.1 Trypsine     5,36 
69 GBZN01005800.1 Préséniline      2,73 
72 GBZN01012671.1  Pk-α    -1,95   
82 GBZN01000803.1 Vitellogénine   4,49 2,66 
87 GBZN01008988.1 Glutathion-S-transférase   -2,75   
90 GBZN01013546.1 POU class 3  2,99 3,04 4,46 
96 GBZN01002787.1 Homéobox Six 1/2 5,91 5,10 4,47 

103 GBZN01001217.1 SCN4A (Canal Na+)     5,91 
 

Figure 78 : Représentation graphique de type volcanoplot du ratio d'expression de chaque gène pour les deux conditions 
d'expositions à la cyamémazine. Cya1_gène : cyamémazine à 0,01 µg/L ; Cya2_gène : cyamémazine à 10 µg/L ; Cya3_gène : 
cyamémazine à 100 µg/L ; log2(FoldChange) : Log de base 2 du ratio d'expression obtenu par la méthode du ΔΔCT ; - log10(pvalue) 
: - log de base 10 de la pvalue obtenue lors du calcul des ratios d’expressions. 

Inhibés Surexprimés 
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Les patterns d’expression de chaque gène significativement impacté par une exposition de la 

planaire à la CYZ sont listés dans le tableau 23. Comme on a pu le constater pour les 2 médicaments 

précédents, les 3 principales fonctions biologiques impactées par la CYZ sont le déplacement, la 

reproduction et les processus de détoxification. La première fonction impactée par la CYZ est le 

déplacement qui est caractérisé par 5 gènes (codant la Fibrillin-1, la Titine, l’Ankyrine, le récepteur à 

la Ryanodine et la protéine Osm-5). La deuxième fonction impactée est la reproduction avec 3 gènes 

(codant la Préséniline, la protéine Pk-α et la Vitellogénine) et la dernière fonction est le système 

nerveux avec 4 gènes (codant une Ankyrine, le facteur de transcription POU de classe 3, la protéine 

Homéobox Six ½ et le canal Na+ (SCN4A)). 

Après une annotation des séquences par le logiciel KOBAS 2.0, nous avons représenté 

l’ensemble des processus biologiques modulés par la cyamémazine sur la figure 79 à l’aide du logiciel 

REVIGO. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La classification des GOterm des gènes impactés par la cyamémazine selon REVIGO permet de 

prédire les principales fonctions biologiques impactées. On retrouve principalement la régulation en 

réponse à un stimulus, le développement cellulaire, la régulation des processus cellulaires, le 

processus reproducteur, la polarité cellulaire, la phagocytose et la protéolyse membranaire. 

 

 

 

Figure 79 : Représentation graphique des GOterm des gènes impactés par la cyamémazine selon le logiciel REVIGO. La taille de 
chaque cellule est proportionnelle au nombre de gènes annotés avec le GOterm correspondant. 
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d. Les impacts de la sertraline évalués sur 87 gènes par RT-qPCR 

La figure 80 représente la répartition des 87 gènes dans chacune des trois conditions 

d’expositions à la SRT (0,001, 10 et 100 µg/L) en fonction de leur ratio d’expression et de la 

significativité.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les profils d’expression des 87 gènes sont représentés sur la figure . On peut observer que 

l’expression des gènes est majoritairement inhibée par la SRT. On compte 7 gènes inhibés et 

seulement 3 gènes surexprimés par la plus faible concentration de SRT testée. Pour la concentration 

intermédiaire, 3 gènes sont inhibés et 2 sont surexprimés, tandis que pour la plus forte concentration 

de SRT testée, 5 gènes sont inhibés et seul 1 est surexprimé.  

Tableau 24 : Fonctions des gènes impactés dans chaque condition d’exposition à la sertraline 

N° gène N° accession Fonction 
Log2 (Fold Change) 

Ser_0,001 Ser_10 Ser_100 
35 GBZN01008993.1 Cytochrome P450 3A29 -2,87   -2,37 
36 GBZN01001491.1 Myosine 2  -1,79    
37 GBZN01008248.1 Titine 3,33    
46 GBZN01014431.1 Récepteur à la Ryanodine (RyR) -2,07 -2,10  
56 GBZN01003569.1 Cathepsine   -2,47  
57 GBZN01000192.1 Dynactine     -1,87 
68 GBZN01013235.1 Notch    -2,26  
71 GBZN01008802.1 Murine-γ-box protéine (Msy4)  -1,92    
72 GBZN01012671.1  Pk-α  -1,91   -2,07 
79 GBZN01007694.1 Tektine-3 -2,51   -1,93 

Figure 80 : Représentation graphique de type volcanoplot du ratio d'expression de chaque gène pour les deux conditions 
d'expositions à la sertraline. Ser1_gène : sertraline à 0,001 µg/L ; Ser2_gène : sertraline à 10 µg/L ; Ser3_gène : sertraline à 100 
µg/L ; log2(FoldChange) : Log de base 2 du ratio d'expression obtenu par la méthode du ΔΔCT ; - log10(pvalue) : - log de base 10 de 
la pvalue obtenue lors du calcul des ratios d’expressions. 

Surexprimés Inhibés 

https://www.google.fr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjxvrPDrczKAhWJfhoKHeTYD5QQFggfMAA&url=https%3A%2F%2Ffr.wikipedia.org%2Fwiki%2FMyosine&usg=AFQjCNFSNLX0k1I35J2-m_SI60Gudb0BvQ&sig2=G-mTrjXN4NwWLt9zGFso5g&bvm=bv.112766941,d.d2s
https://www.google.fr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0ahUKEwiim-jMrczKAhXMPxoKHVhRCj4QFggfMAA&url=https%3A%2F%2Ffr.wikipedia.org%2Fwiki%2FTitine_(prot%25C3%25A9ine)&usg=AFQjCNHWj0RWIrzfphRf8_f0C5kaHBed3w&sig2=8RTMjyprNWAUk2wqrrQogA&bvm=bv.112766941,d.d2s
https://www.google.fr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjtlMGzrczKAhXGMhoKHe_UBhMQFggfMAA&url=https%3A%2F%2Ffr.wikipedia.org%2Fwiki%2FRYR2&usg=AFQjCNHSNzY2jKVqNZPVtGVsNaNOyBICCQ&sig2=ceXJJOS3oVOWVyGyB5swJA&bvm=bv.112766941,d.d2s
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Tableau 24 : suite 
82 GBZN01000803.1 Vitellogénine 3,15 3,08 2,95 
87 GBZN01008988.1 Glutathion-S-transférase -2,47   -3,03 
96 GBZN01002787.1 Homéobox Six 1/2 5,06    
97 GBZN01004159.1 Anhydrase carbonique   4,28  

 

Le tableau 24 ci-dessus regroupe l’ensemble des gènes significativement impactés par chacune 

des conditions d’exposition à la SRT testée. Comme pour les trois autres médicaments, les trois 

fonctions biologiques principalement impactées sont le déplacement, la reproduction et le système 

de détoxification de la planaire. L’impact sur le déplacement est caractérisé par 4 gènes (codant la 

Myosine 2, la Titine, le récepteur à la Ryanodine 2 et la Dynactine). L’impact sur les fonctions 

reproductrices est caractérisé par 5 gènes (codant la protéine Notch, Msy4, la protéine Pk-α, la 

Tektine-3 et la Vitéllogénine). Enfin, l’impact de la SRT sur la détoxification est représenté par 2 

gènes (codant le Cytochrome P450 3A29 et la Glutathion-S-transférase). 

Après une annotation des séquences par le logiciel KOBAS 2.0, nous avons représenté 

l’ensemble des processus biologiques modulés par la sertraline sur la figure 81 à l’aide du logiciel 

REVIGO. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La classification des GOterm des gènes impactés par la sertraline selon REVIGO permet de 

prédire les principales fonctions biologiques impactées. On retrouve principalement le déplacement 

Figure 81 : Représentation graphique des GOterm des gènes impactés par la sertraline selon le logiciel REVIGO. La taille de chaque 
cellule est proportionnelle au nombre de gènes annotés avec le GOterm correspondant. 
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des organites cellulaires, le processus reproducteur, la différentiation et la polarité cellulaire, la 

régulation des processus cellulaires et la réponse à un stimulus mécanique. 

e. Bilan et discussion des perturbations transcriptomiques de la planaire 
exposée aux psychotropes 

Les psychotropes sont des molécules qui agissent chez l’homme sur des récepteurs spécifiques 

afin de moduler la conduction nerveuse d’un neurone. D’après les analyses des expérimentations 

menées sur le déplacement, la reproduction et la digestion nous avons fait l’hypothèse que les 4 

psychotropes étudiés modulent l’expression de gènes impliqués dans le déplacement, la digestion, le 

système nerveux, la détoxification et la reproduction de S. polychroa afin de lier les résultats de 

l’étude moléculaire aux 3 effets macroscopiques observés.  

Les résultats de l’étude par qPCR des effets de l’OXZ chez la planaire montrent que la 

concentration intermédiaire (10 µg/L) est celle qui module le plus de gènes, 15 gènes parmi les 87 

étudiés, contre 9 pour la plus forte concentration (100 µg/L) et 6 pour la concentration 

environnementale (0,815 µg/L). Les effets de la CBZ sur les 87 gènes sélectionnés chez la planaire 

révèlent que parmi les trois conditions étudiées, c’est la concentration intermédiaire (10 µg/L) qui 

module le plus de gènes, 12 parmi les 87 étudiés, contre 2 pour la plus forte concentration (100 µg/L) 

et 5 pour la concentration environnementale (0,165 µg/L). Pour la CYZ, une exposition à la plus forte 

concentration (100 µg/L) module l’expression de 8 gènes contre 7 avec la concentration 

intermédiaire et 4 avec la plus faible. L’étude par qPCR des effets de la SRT sur les gènes sélectionnés 

de la planaire révèle que la concentration environnementale (0,001 µg/L) module l’expression de 10 

gènes parmi les 87 étudiés, contre 5 pour la concentration intermédiaire (10 µg/L) et 6 pour la plus 

forte concentration (100 µg/L). En termes de fonction, les psychotropes modulent l’expression de 13 

gènes sur 27 testés impliqués dans le déplacement, soit près de 50 % des gènes testés. Pour les 

gènes impliqués dans la reproduction, 10 sont impactés sur 17 testés. Pour l’étude des fonctions 

digestives, 5 gènes sont impactés sur 9 étudiés. L’étude du système de détoxification a permis de 

montrer que seuls 4 gènes sont impactés par les psychotropes sur les 20 étudiés et enfin, 

l’expression de 5 gènes impliqués dans la mise en place et le fonctionnement du système nerveux, 

sur 7 étudiés est modulée par les psychotropes. 

i. Mobilité de la planaire 

Comme on a pu le discuter précédemment (partie I.e.) la planaire peut se déplacer via l’action 

de cils vibratiles présents majoritairement sur la face ventrale, ou par reptation sur le substrat via 

des contractions musculaires successives. Le tableau 25 synthètise des effets transcriptomiques 

lorsqu’il y a un effet macroscopique (à 18 jours) des psychotropes sur le déplacement de la planaire. 
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Tableau 25 : Synthèse des effets des psychotropes sur le déplacement de la planaire S. polychroa 

Effet Médicaments /Conc. Effet transcriptomique 
inducteur (↗) 

Effet transcriptomique 
inhibiteur (↘) 

Induction 
(↗) de la 
mobilité 

Env. : OXZ, CBZ, CYZ, SRT Calponine, Ankyrine, 
Fibrilline-1, Titine 

Dynactine, Réc. Ryanodine, 
Myosine 

10 µg/L : OXZ  Myosine, Dynactine, Réc. 
Ryanodine 

100 µg/L : OXZ, CBZ Titine, Dynéine, Calponine, 
Cavéoline Réc. Ryanodine 

Inhibition 
(↘) de la 
mobilité 

 Env. : Pas d’effet   

10 µg/L : Pas d’effet   

100 µg/L : SRT  Dynactine 
OXZ : Oxazépam, CBZ : Carbamazépine, CYZ : Cyamémazine, SRT : Sertraline, Réc. : Récepteur, Conc. : Concentration, Env : 
Environnementale 

 

La principale fonction impactée par les psychotropes est le déplacement avec 9 gènes 

surexprimés et 4 inhibés. Les 9 gènes surexprimés codent une Titine, une Calponine, la Dystrophine, 

la Fibrilline-1, l’Ankyrine, la Cavéoline, la Dynéine axonémale, la protéine Osm-5 et la Rootlétine, 

alors que les 4 gènes inhibés codent une Myosine, un récepteur à la Ryanodine (RyR), la Cathepsine 

et une Dynactine. 

- Mobilité ciliaire 

Parmi les gènes impliqués dans la mobilité de la planaire, certains sont impliqués dans la 

structure et l’assemblage des cils vibratiles. Parmi ceux-là, on trouve les gènes codant la Dynéine 

axonémale (surexprimé par l’OXZ et la CBZ), la protéine Osm-5 (surexprimé par la CBZ et la CYZ) et la 

Rootlétine (surexprimé par la CBZ). En effet, la Dynéine axonémale est un composant essentiel des 

cils vibratiles (King 2016) (Figure 82). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le mouvement de ces cils est obtenu par l’hydrolyse d’ATP qui va déplacer les têtes de 

Dynéine sur les microtubules et permettre une courbure du cil. La réaction est courte, puis le cil 

revient à son état initial. Ce sont ces cycles de courbure et relâchement rapides et successifs réalisés 

grâce à un complexe protéique comprenant la Dynéine qui vont permettre de créer un courant sous 

Figure 82 : Structure d'un axonème 
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la planaire et donc provoquer son déplacement (Rompolas et al. 2013; King and Patel-King 2016; King 

2016). La protéine Osm-5 tout comme la Rootlétine ont été décrites comme intervenant dans la 

ciliogenèse et dans le transport intraflagellaire chez C. elegans (Perkins et al. 1986; Vowels and 

Thomas 1992; Haycraft et al. 2001; Ou et al. 2007; Chen et al. 2015). Au cours de notre étude, nous 

avons observé que les 4 psychotropes à la concentration environnementale ont un effet 

majoritairement inducteur de la mobilité de la planaire après 18 jours d’exposition. L’augmentation 

de la mobilité suppose une augmentation de l’activité ciliaire mobilisant de nombreuses protéines 

dont la Dynéine, la Rootlétine ou encore la protéine Osm-5 pour lesquelles on observe une 

surexpression des gènes. De ce fait, les résultats transcriptomiques corroborent les observations 

macroscopiques. 

