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