Parmi les gènes impactés par les psychotropes et impliqués dans la mobilité ciliaire, on trouve 

aussi deux gènes codant pour les Tektines 2 et 3. Ces gènes ont été décrits par l’étude de Chong et al. 

(2011) comme des protéines intervenant dans la synthèse des flagelles des spermatozoïdes chez la 

planaire S. mediterranea. Bien que l’on ne puisse pas exclure un rôle possible de ces protéines dans 

la mobilité de la planaire, nous discuterons essentiellement des effets que la modulation de ces 

gènes pourrait avoir sur la reproduction de la planaire. 

- Mobilité par contraction musculaire 

Le déplacement de la planaire mobilise aussi la contraction musculaire, notamment lors de la 

reptation sur le substrat. Pour cela, les cellules musculaires mobilisent de nombreuses protéines 

pour assurer la contraction. Parmi les gènes impactés par les psychotropes et impliqués dans la 

mobilité de la planaire, certains sont spécifiques de la contraction musculaire ou de son contrôle. On 

trouve donc les gènes codant la Titine (surexprimé par l’OXZ, la CYZ et la SRT), la Calponine 

(surexprimé par l’OXZ et la CBZ), la Cavéoline (surexprimé par l’OXZ), la Dystrophine (surexprimé par 

la CBZ), la Fibrilline-1 (surexprimé par la CYZ), l’Ankyrine (surexprimé par la CYZ), le récepteur à la 

Ryanodine (inhibé par l’OXZ, la CYZ, et la SRT), la Dynactine (inhibé par l’OXZ), la Myosine (inhibé par 

l’OXZ et la SRT) et la Cathepsine (inhibé par la SRT).  

Les protéines de structure du sarcomère et des cellules musculaires :  

Parmi les gènes impliqués dans l’activité musculaire, on trouve ceux codant la Titine et la 

Myosine, toutes deux impliquées dans la structure du sarcomère (Figure 83), mais aussi la Fibrilline-

1, la Dystrophine et l’Ankyrine.  
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Le Titine, comme nous avons pu le voir précédemment, est une protéine intervenant dans la 

structure et le maintien du sarcomère (Figure 83). Cette protéine lie le filament de Myosine sur le 

disque Z (ou strie Z). La surexpression du gène codant la Titine a été observée par Wagner et al., 

(2017) chez des larves de poissons O. latipes exposées au fipronil (un insecticide de la famille des 

phénylpyrazoles pouvant impacter la conduction nerveuse GABAergique chez les invertébrés (Zhao 

et al. 2004)). La surexpression de la Titine ainsi que celle de deux autres gènes (telethonine et 

myozenin-2) impliqués dans le développement musculaire a été reliée à une anomalie de la région 

caudale entrainant une inhibition de la nage des poissons (Wagner et al. 2017). Dans notre étude, 

aucune déformation des planaires n’a pu être observée. On peut penser que la surexpression de la 

Titine pourrait être due à une augmentation de l’activité des cellules musculaires et non pas à une 

anomalie de développement du tissu musculaire, ce qui pourrait expliquer l’effet inducteur observé. 

De plus, on observe l’effet des psychotropes sur un invertébré aquatique possédant deux types de 

mobilité, contrairement aux poissons (vertébrés) qui utilisent uniquement la contraction musculaire 

pour se déplacer. La CYZ à la plus faible concentration induit aussi l’expression du gène codant la 

Fibrilline-1, une protéine retrouvée principalement dans les muscles comme composant de la 

matrice extracellulaire autour des cellules musculaires chez l’Homme (Figure 84), la souris, mais aussi 

chez les mollusques Lottia gigantea et l’annélide Capitella teleta (Sakai et al. 1986; Zhang et al. 1995; 

Corson et al. 2004; Piha-Gossack et al. 2012).  

 

 

 

 

 

Figure 83 : Schéma du détail d'un sarcomère 
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La mutation du gène codant la Fibrilline-1 chez l’homme conduit à l’apparition du Syndrome de 

Marfan consistant à des anomalies musculo-squelettiques, épidermiques, pulmonaires ou encore 

cardiaques (Judge and Dietz 2005; Ramirez et al. 2008) dont l’origine est une désorganisation des 

fibres de collagène et d’élastine, ou encore de la myopathie de Duchêne dont l’origine est une 

mutation du gène codant la Dystrophine. A la concentration environnementale, la CYZ induit aussi 

l’expression du gène codant une Ankyrine, une protéine impliquée majoritairement dans la structure 

du cytosquelette des cellules musculaires (Desmond et al. 2015; Toral-Ojeda et al. 2016), mais aussi 

dans l’adhésion de la MEC aux cellules musculaires et dans l’élongation des axones et la stabilité des 

synapses des jonctions neuromusculaires (Koch et al. 2008; Mazock et al. 2010). Ainsi, la 

surexpression des gènes codant l’Ankyrine et la Fibrilline-1 pourrait augmenter l’adhésion des 

cellules musculaires et donc participer à l’augmentation de l’activité musculaire de la planaire que 

nous avons observée à la suite d’une exposition à la concentration environnementale de CYZ. Le 

gène codant la Dystrophine est surexprimé par la CBZ. Cette protéine assure la stabilité membranaire 

des cellules musculaires en liant le cytosquelette d’Actine à un complexe protéique lié à la Laminine 

de la MEC (Figure 84) (Liem 2016). Aucune augmentation significative de la mobilité de la plannaire 

n’est observée après un contact de 18 jours avec la CBZ à 10 µg/L (concentration à laquelle la 

Dystrophine est surexprimée). En revanche, un effet de cette condition est observé aprés 15 jours de 

traitement. L’augmentation de l’expression des gènes impliqués dans l’adhésion des cellules 

musculaires à la MEC pourrait donc être un évènement transcriptomique responsable de l’induction 

Figure 84 : Schéma détaillé de l'organisation d'une cellule musculaire 

Fibrilline-1 
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de la mobilité. La Myosine quant à elle, est inhibée par l’OXZ et la SRT. Cette protéine est une unité 

du sarcomère, essentielle à la contraction musculaire, puisque ce sont les têtes de Myosine qui vont 

progresser par hydrolyse de l’ATP sur le filament d’Actine (Figure 84). Bien que nous observons une 

augmentation de l’activité de la planaire aux concentrations pour lesquelles le gène de la Myosine 

est inhibé, cet effet pourrait être le résultat de l’activation du gène codant la Calponine. En effet, 

l’étude d’Hossain et al., (2016) a montré que la Calponine est un inhibiteur endogène du gène de la 

myosine chez la souris (Hossain et al. 2016). De ce fait, une surexpression de la Calponine comme 

observée dans notre étude pour l’oxazépam à 10 µg/L pourrait expliquer l’inhibition du gène de la 

Myosine. 

 La contraction musculaire et sa régulation : 

La Calponine est surexprimée par l’OXZ et la CBZ. Cette protéine n’est pas essentielle à la 

contraction musculaire, mais joue un rôle dans la régulation et l’activation de la contraction 

musculaire comme cela a été décrit par la revue de Liu et Jin (2016) chez la souris. La Cavéoline, 

surexprimée par l’OXZ, est une protéine membranaire (Figure 84), elle est aussi impliquée dans la 

régulation de la contraction musculaire. La surexpression de ces gènes pourrait donc expliquer en 

partie l’augmentation de la mobilité des planaires exposées à l’OXZ et à la CBZ. D’autres part, on 

observe une inhibition de deux gènes codant d’autres régulateurs de la contraction musculaire, le 

récepteur à la Ryanodine qui est un récepteur impliqué dans la contraction musculaire, et la 

Dynactine, une protéine qui, couplée avec la Dynéine, intervient dans le transport de différents 

organites cellulaires comme les mitochondries, mais qui participe aussi à de nombreux processus 

cellulaires comme la division cellulaire. L’inhibition de la Dynactine pourrait avoir des effets sur le 

transport des mitochondries au sein des cellules musculaires et donc inhiber la contraction 

musculaire et le déplacement de la planaire. Bien que nous observons un effet inhibiteur sur la 

mobilité et sur l’expression de la Dynactine de la SRT à 100 µg/L, l’inhibition de l’expression de ce 

gène par l’OXZ à 10 et 100 µg/L n’est pas corrélable à un effet inhibiteur sur la mobilité. La Dynactine 

n’étant pas limitée au seul tissu musculaire, une hypothèse pourrait être que cette inhibition pourrait 

avoir lieu dans d’autres types cellulaires non impliqués dans la contraction. Le récepteur à la 

Ryanodine (RyR) est impliqué dans la sortie des ions calcium du réticulum sarcoplasmique (RS) des 

cellules musculaires dont la sortie est essentielle à l’activation de la contraction musculaire 

(Witherspoon and Meilleur 2016). Bien que l’inhibition de ce gène par l’OXZ à 10 et à 100 µg/L soit 

susceptible de provoquer une baisse de l’efficacité de la contraction musculaire et donc d’altérer le 

déplacement, nous n’observons pas d’inhibition de la mobilité de la planaire dans ces conditions. Ces 

résultats suggèrent soit qu’une autre protéine compense le rôle de ce récepteur, soit que l’activité 

ciliaire est suffisante pour compenser les effets de l’OXZ sur la contraction musculaire.  
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ii. Reproduction de la planaire 

La deuxième fonction la plus impactée par les psychotropes est la reproduction avec 6 gènes 

inhibés codant les protéines Murine-γ-box protéine (Msy4) (OXZ et SRT), Pkα (OXZ, CBZ, CYZ et SRT), 

Plastine (OXZ et CBZ), Tektine-3 (OXZ), Vitéllogénine (Vtg) (CBZ) et Notch (SRT) et 4 gènes 

surexprimés codant la Vitéllogénine (OXZ, CYZ et SRT), la Tektine-2 (CBZ), la Granuline (CBZ) et la 

Présseniline (CYZ). Afin de faciliter la compréhension de la discussion, le tableau 26 fait une synthèse 

des effets transcriptomques lorsqu’il y à un effet macroscopique (à 30 jours) des psychotropes sur la 

reproduction de la planaire. 

Tableau 26 : Synthèse des effets des psychotropes sur la reproduction de la planaire S. polychroa 

Effet Médicaments /Conc. Effet transcriptomique 
inducteur (↗) 

Effet transcriptomique 
inhibiteur (↘) 

Induction (↗) 
de la 

fécondité 

Env. : CYZ, SRT Vitéllogénine  Msy4, Pkα, Tektine-3 

10 µg/L : Pas d’effet   

100 µg/L : Pas d’effet   

Inhibition (↘) 
de la 

fécondité 

Env. : CBZ  Pkα, Plastine, Tektine-3 

10 µg/L : CBZ, CYZ Vitéllogénine, Tektine-2, 
Granuline Vitéllogénine 

100 µg/L : OXZ, CBZ, CYZ, SRT Présseniline, Vitéllogénine Pkα, Tektine-3 

OXZ : Oxazépam, CBZ : Carbamazépine, CYZ : Cyamémazine, SRT : Sertraline, Réc. : Récepteur, Conc. : Concentration, Env : Environnementale 

 

- Gamétogenèse mâle 

Parmi les 6 gènes inhibés, on trouve msy4 qui est exprimé majoritairement dans les cellules 

germinales mâles des planaires Dugesia etrusca (Salvetti et al. 2002) et S. mediterranea (Chong et al. 

2011; Wang et al. 2014) ou encore de souris (Giorgini et al. 2002). Wang et al. (2010) ont montré que 

cette protéine intervient dans la différenciation des spermatides de planaires. Le gène pka codant la 

Pk-α est lui aussi inhibé chez les planaires exposées à tous les psychotropes. Comme l’a montré 

l’étude d’hybridation in situ en fluorescence de Chong et al. (2011), ce gène est majoritairement 

transcrit dans les spermatides. Les deux autres gènes inhibés sont plastin et tektin 3 (Chong et al. 

2011). Le gène plastin est transcrit à tous les stades de différenciation, du stade spermatogonie au 

stade spermatide de la planaire S. mediterranea et n’est pas exprimé au stade spermatozoïdes 

(Chong et al. 2011). Le gène tektin-3 code pour une protéine de la famille des Tektines. Les protéines 

de cette famille sont très conservées et sont des composants majeurs des cils et des flagelles, 

nécessaire à la différentiation finale en spermatozoïdes (Amos 2008). Ainsi, les gènes msy4, pka, 

plastin, et tektin-3, impliqués à tous les stades de la gamétogenèse mâle sont inhibés. Cette 

inhibition est donc susceptible d’impacter la spermatogenèse. Le gène plastine est inhibé à la suite 

d’une exposition des planaires à une concentration environnementale de CBZ, où l’on observe une 
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inhibition de la fécondité. De par sa fonction décrite précédemment, l’inhibition de l’expression du 

gène plastine pourrait impacter la spermatogenèse, en lien avec les résultats macroscopiques 

observés à cette concentration. Cependant, bien que pour chaque inhibition du gène pka par la CBZ 

(Env. et 100 µg/L) et par la SRT (100 µg/L) on observe une inhibition de la fécondité, ce n’est pas le 

cas pour les autres gènes (cf. tableau 26). On pourrait donc supposer que l’inhibition de ces gènes 

par les psychotropes contribue à l’inhibition de la fécondité des planaires.  

Le dernier gène inhibé code le facteur Notch, impliqué dans de nombreux processus cellulaires 

(prolifération, antiapoptotique, différentiation) (Diederich et al. 1994; Matsuno et al. 1995; 

Weinmaster 1997; Deftos et al. 1998; Schweisguth 2000; Baron 2012; Gavai et al. 2015) ainsi que 

dans la régulation de la gamétogenèse, comme l’ont montré de nombreuses études chez C. elegans 

(Austin and Kimble 1987; Lambie and Kimble 1991; Fitzgerald and Greenwald 1995; Berry et al. 1997; 

Henderson et al. 1997), mais aussi chez l’abeille (Duncan et al. 2016). L’expression du gène Notch 

n’est inhibée que par une exposition à la SRT, alors que cette même molécule à la concentration 

environnementale augmente la fécondité des planaires. Comme dans notre étude, Cray et al., (2014) 

ont démontré que le gène Notch était inhibé suite à une exposition des cultures cellulaires (MC3T3-

E1) de souris au citalopram (un ISRS). En accord avec nos résultats, il a été montré chez C. elegans 

que l’inhibition de la voie Notch active la gamétogenèse (Austin and Kimble 1987; Lambie and Kimble 

1991). L’inhibition de la voie Notch pourrait donc stimuler la reproduction des planaires comme nous 

avons pu le montrer dans notre étude pour une exposition à la concentration environnementale de 

SRT et de CYZ, en activant la gamétogenèse. En lien avec ces observations, la CYZ à 100 µg/L induit 

l’expression du gène codant la Préséniline, une protéine intervenant dans la troisième coupure de la 

protéine Notch, comme on a pu le voir dans le Chapitre 3. Ces résultats sont en accord avec les 

fonctions de la voie Notch décrites dans la littérature (Fitzgerald and Greenwald 1995; Berry et al. 

1997; Henderson et al. 1997). Lorsque cette voie est surexprimée chez C. elegans, la gamétogenèse 

est inhibée par induction de la division mitotique au dépend de la différenciation des gamètes 

(Fitzgerald and Greenwald 1995; Berry et al. 1997; Henderson et al. 1997). De plus, l’étude de 

Duncan et al. (2016) a montré que chez l’abeille, la voie de signalisation Notch était impliquée dans 

l’inhibition de l’activité ovarienne chez les abeilles ouvrières. En ce sens, Huang et al., (2013) ont 

montré que l’induction du domaine Notch intracellulaire (NICD) résultant de la coupure par la 

Préséniline dans les cellules germinales de testicules de souris adultes perturbe la spermatogenèse et 

augmente l’activité préapoptotique des spermatogonies différenciées. De part l’observation d’une 

induction de l’expression du gène codant la Préséniline, on peut émettre l’hypothèse que l’inhibition 

de la reproduction chez la planaire exposée à de fortes concentrations de CYZ résulte de la 

perturbation de la gamétogenèse qui diminue ainsi l’efficacité reproductrice de la planaire comme 

on a pu l’observer lors de l’étude macroscopique de la reproduction en présence de cette molécule. 
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Il serait donc intéressant de réaliser des coupes de planaires exposées à la CYZ afin d’observer l’effet 

de cette molécule sur la différentiation des gamètes mâles ou femelles. Comme nous avons pu le 

discuter dans la partie mollusque, la voie Notch est aussi impactée chez le Radix exposé aux 

psychotropes. La voie Notch pourrait donc être une cible générale des psychotropes. 

Parmi les 4 gènes surexprimés, on trouve aussi la Granuline qui est une protéine impliquée 

selon Chong et al., (2011) dans la formation du spermiducte et la Tektine 2, de la famille des Tektines 

dont les fonctions ont été discutées dans le premier paragraphe. Les protéines de la famille des 

Tektines sont très conservées et sont des composants majeurs des cils et des flagelles responsables 

de la mobilité de la planaire et des spermatozoïdes respectivement. 

- Gamétogenèse femelle 

Le dernier gène impacté et impliqué dans la reproduction est le gène codant la Vtg, surexprimé 

suite à l’exposition à trois molécules (OXZ, CYZ, SRT) et inhibé à la suite d’une exposition à la CBZ. Le 

gène de la Vtg et la protéine qu’il code sont souvent utilisés comme biomarqueur en réponse à une 

perturbation oestrogénique dans l’environnement (Heppell et al. 1995; Denslow et al. 1999; Hahn et 

al. 2002; Sanders et al. 2005). L’étude de Gronen et al. (1999) a montré un lien entre l’exposition à 

l’octylphénol (un œstrogène retrouvé dans l’environnement) et l’induction de la Vtg chez les larves 

mâles de poissons médaka, la présence d’ovocytes dans les testicules et l’inhibition de la 

spermatogenèse inhibant la reproduction. L’étude de Jasinska et al., (2015) a montré une induction 

de la quantité de Vtg chez la moule Pyganodon grandis exposée dans une rivière en aval du rejet 

d’une station d’épuration dans lequel il a été caractérisé la présence de médicaments, de produits de 

soins corporels et d’œstrogènes. De nombreuses autres études ont rapporté qu’une perturbation 

oestrogénique entraînait une augmentation de la Vtg chez les cirripèdes (Billinghurst et al. 2000) et 

chez les Penaeoidae (Yano and Hoshino 2006; Huang et al. 2006). L’induction de la Vtg chez les 

crustacés a aussi été observée par une exposition des organismes à des molécules non connues pour 

leur activité oestrogénique comme les métaux lourds tels que le cuivre ou le zinc (Martín-Díaz et al. 

2005), ou encore des insecticides comme le fipronil  (Volz and Chandler 2004). En effet, l’induction de 

l’expression du gène codant la Vtg pourrait donc aboutir à une variation de synthèse de la Vtg qui 

pourrait en cas de surexpression provoquer la différenciation des tissus reproducteurs uniquement 

en tissus ovariens chez les planaires S. polychroa exposées et pourrait entrainer un déséquilibre 

entre le rapport mâle et femelle au niveau de la gamétogenèse et ainsi entrainer une inhibition de la 

reproduction. Ceci pourrait être étudié en réalisant des coupes de planaires exposées aux trois 

psychotropes, ou bien en réalisant des études de localisation par RNAi dans les différents tissus 

(ovaires ou testicules) comme l’ont fait Chong et al. 2011, afin d’observer une possible 

unisexualisation des populations de planaires. 
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Comme on a pu le voir au travers de nombreuses études et de nos résultats, la présence de 

médicaments de types psychotrope dans l’environnement est susceptible d’inhiber la reproduction 

de nombreux organismes aquatiques (planaire, gastéropodes, poissons, …) et ainsi modifier les 

populations des espèces y étant exposées. 

iii. Digestion protéique et métabolisme énergétique 

Trois psychotropes impactent aussi le système digestif de la planaire. 2 gènes impliqués dans 

les fonctions digestives sont inhibés, la Carbonyle réductase (CBZ) et la Trypsine (CYZ) et 4 gènes sont 

surexprimés, la Carbonyle réductase (OXZ), la Fumarase (OXZ), Anhydrase carbonique (OXZ, CBZ, SRT) 

et le Cytochrome c oxydase (OXZ). Afin de faciliter la discussion des résultats, le tableau 27 rappelle 

les effets transcriptomiques lorsqu’il y a un effet macroscopique des 4 psychotropes en fonction de 

leur concentration.   

Tableau 27 : Synthèse des effets des psychotropes sur la digestion de la planaire S. polychroa 

Effet Médicaments /Conc. Effet transcriptomique 
inducteur (↗) 

Effet transcriptomique 
inhibiteur (↘) 

Induction (↗) de 
la digestion 

Env. : Pas d’effet    

10 µg/L : CYZ   

100 µg/L : CYZ  Trypsine  

Inhibition (↘) de 
la digestion 

Env. : CBZ    

10 µg/L : CBZ, OXZ 
Carbonyle réductase, 
Fumarase, Cyt. c ox., 
Anhydrase carbonique (OXZ) 

 

100 µg/L : CBZ    

OXZ : Oxazépam, CBZ : Carbamazépine, CYZ : Cyamémazine, SRT : Sertraline, Réc. : Récepteur, Conc. : Concentration, Env : Environnementale 

L’exposition des planaires à la CYZ a induit la surexpression du gène codant la Trypsine. 

Comme nous avons pu le constater lors des dosages, l’activité Trypsique était significativement 

induite chez les individus exposés aux deux plus fortes concentrations de CYZ. De plus, au cours de 

l’étude de la mobilité des planaires, nous avons pu observer que ces planaires consommaient moins 

de nourriture après 10 jours d’exposition qu’à J0. Après dosage de l’activité trypsique, nous avons 

aussi observé une induction de celle-ci à la suite d’une exposition à 10 et 100 µg/L de CYZ. Ces 

résultats de qPCR confirment donc un lien avec les résultats macroscopiques observés. Depuis 

environ 40 ans, les mécanismes de régulation, de synthèse et d’activation des protéines 

enzymatiques impliquées dans la digestion sont bien connus chez l’Homme (Stroud et al. 1977; 

Huber and Bode 1978). Chez les vertébrés, la trypsine est produite par le pancréas, activée à son 

arrivée dans le duodénum et active à son tour d’autres protéases comme la Chymotrypsine. Comme 

l’a montré l’étude de Zayas et al., (2010), différents tissus sont composés de cellules sécrétrices chez 

la planaire S. mediterranea. L’étude de Zheng et al., (2009) a mis en avant que les entéropeptidases 

sont très conservées à travers le règne animal. En supposant que certaines des cellules sécrétrices 
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des planaires possèdent une fonction de digestion similaire à celle des entéropeptidases des cellules 

acineuses chez les vertébrés, on peut proposer deux hypothèses liant l’observation d’une inhibition 

de la prise alimentaire à l’augmentation de l’activité de la Trypsine et de l’expression de son gène par 

la CYZ. Premièrement, nous avons observé une inhibition de la mobilité de la planaire par la CYZ à 

100 µg/L, réduisant ainsi la capacité de l’animal à rechercher sa nourriture. De ce fait, l’animal privé 

de nourriture est capable comme l’a montré l’étude de Newmark et Alvaradro, (2002), de réduire sa 

taille afin de limiter les dépenses énergétiques. Ce phénomène est réalisé par protéolyse, nécessitant 

des enzymes protéolytiques telles que la Trypsine et la Chymotrypsine pour la dégradation des tissus. 

Cette hypothèse pourrait expliquer la surexpression du gène codant la trypsine. La deuxième 

hypothèse serait que la CYZ induit des systèmes de régulation de la Trypsine, déclenchant ainsi la 

synthèse et l’excrétion de Trypsine. Comme l’a montré l’étude de Fink et al., (1998) sur le rat de 

laboratoire, la surproduction de Choléocystokinine (CCK) inhibe la prise alimentaire en agissant 

comme un régulateur négatif de la faim chez le rat. La surproduction de CCK chez la planaire pourrait 

donc accentuer l’inhibition de la prise alimentaire comme on a pu l’observer pour une exposition à la 

CYZ, en inhibant la sensation de faim et en obligeant l’animal à puiser l’énergie dans la protéolyse de 

ses tissus. Il serait donc intéressant de suivre l’évolution de la taille des organismes exposés à la CYZ 

en parallèle du suivi de l’expression du gène codant la trypsine et du suivi de l’activité trypsique. 

Trois autres gènes impliqués dans la digestion codant une Fumarase, une Cytochrome C 

oxydase et une Carbonyle réductase, sont inhibés par les psychotropes. Ces protéines étant toutes 

impliquées dans le catabolisme énergétique (cycle de Krebs et respiration) on peut supposer que les 

psychotropes pourraient impacter la production d’ATP dans les cellules de la planaire. L’expression 

du gène codant une Cathepsine a elle aussi été impactée par la SRT. Tout comme l’étude de Cray et 

al., (2014), qui a observé une inhibition de la Cathepsine suite à une exposition à un autre ISRS, le 

citalopram. La Cathepsine de notre étude et celle des travaux de Cray et al., (2014) sont toutes deux 

des cystéines protéases impliquées dans les processus de dégradation protéiques cellulaires. 

L’inhibition de cette protéine pourrait lourdement impacter les fonctions cellulaires de la planaire qui 

pratique l’autolyse cellulaire pour se défendre face à une attaque de prédateur, mais aussi pour se 

reproduire de manière asexuée, en se séparant en deux moitiés qui régénéreront la partie 

manquante dans les 15 jours suivants.  

Le dernier gène dont l’expression est modulée par les psychotropes code l’Anhydrase 

carbonique et il est surexprimé à la suite d’une exposition aux psychotropes. Cette protéine est 

impliquée dans le transport du CO2 dans le sang en catalysant la transformation du CO2 en HCO3- et 

dans l’acidification du suc gastrique du tube digestif en sécrétant des ions H+ dans l’estomac. Les 

effets des benzodiazépines sur l’activité de l’Anhydrase carbonique ont été étudiés par Sentürk et al. 

(2012). Ces travaux ont montré que le diazépam et le midazolam inhibent l’activité de l’Anhydrase 
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carbonique chez le lapin à 2 et 0,2 mg/kg. Bien que ces travaux soient contradictoires à nos résultats, 

nous avons pu voir que ce type de molécule avait souvent des effets dose sur les organismes. De 

plus, cette étude a mesuré l’activité et non l’expression du transcrit codant cette protéine. Ainsi, les 

benzodiazépines pourraient avoir un effet post-transcriptionnel sur cette protéine ce qui pourrait 

expliquer ces résultats. La modulation de l’expression du gène codant l’Anhydrase carbonique 

pourrait donc perturber l’acidification de la cavité gastrique nécessaire à la digestion chez la planaire. 

iv. Détoxification 

La troisième fonction biologique majoritairement impactée par une exposition de la planaire 

aux 4 psychotropes est la fonction de détoxification. Dans ce groupe de 3 gènes, 1 est surexprimé et 

2 sont inhibés. Le  gène surexprimé, code le CYP3A5 (OXZ). Les deux gènes inhibés codent la GST 

(Glutathion-S-Transférase) (OXZ, CYZ et SRT) et le CYP3A29 (OXZ, CBZ, SRT). Parmi les gènes 

impliqués dans la détoxification des organismes, on peut identifier 2 gènes impliqués dans les 

réactions de fonctionnalisation, souvent assimilées à la phase I de la détoxification des organismes et 

un gène plutôt impliqué dans la phase II de la détoxification des organismes qui code une GST. La 

synthèse de ces effets pour chaque concentration des 4 médicaments est représentée dans le 

tableau 28. 

Tableau 28 : Synthèse des effets des psychotropes sur le système de détoxification de la planaire S. polychroa  

Fonction Conc. 
Effet transcriptomique 

Surexprimés Inhibés 

Détoxification 

 Env. CYP3A5 (OXZ) CYP3A29 (OXZ, SRT), GST (SRT) 

10 µg/L  GST (CYZ) 

100 µg/L  CYP3A29 (OXZ, CBZ, SRT), GST (SRT) 
OXZ : Oxazépam, CBZ : Carbamazépine, CYZ : Cyamémazine, SRT : Sertraline, Réc. : Récepteur, Conc. : Concentration, Env. : Environnemenetale 

 

- Les réactions de fonctionnalisation (Phase I) 

Le cytochrome CYP3A5 est surexprimé par une exposition des planaires à l’OXZ. Cette protéine 

intervient dans le processus de détoxification en oxydant les xénobiotiques comme le diltriazem ou 

le midazolam (Gorski et al. 1994; Kuehl et al. 2001; Guengerich 2001; Yamaori et al. 2004; He et al. 

2005). De plus, l’étude de Usui et al., (2003) a mis en avidence une induction de l’expression des 

gènes codant les cytochromes CYP3A4, CYP3A5 et CYP3A7 suite à une exposition des cellules 

d’hépatome (tumeur bégnine ou maligne du foie) humain (Hep G2 cells) à différentes molécules 

médicamenteuses comme la carbamazépine (6 mg/L), la rifampicine (9 mg/L) et la phénytoïne 

(14 mg/L). Ces résultats corroborent nos observations montrant qu’une exposition des planaires à 

l’OXZ induit une surexpression du gène CYP3A5 et suggèrent que la planaire répond au stress 

chimique induit par les médicaments en activant des voies de métabolisations (Usui et al. 2003) et 
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que la métabolisation de l’OXZ passe par une activation du CYP3A5. Le CYP3A29 est inhibé suite à 

une exposition aux médicaments (OXZ et CBZ). Il a été décrit que le CYP3A29 chez le cochon serait 

une protéine responsable de la métabolisation des xénobiotiques, tout comme le fait CYP3A4 chez 

l’Homme (Guengerich 2001; Yao et al. 2011). Nos résultats montrant une inhibition de l’expression 

du transcrit de CYP3A29 suggèrent que l’oxydation de l’OXZ et de la CBZ ne ferait pas intervenir le 

CYP3A29. La deuxième hypothèse serait que l’OXZ et la CBZ inhibent directement ou indirectement 

l’expression du gène CYP3A29.  

- Les réactions de conjugaison (Phase II) 

Le gène codant la GST est inhibé par la CYZ et la SRT. La GST est une protéine catalysant le 

transfert du glutathion sur des molécules exogènes comme les médicaments afin de faciliter leur 

élimination en les rendant plus hydrophobes. Cette enzyme intervient dans la deuxième phase du 

processus de métabolisation des xénobiotiques (Prohaska 1980; Sheehan et al. 2001). Il est souvent 

retrouvé dans la littérature que les xénobiotiques induisent l’activité et l’expression de la GST 

(Mannervik et al. 1985; Pickett and Lu 1989). En effet, plusieurs études ont rapporté une induction 

de la GST par la CBZ sur Scrobicularia plana (Freitas et al. 2015), la perche-soleil Lepomis gibbosus 

(Brandão et al. 2013) ou encore sur la moule verte Perna viridis (Juhel et al. 2016). Peu d’études 

montrent, comme dans notre cas, une inhibition du gène de la GST, suite à une exposition à des 

xénobiotiques. Parmi celles-ci, on peut citer l’étude de Vidal-Liñán et al., (2016) qui montre une 

inhibition de la GST dans les branchies suite à l’exposition de la moule (Mytilus galloprovincialis) aux 

PCB. La famille des protéines GST est composée de plusieurs classes comme les GST Alpha, Delta, 

Kappa, Mu, PI, etc. Dans notre étude, il semblerait après analyse de la séquence ciblée, que celle-ci 

code une Mu GST et non la Pi GST qui intervient majoritairement dans la métabolisation des 

xénobiotiques. En effet, lors de la recherche des séquences nucléotidiques de la GST dans le 

transcriptome du Radix, la séquence de la Mu GST était la séquence pour laquelle l’homologie avec la 

Pi GST de la drosophile était la plus forte. Après une analyse des domaines, une comparaison avec 

plusieurs autres séquences et après l’étude en RT-qPCR, il s’est avéré que cette séquence possède 

plus d’homologie avec une Mu GST. La Mu GST intervient quand même dans la détoxification mais il 

semble, d’après nos résultats, qu’elle n’intervient pas pour les médicaments utilisés ici. Or cette 

classe de GST est plutôt impliquée dans la régulation des voies proapoptotiques (JNK, p38) 

(Townsend et Tew 2003). Les modulations d’expression des gènes de détoxification chez la planaire 

suggèrent que ces organismes perçoivent et répondent à la présence de psychotropes dans le milieu 

où elles sont exposées. Chez l’Homme, la détoxification de l’OXZ, de la CYZ et de la SRT passe par une 

phase de conjugaison (glucuronoconjugaison pour l’OXZ et la CYZ), après une phase de 

métabolisation par les enzymes du cytochrome P450. Il serait donc intéressant de réaliser le suivi de 

l’expression des gènes codant plusieurs GST, dont la Pi GST, ainsi que le gène codant l’UDP-
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glucosyltransférase chez des planaires exposées à ces médicaments. Au cours de notre étude, nous 

n’avons pas observé de modulation de l’expression de gènes codant les transporteurs de type ABC 

transporteur impliqués dans la Phase III du processus de détoxification. 

v. Développement du système nerveux 

Le système nerveux de la planaire est lui aussi impacté par les psychotropes. Les effets des 

psychotropes sont synthétisés dans le tableau 29. Cinq gènes sont surexprimés par ces 4 molécules. 

On trouve les gènes codant la protéine Homéobox Six (OXZ, CBZ, CYZ et SRT), la protéine POU de 

classe 3 (OXZ et CYZ), l’Otoferline (CBZ), l’Ankyrine (CYZ) et la protéine SCN4A (CYZ).  

Tableau 29 : Synthèse des effets des psychotropes sur le système nerveux de la planaire S. polychroa  

Fonction Conc. 
Effet transcriptomique 

Surexprimés Inhibés 

Système 
nerveux 

 Env. Homéobox Six 1/2 (CBZ, CYZ, SRT), POU Classe 3 
(OXZ, CYZ), Otoferline (CBZ), Ankyrine (CYZ)   

10 µg/L Homéobox Six 1/2 (OXZ, CBZ, CYZ), POU Classe 3 
(OXZ, CYZ), Otoferline (CBZ)   

100 µg/L Homéobox Six 1/2 (OXZ, CYZ), POU Classe 3 
(OXZ, CYZ), SCN4A (CYZ)   

OXZ : Oxazépam, CBZ : Carbamazépine, CYZ : Cyamémazine, SRT : Sertraline, Réc. : Récepteur, Conc. : Concentration, Env. : 
Environnementale 

 

L’OXZ et la CYZ induisent la surexpression du gène codant la protéine POU de classe 3 et les 4 

psychotropes induisent la surexpression du gène codant la protéine à Homéobox Six 1. Cette 

protéine a une fonction dans le développement embryonnaire et dans celui du système nerveux en 

interagissant avec la protéine EYA1, qui est impliquée dans la formation des yeux chez la Drosophile, 

mais aussi dans la mise en place du système respiratoire et rénal chez l’Homme (Ruf et al. 2004; 

Kochhar et al. 2008; Krug et al. 2011; Mosrati et al. 2011). Le gène codant l’Otoferline est aussi 

surexprimé suite à une exposition des planaires aux deux plus faibles concentrations de CBZ. Cette 

protéine est impliquée dans la libération d’un neurotransmetteur dans les cellules sensibles aux sons 

et aux vibrations et dans la mise en place de la bicouche lipidique de la membrane plasmique (Marty 

et al. 2013). Ainsi, la surexpression de ce gène pourrait augmenter la sensibilité de la planaire et la 

stabilité des membranes cellulaires telles que celles des synapses, améliorant ainsi les différentes 

conductions nerveuses adrénergique, sérotoninergique ou encore cholinergique. L’augmentation de 

la conduction nerveuse cholinergique pourrait en partie expliquer l’augmentation de la mobilité 

observée pour ces deux concentrations de CBZ (0,165 et 10 µg/L). Afin de tester l’impact des 

psychotropes sur la perception des stimuli environnementaux par la planaire, on pourrait essayer par 

exemple de mesurer le déplacement des planaires exposées à des psychotropes et stressées par des 

flashes lumineux et/ou de température. Le gène codant l’Ankyrine est surexprimé à la suite d’une 
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exposition à la CYZ. Comme nous l’avons vu précédemment, l’Ankyrine est impliquée dans la stabilité 

des jonctions neuromusculaires et donc dans la conduction nerveuse déclenchant la contraction 

musculaire (Koch et al. 2008; Mazock et al. 2010). Le dernier gène impacté de cette fonction 

biologique est le canal Na+ que code le gène SCN4A. Ce gène code la protéine SCN4A qui est un canal 

sodium impliqué dans la genèse et la propagation du potentiel d’action dans les neurones et les 

muscles. La mutation de ce gène chez l’Homme entraîne une myotonie (trouble du tonus 

musculaire), une hypokinésie, des paralysies et pourrait augmenter le taux de crise d’épilepsie 

(Mankodi et al. 2015; Bergareche et al. 2015; Zaharieva et al. 2016). La surexpression de ce gène, 

essentiel au bon fonctionnement de la contraction musculaire, suite à l’exposition de la planaire à la 

plus forte concentration de CYZ pourrait entrainer l’augmentation de ces transporteurs dans les 

membranes des synapses neuromusculaires et donc perturber les constantes ioniques de part et 

d’autre de la membrane. Cela suggère donc une altération de la conduction nerveuse et donc une 

inhibition de la mobilité comme nous avons pu le constater lors d’une exposition à 100 µg/L de CYZ. 

L’ensemble de ces gènes touche plusieurs niveaux du système nerveux, tels que le développement, la 

mise en place et le maintien des jonctions neuromusculaires ou encore la propagation de l’influx 

nerveux. La modulation de ces gènes par les psychotropes chez les planaires pourrait impacter les 

fonctions sensorielles et la mobilité de ces organismes. 

vi. Bilan 

Parmi tous ces gènes impactés, on peut conclure que les principales fonctions biologiques 

perturbées par ces 4 médicaments sont le déplacement, la reproduction, la détoxification et le 

système nerveux. De plus, il ressort de cette analyse que 6 gènes sont systématiquement modulés 

par au moins trois médicaments. Parmi ces six gènes, 2 font partie du système de détoxification 

(CYP3A29 et gst), 2 interviennent dans la mobilité (titine et ryr (récepteur à la ryanodine)) et les deux 

derniers font parti du système reproducteur (vtg) et du développement du système nerveux 

(homéobox six). Tous ces gènes répondent de la même manière aux différents médicaments testés 

(sauf vtg pour la CBZ) et feraient donc de bons biomarqueurs d’exposition aux psychotropes chez les 

planaires. 
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BILAN ET PERSPECTIVES 
 

Les résultats obtenus lors de l’exposition des deux organismes aux psychotropes sont très 

intéressants, notamment lorsque l’on compare les deux approches utilisées. La méthode du RNASeq 

en différentiel utilisée sur le R. balthica est très utile lorsque l’on travaille sur des organismes dont 

aucune donnée transcriptomique n’est disponible dans la littérature. Cette méthode permet tout 

d’abord de séquencer et donc d’obtenir le transcriptome de l’organisme étudié. Cependant, on 

relève un taux d’erreur d’assemblage des séquences non négligeable (du à l’absence de génome et 

de transcriptome de référence) qui impacte la qualité d’assemblage des contigs et donc de 

l’annotation fonctionnelle. De plus, nous avons pu constater que l’analyse en différentielle n’est pas 

aussi précise et fiable que l’étude en RT-qPCR que nous avons réalisé. La méthode utilisée pour la 

planaire S. polychroa est bien plus intégrative, elle nous a permis d’obtenir les effets macroscopiques 

des médicaments sur les organismes et de les lier aux effets transcriptomiques (Figure 85).  

Lorsque l’on compare les effets des 4 psychotropes sur le transcriptome des deux organismes 

étudiés, on constate que ces derniers ont peu d’effets en commun. Cela pourrait être dû au fait que 

pour le Radix, nous avons travaillé sur le développement embryonnaire alors que sur la planaire, 

nous avons travaillé sur des organismes adultes. L’unique voie impactée par les molécules étudiées 

(notamment la cyamémazine et la sertraline) chez les deux organismes est la voie de signalisation 

Notch. Ces molécules ciblent soit l’expression des gènes codant les enzymes de maturation du 

domaine Notch intracellulaire (NICD) (Figure 86), soit directement l’expression du gène 

codant Notch. Chez le Radix, nous observons une inhibition par les 4 psychotropes du gène codant 

MEGF-6 impliqué dans la formation des synapses cholinergiques. On pourrait supposer un impact 

potentiel des psychotropes sur la mobilité du Radix, comme nous l’avons observé pour la planaire. 

Pour le Radix, nous avons retrouvé peu de gènes différentiellement exprimés impliqués dans la 

reproduction du mollusque. Nous avons analysé l’effet sur des organismes juvéniles non 

sexuellement matures, à la différence de la planaire, cela n’a donc rien d’étonnant. Les bilans des 

résultats obtenus par les deux méthodes sont représentés sous forme de schéma par les figures 85 et 

86. 

Afin d’améliorer et d’élargir les résultats obtenus sur le Radix, il serait intéressant de mener 

une étude en RT-qPCR ciblant différents pools de gènes représentant des fonctions spécifiques telles 

que la reproduction, la détoxification ou encore la mobilité. De plus, cette étude permettrait 

d’évaluer la répétabilité de cette méthode et de répondre à la suggestion faite en bilan du Chapitre 

4. VI. e. proposant d’utiliser les gènes CYP3A29, gst, titine, ryr, vtg et six ½, en tant que biomarqueurs 

d’exposition à des molécules psychotropes chez les invertébrés d’eau douce. 
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Malgré les nombreux paramètres étudiés à différents niveaux de la planaire et du mollusque, il 

manque toujours l’information des effets des médicaments sur la traduction des ARNm en protéines 

fonctionnelles. C’est pourquoi, afin de compléter les effets déjà montrés, il serait intéressant de 

réaliser une étude en protéogénomique comme décrit par la revue d’Armengaud et al. (2014) des 

effets des médicaments par rapport à un témoin. Cette méthode permettrait d’une part d’améliorer 

grandement l’annotation des séquences obtenues par RNAseq et d’autre part de corriger quelques 

erreurs d’assemblage et de comparer les effets transcriptomiques des médicaments aux effets 

protéomiques. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 85 : Schéma bilan des effets des 4 médicaments sur la planaire S. polychroa. A : Résumé des effets macroscopiques observés, B : Schéma 
des différents systèmes ciblés chez S. polychroa, C : Résumé des différents gènes impactés pour chaque système et pour chaque molécule étudiée, 
D : Chaque graphique représente le nombre de gènes inhibés ou surexprimés par les 4 molécules pour chaque système, GST : Gluthathione-S-
Transférase, Rec. Ryanodine : Récepteur à la ryanodine, Pkα : Protéine kinase α. 
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Figure 86 : Schéma bilan des effets des 4 médicaments sur le gastéropode R. balthica. Les effets des psychotropes sur le développement embryonnaire sont représentés dans la partie A et les effets sur le transcriptome 
impactant plusieurs fonctions moléculaires et principalement la voie de signalisation Notch sont représentés par la partie B. OXZ : Oxazépam, CBZ : Carbamazépine, CYZ : Cyamémazine, SRT : Sertraline, NICD : Domaine 
intracellulaire Notc, J : Jours. 
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Les résultats de notre étude ont montré que les psychotropes pouvaient perturber de 

nombreuses fonctions chez les mollusques et les planaires. De ce fait, il est important de maintenir et 

d’améliorer les méthodes d’évaluation du risque des médicaments sur l’environnement. Aujourd’hui, 

le calcul des PNEC utilise des valeurs de NOEC (concentration la plus forte sans effet observable) 

uniquement obtenues à partir de tests normalisés. Il est à mon sens nécessaire, voire impératif 

d’élargir le calcul des PNEC en utilisant l’ensemble des données de toxicité présentes dans la 

littérature, en incluant les études d’impact génomique, transcriptomique, épigénétique ou encore 

protéomique afin d’améliorer cette évaluation du risque. Cependant, un problème se pose, les tests 

écotoxicologiques pour une molécule sont souvent réalisés sur des organismes phylogénétiquement 

très éloignés les uns des autres. De ce fait, il est difficile d’imaginer que ces organismes répondent 

tous de la même façon à un contaminant donné.  

Afin de répondre à ce problème et à partir des travaux de Mouthon (2001), je propose 

d’appliquer un facteur de correction pour le calcul des PNEC. En effet, Mouthon (2001) a débuté un 

classement de plusieurs taxons de mollusques en fonction de leur tolérance à une pollution 

biodégradable (Figure 87). Ainsi, comme l’a fait Mouthon (2001), la première étape consisterait à 

classer les taxons pour chaque type de pollutions telles que les pollutions aux métaux lourds et 

composés chlorés, aux médicaments, aux composés biodégradables et aux produits de soins 

corporels, à partir des références bibliographiques déjà présentes dans la littérature. Ensuite, il 

faudrait attribuer un facteur de correction pour chaque taxon utilisé en écotoxicologie et pour 

chaque catégorie de pollution. Le facteur serait donc compris entre 0 et 1 pour un taxon plutôt 

résistant à la catégorie de polluants étudiée et supérieur à 1 pour un taxon sensible au polluant 

étudié. Ainsi, lorsque ce facteur serait multiplié par la PNEC, celle-ci serait alors augmentée en cas de 

sensibilité des organismes étudiés aux contaminants et diminuée en cas de résistance.  
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Figure 87 : Échelles de sensibilité aux pollutions des espèces, genres et familles de mollusques définies à partir de la classification 
ascendante hiérarchique. (Les espèces bivalves sont signalées par un +) (Mouthon 2001) 
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Annexe 1 : 

Annexe 1 : Occurrence des médicaments dans les différents compartiments  

Molécules (CAS)  
Entrée de 

STEP (µg/L) 
Sortie de 

STEP (µg/L) 

Eau de 
surface 
(µg/L) 

Références 

            
Analgésiques   
Acide acétyl salicilique     
(50-78-2)   3.2 to 5.0 0.212 to 1.510 0.037 to .0340 

Roig et European Comission 
2010, Pharmaceuticals in 
the environment; Ternes et 
al.., 1999 

            

Codéine (76-57-3)   0.17 to 11.00 0.17 to 8.10 0.019 to 0.094 
Roig et European Comission 
2010 Pharmaceuticals in the 
environment 

            

Diclofénaque (15307-86-5)   0.251 à 28.000 0.028 à 1.844 0.007 à 1.800 

Roig et European Comission 
2010, Pharmaceuticals in 
the environment; Roberts et 
al.., 2006; Heberer, 2002; 
Quintana et al.., 2005; 
Roberts et Thomas, 2005 

            

Diméthylaminophénazone 
(58-15-1)  0.9600 0.0130 0.3400 

Roig et European Comission 
2010, Pharmaceuticals in 
the environment 

            

Fénoprofen (31879-05-7)  ND 0.217 to 0.938 0.0220 
Roig et European Comission 
2010, Pharmaceuticals in 
the environment 

            

Hydrocodone (125-28-1)   0.070 0.012 to 0.033 0.002 to 4.150 
Roig et European Comission 
2010, Pharmaceuticals in 
the environment 

            

Ibuprofène (15687-27-1)   0.58 à 168.00 0.012 to 1.849 0.038 à 6.400 

Roig et European Comission 
2010, Pharmaceuticals in 
the environment ; Budzinski 
et Togola, 2006 ; Roberts et 
al.., 2006 ; Metcalfe et al.., 
1999 ; Quintana et al.., 2005 

            

Indométhacine (53-86-1)  0.640 à 0.950 0.012 à 0.141 0.002 à 0.22 
Roig et European Comission 
2010, Pharmaceuticals in 
the environment 
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Kétoproféne (22071-15-4)  0.190 à 10.800 0.002 à 0.445 0.012 à 0.144 

Roig et European Comission 
2010, Pharmaceuticals in 
the environment ; Budzinski 
et Togola, 2006 ; Quintana 
et al.., 2005 

            

Acide Méclofénamique    
(644-62-2)  ND 0.0840 0.1150 

Roig et European Comission 
2010, Pharmaceuticals in 
the environment 

            

Méfénamique acide             
(61-68-7)  0.005 à 3.200 0.007 à 2.300 0.003 à 0.242 

Roig et European Comission 
2010, Pharmaceuticals in 
the environment ; Tauxe-
Wuersch et al.., 2005 

            

Naproxène (22204 -53-1)  
0.190 à 
611.000 0.043 à 2.616 0.018 à 4.500 

Roig et European Comission 
2010, Pharmaceuticals in 
the environment ; Budzinski 
et Togola, 2006 

            

Paracétamol (103-90-2)  
0.260 à 
246.000 0.041 à 5.704 0.002 à 1.388 

Roig et European Comission 
2010, Pharmaceuticals in 
the environment 

            

Phénazone (60-80-0)  0.4500 0.0880 0.035 à 2.500 
Roig et European Comission 
2010, Pharmaceuticals in 
the environment 

            

Propyphénazone (479-92-
5)  0.250 à 0.850 0.450 à 0.990 0.059 à 0.880 

Roig et European Comission 
2010, Pharmaceuticals in 
the environment 

            

Antiépileptiques 

Carbamazépine (298-46-4)   0.274 à 9.420 0.119 à 2.013 0.043 à 2.500 

Roig et European Comission 
2010, Pharmaceuticals in 
the environment ; Projet 
psycheau n° EST-
2010/2/050, 2014 ; 
Budzinski et Togola, 2006 ; 
Metcalfe et al.., 2003 ; 
Golovko, 2014 

            

Phénytoine (57-41-0)   0.4020 0.036 à 0.287 0.009 à 0.088 
Roig et European Comission 
2010, Pharmaceuticals in 
the environment 

            

Gabapentine (60142-96-3)   ND ND 0.098 
Roig et European Comission 
2010, Pharmaceuticals in 
the environment 
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Pentobarbital (76-74-4)   ND ND 5.400 
Roig et European Comission 
2010, Pharmaceuticals in 
the environment 

            

Phenobarbital (50-06-6)   ND ND 1.500 
Roig et European Comission 
2010, Pharmaceuticals in 
the environment 

            

Anxiolytiques 

Alprazolam (28981-97-7)   ND ND 0.002 
Roig et European Comission 
2010, Pharmaceuticals in 
the environment 

            

Bromazépam ( 1812-30-2)   ND ND 0.134 
Roig et European Comission 
2010, Pharmaceuticals in 
the environment 

            

Diazépam (439-14-5)   0.099 à 5.000 0.004 à 0.660 0.0007 à 0.034 

Roig et European Comission 
2010, Pharmaceuticals in 
the environment ; Van Der 
Hoeven, 2004 ; Projet 
psycheau n° EST-
2010/2/050, 2014 ;  

            

Lorazépam (846-49-1)   0.221 to 0.909 0.4310 0.015 

Roig et European Comission 
2010, Pharmaceuticals in 
the environment ; Projet 
psycheau n° EST-
2010/2/050, 2014 

            

Méprobamate (57-53-4)   1.4400 0.006 à 1.270 0.3060 
Roig et European Comission 
2010, Pharmaceuticals in 
the environment 

            

Nordazépam (1088-11-5)   ND 0.008 0.002 
Roig et European Comission 
2010, Pharmaceuticals in 
the environment 

            

Oxazépam (604-75-1)   0.077 à 3.893 0.094 à 7.044 0.154 à 0.814 

Roig et European Comission 
2010, Pharmaceuticals in 
the environment ; Projet 
psycheau n° EST-
2010/2/050, 2014 ; 
Golovko, 2014 

            

Hydroxyzine (68-88-2)   0.105 0.021 0.0100 
Projet psycheau n° EST-
2010/2/050, 2014 ; Kosonen 
et Kronberg, 2009 
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Antidépresseurs 

Sertraline (79617-96-2)   0.008 à 0.115 0.005 à 0.015 ND 

Projet psycheau n° EST-
2010/2/050, 2014 ; Vasskog 
et al.. 2006 ; Lajeunesse et 
al.., 2008 ; Golovko, 2014 

            

Venlafaxine (93413-69-5)   0.213 à 0.800 0.214 à 2.190 0.045 à 1.310 
Lajeunesse et al.., 2008 ; 
Schultz and Furlong, 2008 ; 
Golovko, 2014 

            

Fluoxétine (54910-89-3)   0.074 0.016 à 0.540 0.3200 

Projet psycheau n° EST-
2010/2/050, 2014 ; Chen et 
al.., 2006 ; Weston et al.., 
2001 

            

Citalopram (59729-33-8)   0.052 à 0.488 0.057 à 10.300 0.001 à 0.011 

Projet psycheau n° EST-
2010/2/050, 2014 ; 
Lajeunesse et al.., 2008 ; 
Schultz et al.., 2010 ; 
Styrishave et al.., 2011 ; 
Golovko, 2014 

            
Neuroleptiques 
            

Cyamémazine ( 3546-03-0)   2.9020 0.323 0.001 Projet psycheau n° EST-
2010/2/050, 2014 

            
Clozapine (5786-21-0)   8.950 14.430 78.330 Matongo et al.. 2015 

ND : Non Disponibles 
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Annexe 3 : Tableau des séquences nucléotidiques des amorces utilisées en RT-qPCR chez le Radix et la planaire 

Amorces planaires 

Déplacement (Planaire) 

Nom du gène N° d'accession N° primer Séquence 

Myosine 2  GBZN01001491.1 Pla_F36 GGTTGGATCGTCATCGTCTT 

 
  Pla_R36 ATGCCACCGCATATTTTCTC 

Titine GBZN01008248.1 Pla_F37 TGATCAGTCGGTGTGCAAAT 

 
  Pla_R37 TAAAAATAGCCCCGTTGTGC 

Dynein GBZN01002589.1 Pla_F38 CGGAAGTCAAGGCTGCTATC 

 
  Pla_R38 CATCAGGCCTGGATTGTTTT 

L-plastin  GBZN01010833.1 Pla_F39 CAATCCATTGGCAAGTCAGA 

 
  Pla_R39 GCGTAAACGTTTGCTCCAAT 

Myosine 11 GBZN01009783.1 Pla_F40 TGCTCAGAAAGTCGCACATC 

 
  Pla_R40 CCAGCCATCGAAACATTCTT 

Calponine GBZN01011862.1 Pla_F41 TCCAACCGGGAATCATTAAG 

 
  Pla_R41 TGTTCGACCAAGTGCAAAAA 

Ankyrin  GBZN01012149.1 Pla_F43 AATGATGCCAATGTTGACCA 

 
  Pla_R43 CACAGCAAGATTTCCCCATT 

Dystrophin : GBZN01002917.1 Pla_F44 GCAAAGATTCCCCGAATACA 

 
  Pla_R44 CGTGCCCATATCGTCTTTTT 

RyR1: GBZN01007355.1 Pla_F45 GTGGCAGGGGTGTTGTAACT 

 
  Pla_R45 CCAAATCGAGAACCGAACAT 

RyR2:  GBZN01014431.1 Pla_F46 TGGATGCTGATGGTAATGGA 

 
  Pla_R46 TTTCCCCGAGATTCGTCATA 

Cholinergic receptor  GBZN01009501.1 Pla_F47 CCCGGGAATGTTTAAGTCAA 

    Pla_R47 CTTTCTGCATTGCCTTTTCC 

Rp1_ACES.1.2 GBZN01005269.1 Pla_F27 TGACCATTTTGCTCGCATTCC 

    Pla_R27 CTGGCAGCCGGATTCAATTT 

Rp1_contig_20905 GBZN01004070.1 Pla_F18 TCCTCGAAGCTCAATTGCTGT 

    Pla_R18 AAAAACGCTGGCAATCGCTG 

Rp1_LOC101861648.2.2 GBZN01015075.1 Pla_F34 CCCCAACGCAATTTGCAAGA 

    Pla_R34 TAACCGGGTTTGCACAGACA 

Daf19  GBZN01009308.1 Pla_F48 GTGTCAGTGGGGTCGGTAGT 
    Pla_R48 CGAGGTAATTGCTGTGCTGA 

Che3 GBZN01002720.1 Pla_F49 ATCTGGAAACGAAACGGTTG 
    Pla_R49 CGAGCTTCGTGTTCTCTTCC 
Dynéine axonémale GBZN01006623.1 Pla_F50 CGAGTCATCTGTGGCATTTG 
    Pla_R50 TCAACTTGTCGACGTTCAGC 
osm6 GBZN01005374.1 Pla_F51 TGAGCTCAAATGCTGTTTGC 
    Pla_R51 GGGTTTCAAATTGCGGAGTA 
Che13 GBZN01001570.1 Pla_F52 CGTCCTCATTTGGACAGGTT 
    Pla_R52 TTAGCCCGTTGATTGATTCC 
Osm5 GBZN01012029.1 Pla_F53 CGAGAAAACAGTGCCAAACA 
    Pla_R53 ATGTTTCGTCCTCGAATTGC 
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FoxP2 GBZN01001521.1 Pla_F54 ATTACCGCCAGTTTCCTGTG 
    Pla_R54 TGTCTGATGGCATTTTTCCA 
TAU GBZN01001514.1 Pla_F55 TCCTTGGTCAACACTCGTCA 
    Pla_R55 TGCCTGAGCTTTTCTGTTGA 
Cathepsine L GBZN01003569.1 Pla_F56 TCATGGCGTCTTAGCAGTTG 
    Pla_R56 GGTGACTGCCATTCAAAGGT 
Dynactine GBZN01000192.1 Pla_F57 AACGGTATTTGCCACTTTGC 
    Pla_R57 TCCCACAACTTGGACAATCA 

Saxo2 GBZN01013636.1 Pla_F58 CATGCATTCAGATGCTCCAT 

    Pla_R58 CAGCCTTCCCTCCTTCTTTT 

Dynein (beta chain) GBZN01002720.1 Pla_F59 ATCTGGAAACGAAACGGTTG 

    Pla_R59 CGAGCTTCGTGTTCTCTTCC 

Cavéoline GBZN01009097.1 Pla_F60 TCCTCACGCTCTCAATTCCT 

    Pla_R60 ACAAAGTCCCATGCAAATCC 
Digestion (Planaire) 
Nom du gène N° d'accession N° primer Séquence 

Gammaglutamyltranspeptidase GBZN01000984.1 Pla_F61 GGATGGAGATGCGGTTTCTA 

 
  Pla_R61 TGGTCTTTGATGCGGTACAA 

Alanine glyoxylate amino 
transferase GBZN01006012.1 Pla_F62 TGACAATTTTTGGGGCTTTC 

 
  Pla_R62 AACAGCACAAGCGAGAGGAT 

Trypsine2 GBZN01013147.1 Pla_F63 AAACCAAGCGGAATTCAAAA 

    Pla_R63 TTCATGGGGCTCAAAACAAT 
Trypsine GBZN01002858.1 Pla_F64 TTTCTGCAGTTCAGCGTGAC 

    Pla_R64 TGGTTGCAGTGATTGCTAGG 
Glutamyl-tRNA(Gln) 
amidotransferase GBZN01011072.1 Pla_F21 CGAAATCTCGGTCGATCGGA 

    Pla_R21 CGGTGGGAGTCAACAACAGA 

Alpha-L-fucosidase GBZN01013010.1 Pla_F14 GCCAATTGCAATGCAGTTCG 

    Pla_R14 GTTCACTCCCTGCCAGTACC 

Carbonyl reductase [NADPH] 1 GBZN01010415.1 Pla_F23 GTGTCCAGTATGTTGAGCCAGA 

    Pla_R23 GCTTGTTTTGGCCAGCCTTT 
Beta-galactosidase-1-like 
protein 2 GBZN01002446.1 Pla_F6 CGGTGGTCTTCCTAGTTGGC 

    Pla_R6 GGCTGTTCCCAAAAGTCCCA 
Amylase / glucosidase GBZN01005699.1 Pla_F65 GCCGACGGGTTTCCTATAAT 

    Pla_R65 CAGTTTCTCCGCTTTTCAGG 
Reproduction (Planaire) 
Nom du gène N° d'accession N° primer Séquence 

Delta  GBZN01002169.1 Pla_F66 CGTTTGCCAGTTTCTTCACA 

    Pla_R66 ACCGTTGAAGCAAGGATTTG 

Furine  GBZN01013041.1 Pla_F67 CTCGTTGTGCTGGAGAAGTG 

    Pla_R67 CAGGTCCCCAACTACCAGAA 

Notch  GBZN01013235.1 Pla_F68 GAGTGGATATGGTGGCTCGT 

    Pla_R68 GTATTGCAGGAATGGGGAAA 

grn GBZN01004689.1  Pla_F70 TCGAACGAAGTGCAAAGAGA 

    Pla_R70 TACTGGCCATTCCATTGGTT 
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msy4  GBZN01008802.1 Pla_F71 TCCTCGAAAATCCGTTGAAG 

    Pla_R71 CAACTCCACGTCCCATACCT 

pka  GBZN01012671.1  Pla_F72 AGAGCAGCGACAATCCAAAC 

    Pla_R72 TGCGTCAGCGATATTCATTC 

tsp_1  GBZN01001493.1 Pla_F73 CAATGCTGTGGAGTCAATGG 

    Pla_R73 AAGTAGCGCCACTCCAGCTA 

thmg_1 GBZN01002043.1 Pla_F74 GTGGAAGGAAATGTCGCCTA 

    Pla_R74 AAAATGCTGTCCATGCACCT 

pde GBZN01006787.1 Pla_F75 CTCCTTCGTCAGACCTCCAG 

    Pla_R75 GCCGGTTGGTAAAGTTGAGA 

plastin GBZN01002831.1  Pla_F76 CGAGTGTTCATTGAGCCAGA 

    Pla_R76 ACTCCCATCGAATTCATCCA 

tkn-1 GBZN01008862.1  Pla_F77 CCGACGAAGAATTAGCGAAG 

    Pla_R77 ACATTCGGTCGTCCTTTACG 

tkn-2 GBZN01002284.1 Pla_F78 GCGAATGGTTTTCTGATGCT 

    Pla_R78 TTCCCTCCATCGTCGAATAA 

tkn-3 GBZN01007694.1 Pla_F79 AAATGGGCTGAAGTCAATGC 

    Pla_R79 TGCAAACGAGTTTGAGCAAC 

pp2  GBZN01014302.1  Pla_F80 CAATCGATCCCCTCAGTGAT 

    Pla_R80 TACTGGCTGGTGGAAGTGTG 

tplh  GBZN01010670.1  Pla_F81 ACATGGGGTCCGATACAAAG 

    Pla_R81 TCAATCTTGGTGGCAATTCA 

Vitellogenin GBZN01000803.1 Pla_F82 TGGATCAGATGGGGGAATAA 

    Pla_R82 TCTTTGCCAAAAAGGGCTAA 

Panthotenate kinase GBZN01010715.1 Pla_F83 AGGCATGGCTCAAACAAATC 

    Pla_R83 TTTGCGTGCCTCTGTATCAC 
Détoxification (Planaire) 
Nom du gène N° d'accession N° primer Séquence 

Cytochrome P450 49A1 GBZN01008497.1 Pla_F84 GCCCTCTGGTAAAATCATGG 

    Pla_R84 ATTGCTGACCAATGCTTTCC 

MRP1/2  GBZN01006843.1 Pla_F9 GTTTTTACGGATTCGGAGCA 

    Pla_R9 CGAGTCCCGATAGCCAAGTA 

cytochrome P450 3A5 GBZN01003456.1 Pla_F85 CCATGTTTGGAATGCACATC 

    Pla_R85 AAAAGTAGCACGGCCAAAAA 

cytochrome P450 2G1 (EROD) GBZN01014641.1 Pla_F86 TCCCAATTTTTGGCATTCTC 

    Pla_R86 GCCAGCGTCCTGAAAAATTA 

cytochrome P450 3A29 GBZN01008993.1 Pla_F35 ACGAAACTACCGCGACTTCA 

    Pla_R35 GGGACGCTGGAGGACAAATT 

GST GBZN01008988.1 Pla_F87 AAGAGCCATTGGCCAAATTA 

    Pla_R87 CTCTCCAGCGAAAAATCCTG 

CAT GBZN01002816.1 Pla_F88 TCGACAATTGTGCCAAAAAG 

    Pla_R88 CAAATGGCTGGTTAGGTTGG 

SOD GBZN01014938.1 Pla_F89 GCTGATGCCAGTGGAAAAGT 
    Pla_R89 TCCAACTACTCCGCATGCTA 

Eya GBZN01011554.1 Pla_F91 TGCAACGGTAATTCGGAAAC 
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    Pla_R91 ACTGCCGTTGAAGCATCTTT 

Rootletin GBZN01009041.1 Pla_F92 CTGAGGAAGCCAAGGATCAC 

    Pla_R92 TGTTTGGAATCCCCTAGCTG 

Smed_cubilin GBZN01014042.1 Pla_F93 TCATTCAGATGCGTTTGCTC 

    Pla_R93 TGGGTCTAAGGACCATCCAG 

Smed_Plastin GBZN01010833.1 Pla_F94 CAATCCATTGGCAAGTCAGA 

    Pla_R94 GCGTAAACGTTTGCTCCAAT 

Smed_Alkaline phosphatase_1 GBZN01008839.1 Pla_F95 TATGGACGCCACCGTAAAAT 

    Pla_R95 AACTTCTGGATGGCGTTGAG 

Smed_Carbonic_Anhydrase GBZN01004159.1 Pla_F97 TGATCATTCTGCGGAACAAA 

    Pla_R97 CGGCCAGGTTTTACCATTTA 

Smed_HCO3-_transporter GBZN01010710.1 Pla_F98 CACCTAAGAGTGGGCCGATA 

    Pla_R98 GGATCAGCATGGCTTTCTTC 

Smed_Na+/H+_exchanger GBZN01002666.1  Pla_F99 CCGGTCAATTTATCGGTCAC 

    Pla_R99 TCCATCTGCATCGATAATCA 

Smed_Na+/Ca2+_exchanger GBZN01001122.1 Pla_F100 ACTGTCAGCCCAGGAGAAAA 

    Pla_R100 ACAATGCACACCCAAAATGA 

Smed_Na+/K+/Ca2+ GBZN01000322.1 Pla_F101 TTTGCAGGGAGTCAACCTCT 

    Pla_R101 CATTGGATTCATTCGGACAA 

Alakaline Phosphatase 2 GBZN01006263.1 Pla_F102 GGAAAGTTGATGCAAAGGAAA 

    Pla_R102 TGTCAATTTTCCCTCCTTCG 

KCNE2 GBZN01012443.1 Pla_F104 CGCAACCAACAAACTCAGAA 

    Pla_R104 TGTTTTCGGACGGGTAACTC 
Système nerveux (Planaire) 
Nom du gène N° d'accession N° primer Séquence 
Sphyngomyelinase 
phosphodiesterase GBZN01000533.1 Pla_F105 TCGAGCCCGTAAATGGTAAC 

    Pla_R105 GTAACGGATTTGGCGTAGGA 

Synaptotagmin I GBZN01012474.1 Pla_F106 ACGAGATGCCATTGGAGAAG 

    Pla_R106 GAATGATCCGATCCGTGAGT 

Otoferlin GBZN01013867.1 Pla_F107 ATCGGTTCAGACGAATCTGG 

    Pla_R107 AGCACTGGCGGATTAGACAT 

SCN4A GBZN01001217.1 Pla_F103 CGCAAGAAGAAGTCGGGATA 

    Pla_R103 GGCAAGTCAAAGGAAACCAA 

Six_1/2 GBZN01002787.1 Pla_F96 CGCCTCAAAGTTCTCCGTTA 

    Pla_R96 AAAACCGGGCTAAACGATCT 

POU class 3  GBZN01013546.1 Pla_F90 GGCTACACTCAAGCCGATGT 

 
  Pla_R90 ATTTGTCGGCGATTCTGAAC 

Presiniline  GBZN01005800.1 Pla_F69 GGTAGGGATGTTCCTCACCA 

    Pla_R69 TGATGGATGCAGAGAGGATG 

Génes de référence (Planaire) 

Nom du gène N° d'accession N° primer Séquence 

Aconitase GBZN01003064.1 Aco_F1 ATTAGTGCCGCTGGAAAATG 

    Aco_R1 AACCCAAGAGATCCCTGCTT 

CoxIV GBZN01003284.1 Cox_F2 GGGAACACCTGAATGGTTGT 
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    Cox_R2 ACGCCAGTTATAGGCTCGAA 

Ef1A GBZN01008339.1 Ef1A_F2 ATCACCGGAACATCTCAAGC 

    Ef1A_R2 TGTATGGTGGTTCGGTTGAA 

Fumarase GBZN01013562.1 Fum_F1 GTTCTTCCCGGTTGTCAAGA 

    Fum_R1 GCCGGTATTCTGCTCATTGT 

Plscr1 GBZN01001078.1 Plscr_F2 AGCTGCCTCGAACCAAGTTA 

    Plscr_R2 GAACAAATCCCGACCACTGT 

RPL13 GBZN01001828.1 Rpl_F2 AGGATTGGCAAAAGATGGTG 

    Rpl_R2 CCTCTGCCTAAACGCAATTT 

Succinate deshydrogénase GBZN01008532.1 Succi_F1 TTAGCAACGGGAGGTTATGG 

    Succi_R1 ACCTCGGCAACCTTCAGTAA 

        
Amorces Radix 

Nom du gène N° d'accession N° primer Séquence 

  Rp1_ACES.1.2 F  1  ATAGAGACAGCCCGGGAGTT 

    R  1 GGGTCCGTTGTGAGGAAGTA 

  Rp1_CBR1 F  2 TGACTATGGCGAAACCAATG 

    R  2 AGGCCTACGGACGACTGTTA 

  Rp1_contig_00864 (Ref RPL18) F  3 GACCCTTTGGTGAACGAAGA 

    R 3 CAAGGCCGTGAAGACAAGAT 

  Rp1_contig_01011 F 4 AAAAGACACGCACGCACAC 

    R 4 GTAGGAGCGTACGCCAACTT 

  Rp1_contig_01288 F 5 CTCCGGGTTATTCCAGTGA 

    R 5 GAGGTCCCTAGCCAGTCTCC 

  Rp1_contig_01695 F 6 AATGTTGCCAGGGTTATTGC 

    R 6 CTGACAAATGGCTCCGTCTT 

  Rp1_contig_01993 F 7 GTGCCTTCAGGGGACTGTAA 

    R 7 AATCTTTGTGCAGCCGATC 

  Rp1_contig_02631 F 8 TAAAGCAAGGCTCCCAGTGT 

    R 8 GCGTCGTAAACGGACTGAT 

  Rp1_contig_04548 F 9 CAGTCCAGTGCCACCAGTAA 

    R 9 TTGTCAATGAGCCCTTCTCA 

  Rp1_contig_05517 F 11 TGGAAGGGCTGTTAGGACT 

    R 11 GTTGCAGGAGCATGTCAGAG 

  Rp1_contig_05989 F 12 GGCCCTCAGAGAAACATCAA 

    R 12 ATGGCTAATGCAAAGGCATC 

  Rp1_contig_07923 F 13 TGATTCACTGATCCCATCCA 

    R 13 GCTGCGAGGGTCTCTACATC 

  Rp1_contig_09129 F 14 GGCCTAGTGCCTTACACTGG 

    R 14 GCGTCAAGCTGTTTGCTGTA 

  Rp1_contig_09264 F 15 TCAGGTGGTTCATGTTGACG 

    R 15 CTGATCGCGTAAGCTTGGAT 

  Rp1_contig_11706 (Ref Cortactin) F 16 CGGAAGGATGAAGGAAATGA 

    R 16 CCACCACCATTATGCCATGT 

  Rp1_contig_12968 F 17 TTGCTTCTTAGTTATGTCCATCAG 

    R 17 TGAAGCCAAGACTTCAAATTCA 
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  Rp1_contig_13152 F 19 TGAAATCCCTTGTTCAGAATGA 

    R 19 GCATGCGTTTGATCTTGATG 

  Rp1_contig_13618 F 20 CCCGAATGAGAGTGTCATC 

    R 20 CACCTCTGAGCACGTAGTCG 

  Rp1_contig_13954 F 21 TGCCACAAGGGACACAACTA 

    R 21 TTGGATGTGGAGCAAATGAG 

  Rp1_contig_16156 F 22 GCCGTGCACAAAATATCTGA 

    R 22 TCCTCGTCAACCAAACCTTC 

  Rp1_contig_16538 F 23 ATCACAGGGGCGTGTAACTC 

    R 23 TCAGAAATGCCACACTCAGC 

  Rp1_contig_19175 F 24 CGGGAAAGCAATAAGAGCTG 

    R 24 CTGGATAGCCACCTTGTGCT 

  Rp1_contig_20905 F 25 ACAAGCCGGTGTAGGAGATG 

    R 25 CAACACGGAGGAACTCCATT 

  Rp1_contig_22081 F 26 CACACTTTGCTGGGTGTGTC 

    R 26 ACACCCGTGAATCCTATCCA 

  Rp1_contig_22910 F 27 AGGTGTGTGGTTGGGATCAT 

    R 27 TTCACCATCCTGGGATCAAT 

  Rp1_contig_24357 F 28 TTGGCCTGCCTAGTGTTGAT 

    R 28 CACAAGCCTCGACCTGAGA 

  Rp1_contig_24867 F 29 GCAGAGCAGGAGACGAAAAC 

    R 29 AATGTTAGGCTACGGCGATG 

  Rp1_contig_25496 F 30 TCCAATGCAATCGTCAATGT 

    R 30 GTTTGAGTTCAACGGGCAGT 

  Rp1_contig_28236 F 31 GTATTGGTGGTGGGGGATTT 

    R 31 ATGGGACGATTCTCTCATGC 

  Rp1_contig_29006 F 32 CTTTGGTGCCATTGATGATG 

    R 32 AGTGGGCCGTGATTGAAATA 

  Rp1_contig_31128 F 33 TGGGTTAATTACAGCCATTGA 

    R 33 AGGGGTTATCACTCCTTATTATCA 

  Rp1_contig_33362 F 34 CTCTGGCCAGCGTTAGTTTC 

    R 34 GGCAATAGTCCGGAGTCAAG 

  Rp1_contig_33519 F 35 GAAGCCTCGGTCACTCCATA 

    R 35 TGCATTTCACAGGCGTCTAA 

  Rp1_contig_33698 F 36 GGCAGACATCAAAGCTGACA 

    R 36 GACGGAGCAAACACTGTGAA 

  Rp1_contig_34586 F 37 CACAACAAATCAGTTAAGCTTCTG 

    R 37 GGAAGCACTCAGTTCACACCT 

  Rp1_contig_35127 F 38 AGGGGCAAGAGAGGGAATTA 

    R 38 TCACAATCTCAACCCGACAA 

  Rp1_contig_36971 F 39 ACCCGGTTAAGAAGGAGGAA 

    R 39 CCACGGTGACCTTGAGAAAT 

  Rp1_contig_36978 F 40 GCAGAAGCAGATCAGGCATT 

    R 40 ACTTCATATGCAGCCCTTGC 

  Rp1_contig_37899 F 41 GCCAAGGTAGTTGACGGAAA 

    R 41 CGTCATGTATGGCAATTTCG 
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  Rp1_contig_38047 F 42 TCGGATCAATGGGAGGAATA 

    R 42 ATGGCTCAGCTGTGACTGTG 

  Rp1_contig_38610 F 43 AGGTGAAGGTCGATGGTGAC 

    R 43 CGCTGTTGATAAAACGCTGA 

  Rp1_contig_41364 F 44 ATGCGAAGCTTCTTTCCTGA 

    R 44 TCTTTGCCCCTACCAATGAC 

  Rp1_Fbn1.1.2 F 45 ACTGTGTCAATGGCGTGTGT 

    R 45 GCCGTACTGACCAGACACCT 

  Rp1_LOC100208653.1.2 F 47 AACAGCTGTGGCTGTAGAAGA 

    R 47 GCCACGGCTAATCTTGTTGT 

  Rp1_LOC100533548 F 48 GCATAAGCCAAACTTTCCTGA 

    R 48 GAGGGAGGATAGCATGAAAGAG 

  Rp1_LOC101732139.2.2 F 49 AGGAGGTCATACCCGGAAAA 

    R 49 CTTGAGGATTGGTCGGTTG 

  Rp1_LOC101844963 F 50 GATGGCATGGCACCTATCTT 

    R 50 CAAACGTCGTCAGGCTATCA 

  Rp1_LOC101845316.7.8 F 51 CCTGGCTACCCTTGTGGTAA 

    R 51 ATCCGGTCAACGTTTCAGAG 

  Rp1_LOC101845447 F 52 GAGTTTGCACGAGTCACCAA 

    R 52 ACCACTCCCGTCATGTTGAT 

  Rp1_LOC101846931 F 53 TCTTGATCCTTGCTGCCTTT 

    R 53 CAGCAGTTGGCATAAGACGA 

  Rp1_LOC101849024.2.2 F 54 GACATTTGCTCCACCCAGTT 

    R 54 TCCACAAGAAGGTCCTCACC 

  Rp1_LOC101849380 F 55 AATCCGGGGAATTCCAATAG 

    R 55 GCCTGCTGTACGTCCTCAA 

  Rp1_LOC101849541.1.7 F 56 GGCCCTCAGAGAAACATCAA 

    R 56 ATGGCTAATGCAAAGGCATC 

  Rp1_LOC101849541.2.7 F 57 ATCAGAGGCTTACGGTGGAA 

    R 57 TCAAGAAATCCATTGCCACA 

  Rp1_LOC101849541.7.7 F 58 GATTTTTGCCACAGCCATTT 

    R 58 TGAGCTGCAGACTTGGTACG 

  Rp1_LOC101850460 (Ref EF1A) F 59 CCTGGACACAGGGACTTCAT 

    R 59 TTGACGCCTATGATGAGCTG 

  Rp1_LOC101852369.1.2 F 60 GGTTGTTGCTTGCCTTCAGT 

    R 60 GGCCATAGAGGACATCCAGA 

  Rp1_LOC101853280.2.2 F 61 GGTTTTCGACTGCAAAGAGG 

    R 61 TTGTTCTCCAACAGCGTCAC 

  Rp1_LOC101853696 F 62 AGGAGGATGATGCTGATTGG 

    R 62 AGGGGCAATTACATCTTTGG 

  Rp1_LOC101853823 F 63 GATAACGAGGGCATCCTTGA 

    R 63 CGCCGTCTGATATCCTTGAT 

  Rp1_LOC101855107.1.4 F 64 GGCTTACACACTGGCTGGAT 

    R 64 CCGTGTAAACCTGGAATGCT 

  Rp1_LOC101855193.1.2 F 65 CAAGAGGCCTTGGTGTTGTT 

    R 65 CTACCCATGCAAGGAAGGAA 
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  Rp1_LOC101855193.2.2 F 66 GTGAATGCGGAGGGAAACTA 

    R 66 GCCCAGCCAAAAACAAAGTA 

  Rp1_LOC101855555.1.3 F 67 CTCACAATCCTGGTGTCGTG 

    R 67 TGCTGCTTTACATGCTTTGG 

  Rp1_LOC101855914 F 68 TGCAACAGTCCAAGACATGC 

    R 68 TGACTCATCAAGGGCAACAC 

  Rp1_LOC101856763 F 69 AGACGAGTTCTCAGGGTCCA 

    R 69 TTGCTCTGGATGTTGCAGTC 

  Rp1_LOC101857002 F 70 GTTTATGATGGGCAGGATCG 

    R 70 CAGAGCTGGCCAAAACCTAC 

  Rp1_LOC101858677 F 71 TTAGCAGTGGCATTGGACAG 

    R 71 AGGGTGGTATGGGAGGTGTT 

  Rp1_LOC101859054 F 72 GCCTGCAAAGATCTCAAACC 

    R 72 CAGTCGTGGGGTTGAATACC 

  Rp1_LOC101859258.1.3 F 73 GGTAAGCCCTCACTGTCAGC 

    R 73 ACCAATATCCCCATCAGTGG 

  Rp1_LOC101859955.2.2 F 74 CCAATGCAAACAGAGACCAA 

    R 74 CGACTTCTGCACCCTCCTAC 

  Rp1_LOC101860152.2.3 F 75 CCAGGAGACCCGAACTTACA 

    R 75 AAAGCCAAATGGCAGAAATG 

  Rp1_LOC101860999.31.45 F 76 TCTCGAACAATGCCTCACA 

    R 76 CCCTGGGCTATGATAACGAA 

  Rp1_LOC101861648.2.2 F 77 AGAGCAATGCACGACTTCCT 

    R 77 AACCATTGAAGGAGCAGGTG 

  Rp1_LOC101862413.2.3 F 78 GTACCCGGACCTCTTTGACA 

    R 78 ATCCGTCAGGTAGTCCCACA 

  Rp1_LOC101862537 F 79 CCGAGTCAAAGATTCCCTTC 

    R 79 TTTGTGGGGTTCAATTTCGT 

  Rp1_LOC101863302 F 80 GGTTTTCGACTGCAAAGAGG 

    R 80 TTGCTCTCCAACAACGTCAC 

  Rp1_LOC101863471.1.9 F 81 CCGCTGTCATCAATGTGTTT 

    R 81 TCAAACTGCTTGGTGTACTGAA 

  Rp1_LOC101863642.4.7 F 82 CCTTGTGCGAACACCACTAC 

    R 82 CCGCCTTTACATTTGGCTTA 

  Rp1_LOC102014543.2.4 F 83 TCATTTGAGGGTTGCTATTCTT 

    R 83 AATTTGTCAAACCTTGGCTCA 

  Rp1_LOC102304721.1.2 F 84 TTGTGTGTGAGACATCTATAGTGAAAA 

    R 84 AAAAACGTACTTTATTCCAAAGGAAA 

  Rp1_LOC373215 F 85 AACAGGTTTCTGTGCCCAAC 

    R 85 GGCCACTCTCCAATGACAAT 

  Rp1_LOC763190 F 86 TGCCCTGAGTCATTCAAGTG 

    R 86 AATCATGCAGGCCAGGTTAC 

  Rp1_MEGF6.8.16 F 87 ACGCTGTAGATGGGAACACC 

    R 87 AAACCGTTCAGTCGTTTTGG 

  Rp1_MORC4.2.2 F 88 CTGAGGAATCAGGGTTGGAA 

    R 88 TTTGGCTTTGTGTCCTCTGA 
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  Rp1_MUA3 F 89 CATTGTTACACAGGGCGTTG 

    R 89 AGTGCACAGGTGTTGGTCAG 

  Rp1_SMPD1 F 91 TACCCAACAAGCCCGTCTAC 

    R 91 GAGTACACGCCACAGCGTAA 

  Rp1_TBB ref2 F 92 CGAGACCTACTGCATCGACA 

    R 92 ATGTTGACTGCCAGCTTCCT 

  Rp1_Notch F93 GTCACCGTCACCTCCTTCAG 

    R93 CATCATCCCCACTTGGCCTT 
  Rp1_contig_08568 F94 TGCACCATTGGTATAGCCCC 
    R94 GGCCAACTTTCCAGGACCAT 

  Rp1_contig_19175 F95 CAACCACCACACGGAGTCAT 

    R95 GCTGGAAGGAAGGCAGTTCT 

  Rp1_LOC100533344 F96 AGGACTTCCTGCAGGACTCA 

    R96 TGGCAGTACTGGTGGTTCAC 

  Rp1_LOC100880535 F97 TCACACGGGTTCTCATTGCA 

    R97 GGCTACGAGTGTATCTGCCC 

  Rp1_LOC101859591 (Ref Fumarase) F98 CGGGCTGGGAGAATTGACTT 

    R98 GCAGGACGTTGCTGACAATC 

  Rp1_contig_04345 (Ref Aconitase) F99 GCACTTGAGTTCCCAGGGAA 

    R99 ACCTGGCAGTGGCATAATCC 
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Annexe 4 : 

Table S1 Fold change of all differential expressed contigs from R. balthica under oxazepam exposure 

Down-regulated (Control VS T.A) 

Contig Name Best hit accession Best Hit Description Fold 
Change 

  
Rp1_contig_34053     0.051 

Rp1_MORC4.2.2 XP_003317669 
PREDICTED: MORC family CW-type zinc finger protein 4, partial [Pan 

troglodytes] 0.058 

Rp1_LOC101853696 XP_005098306 PREDICTED: Dentin sialophosphoprotein-like [Aplysia californica] 0.077 
Rp1_contig_34046     0.085 
Rp1_contig_33359     0.095 
Rp1_CBR1 XP_003763459 PREDICTED: Carbonyl reductase [NADPH] 1 [Sarcophilus harrisii] 0.105 
Rp1_contig_32770     0.111 
Rp1_contig_03651     0.111 
Rp1_contig_04231     0.119 
Rp1_contig_32512     0.168 
Rp1_contig_39289     0.204 
Rp1_contig_05053     0.220 
Rp1_contig_05989     0.272 
Rp1_LOC101849541.1.7 XP_005099982 PREDICTED: ADAM 17-like protease-like [Aplysia californica] 0.285 
Rp1_contig_31386     0.291 
Rp1_LOC100533548 XP_005111242 PREDICTED: ADAM10 [Aplysia californica] 0.292 
Rp1_contig_37628     0.300 
Rp1_LOC101849541.2.7 XP_005099982 PREDICTED: ADAM 17-like protease-like [Aplysia californica] 0.307 
Rp1_contig_31601     0.318 
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Rp1_LOC101849541.7.7 XP_005099982 PREDICTED: ADAM 17-like protease-like [Aplysia californica] 0.328 
Rp1_contig_27065     0.328 
Rp1_contig_37418     0.331 
Rp1_LOC101863642.4.7 XP_005112974 PREDICTED: Uncharacterized protein LOC101863642 [Aplysia californica] 0.337 
Rp1_contig_42125     0.341 
Rp1_contig_05722     0.356 
Rp1_LOC101859258.1.3 XP_005102942 PREDICTED: Protocadherin Fat 4-like [Aplysia californica] 0.358 
Rp1_contig_20168     0.375 
Rp1_contig_38788     0.382 
Rp1_contig_39403     0.382 
Rp1_contig_04548 ES572906.p.ls.1   0.394 

Rp1_LOC101848170.2.2 XP_005091177 
PREDICTED: Translation factor GUF1, mitochondrial-like [Aplysia 

californica] 0.403 

Rp1_LOC102304721.1.2 XP_005916073 
PREDICTED: Probable E3 ubiquitin-protein ligase DTX2-like isoform X2 

[Haplochromis burtoni] 0.406 

Rp1_contig_36759     0.423 
Rp1_contig_38610 E6ZJA8 Uncharacterised Beta-ketoacyl synthase [Dicentrarchus labrax]  0.436 
Rp1_contig_32182     0.444 

Rp1_LOC101863302 XP_005110056 
PREDICTED: Uncharacterized protein LOC101863302 isoform X4 [Aplysia 

californica] 0.460 

Rp1_contig_19175 BGLTMP011053-PA Hypothetical protein 0.466 
Rp1_contig_37899 GW7IPVU01C47HR.p.ls.1   0.480 
Rp1_contig_10825     0.482 
Rp1_contig_39832     0.496 
Rp1_contig_36440     0.517 
Rp1_contig_35106     0.539 
Rp1_contig_33519 BGLTMP011029-PA Hypothetical protein 0.549 
Rp1_LOC101857002 XP_005091492 PREDICTED: Uncharacterized protein LOC101857002 isoform X1 [Aplysia 0.551 
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californica] 
Rp1_contig_03659 ES571700.p.ls.1   0.553 
Rp1_contig_35127     0.560 
Rp1_contig_36599     0.564 

Rp1_MUA3 P34576 
MUA3_CAEEL Transmembrane cell adhesion receptor mua-3 OS 

[Caenorhabditis elegans]  0.565 

Rp1_contig_00416     0.590 
Rp1_contig_40203     0.605 
Rp1_LOC101861648.2.2 XP_005093946 PREDICTED: Fibrillin-1-like, partial [Aplysia californica] 0.609 
Rp1_contig_40932     0.613 
Rp1_contig_31128     0.613 
Rp1_LOC101860152.2.3 XP_005093674 PREDICTED: Cytochrome P450 3A29-like [Aplysia californica] 0.617 
Rp1_contig_17510     0.622 
Rp1_contig_01813     0.628 
Rp1_contig_40371     0.634 
Rp1_contig_38845 GW7IPVU01AI3MF.p.ls.1   0.638 

Rp1_LOC101858677 XP_005089513 
PREDICTED: Pyridine nucleotide-disulfide oxidoreductase domain-

containing protein 2-like isoform X2 [Aplysia californica] 0.642 

Rp1_contig_01695 K1PY10 
Uncharacterised Putative L-threonine 3-dehydrogenase [Crassostrea 

gigas] 0.646 

Rp1_contig_41364 K1R2K2 Uncharacterised Periostin [Crassostrea gigas] 0.647 
Rp1_SMPD1 XP_006203669 PREDICTED: Sphingomyelin phosphodiesterase [Vicugna pacos] 0.657 
Rp1_contig_02631 BGLTMP009382-PA Hypothetical protein 0.659 
Rp1_contig_39999 GW7IPVU01ARYHJ.p.ls.1   0.668 
Rp1_contig_41387     0.671 

Rp1_MEGF6.8.16 Q80V70 
MOUSE Multiple epidermal growth factor-like domains protein 6 OS [Mus 

musculus] 0.671 

Rp1_contig_41866     0.672 
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Rp1_contig_06284 ES573302.p.ls.1   0.679 
Rp1_contig_37696     0.679 
Rp1_contig_35921     0.681 
Rp1_contig_33698 EKC35365 EKC35365 Description : Periostin 0.682 

Rp1_LOC101849024.2.2 XP_005091185 
PREDICTED: Pericentriolar material 1 protein-like isoform X5 [Aplysia 

californica] 0.686 

Rp1_contig_42036 
GW7IPVU01BVWB6.p.ls.

1   0.695 

Rp1_contig_31587 GW7IPVU01A1Z4Z.p.ls.1   0.697 

Rp1_LOC101845316.7.8 XP_005096296 
PREDICTED: Multidrug resistance-associated protein 1-like isoform X1 

[Aplysia californica] 0.697 

Rp1_LOC101852369.1.2 XP_005089594 
PREDICTED: Dedicator of cytokinesis protein 7-like isoform X6 [Aplysia 

californica] 0.702 

Rp1_contig_02702 BGLTMP003797-PA Hypothetical protein 0.713 
Rp1_contig_01196     0.718 
Rp1_contig_13954 K1Q965 Uncharacterised Protein NEF1 [Crassostrea gigas] 0.720 
Rp1_LOC101853823 XP_005110352 PREDICTED: Beta-galactosidase-1-like protein 2-like [Aplysia californica] 0.728 
Rp1_contig_36971 XP_005106678.1 PREDICTED: glutathione S-transferase 3-like [Aplysia californica] 0.730 
Rp1_LOC101862537 XP_005110307 PREDICTED: Calumenin-like isoform X2 [Aplysia californica] 0.733 
Rp1_contig_36978 A0A0B2V9E1 Uncharacterised Ribonuclease [Toxocara canis] 0.737 
Rp1_contig_38047 K1QC26 Uncharacterised Plasma alpha-L-fucosidase  [Crassostrea gigas] 0.745 
Rp1_contig_07923     0.757 

  

Up-Regulated (Control VS T.A) 

Contig Name Best hit accession Best Hit Description Fold 
Change 
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Rp1_contig_36516 BGLTMP008682-PA Hypothetical protein 1.366 
Rp1_contig_03501     1.407 
Rp1_contig_24277     1.439 
Rp1_LOC101739898 XP_004933588 PREDICTED: Uncharacterized protein LOC101739898 [Bombyx mori] 1.447 
Rp1_LOC101859955.2.2 XP_005103957 PREDICTED: Ganglioside GM2 activator-like [Aplysia californica] 1.454 
Rp1_contig_06333     1.458 

Rp1_contig_12968 EKC33205 
Uncharacterised receptor-type tyrosine-protein phosphatase T 

[Crassostrea gigas] 1.459 

Rp1_contig_13083     1.476 

Rp1_LOC101856763 XP_005088876 
PREDICTED: Puromycin-sensitive aminopeptidase-like isoform X2 [Aplysia 

californica] 1.507 

Rp1_contig_19538     1.544 
Rp1_contig_09129 EKC22995 EKC22995 Description : Amidase 1.545 
Rp1_contig_19881     1.610 
Rp1_contig_10965     1.611 
Rp1_contig_39346     1.635 

Rp1_LOC101855555.1.3 XP_005096347 
PREDICTED: Centrosomal protein POC5-like isoform X3 [Aplysia 

californica] 1.636 

Rp1_contig_05619     1.637 
Rp1_contig_30150     1.648 
Rp1_contig_20905 LotgiP221019   1.654 
Rp1_contig_19882     1.657 
Rp1_contig_25496 ES573003.p.ls.1   1.659 
Rp1_contig_17309     1.673 

Rp1_contig_29414 BGLTMP000184-PA 
Hypothetical protein|protein_coding|LG12_random_Scaffold280:12803-

21209:1|gene:BGLTMP000184 1.704 

Rp1_contig_41404     1.704 
Rp1_contig_25411     1.705 
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Rp1_contig_05779     1.715 
Rp1_LOC101860999.31.45 XP_005107325 PREDICTED: Uncharacterized protein LOC101860999 [Aplysia californica] 1.735 
Rp1_contig_01936     1.772 
Rp1_contig_01861     1.775 
Rp1_contig_29618     1.778 
Rp1_LOC101853280.2.2 XP_005112645 PREDICTED: Uncharacterized protein LOC101853280 [Aplysia californica] 1.784 
Rp1_contig_22484     1.828 
Rp1_contig_30335     1.838 
Rp1_contig_22910 GW7IPVU01C38UP.p.ls.1   1.843 
Rp1_contig_39320     1.848 
Rp1_contig_19848     1.865 
Rp1_contig_32731     1.886 
Rp1_contig_21747     1.938 
Rp1_contig_14587     1.986 

Rp1_contig_29006 XP_005301846 
PREDICTED: Lysine-specific demethylase 6A-like isoform X8 [Chrysemys 

picta bellii] 1.999 

Rp1_PFE0815w XP_001351720 tRNA pseudouridine synthase, putative [Plasmodium falciparum 3D7] 2.042 

Rp1_LOC101857261.15.28 XP_005102678 
PREDICTED: Uncharacterized protein LOC101857261 isoform X1 [Aplysia 

californica]  2.066 

Rp1_contig_07361     2.078 
Rp1_contig_23245     2.078 

Rp1_contig_13618 K1QT99 
Uncharacterised Hemagglutinin/amebocyte aggregation factor 

[Crassostrea gigas] 2.236 

Rp1_contig_34417     2.245 
Rp1_contig_24630     2.288 
Rp1_contig_13152 BGLTMP000248-PA Hypothetical protein 2.322 
Rp1_contig_34586 BGLTMP004626-PA Hypothetical protein 2.419 
Rp1_contig_17953     2.449 
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Rp1_contig_22081 CN810345.p.ls.1   2.458 
Rp1_contig_33362     2.615 

Rp1_LOC101732139.2.2 XP_004919413 
PREDICTED: Uncharacterized protein LOC101732139 [Xenopus (Silurana) 

tropicalis] 2.673 

Rp1_contig_25335     2.830 

Rp1_contig_28236 XP_002734505 
PREDICTED: Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1-like 

[Saccoglossus kowalevskii] 2.999 

Rp1_LOC373215 XP_798111 
PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: Deleted in malignant brain tumors 1 

protein [Strongylocentrotus purpuratus] 3.101 

Rp1_contig_23341 LotgiP107859   3.252 
Rp1_contig_05153 BGLTMP007253-PA Hypothetical protein 3.871 
Rp1_contig_30570     4.523 
Rp1_contig_28740     8.173 

  

Up-Regulated (Control VS T.B) 

Contig Name Best hit accession Best Hit Description Fold 
Change 

  
Rp1_contig_20905 K1QXB6 Otopetrin superfamily, PREDICTED: otopetrin-2-like [Aplysia californica] 1.644 
Rp1_contig_33362     2.208 
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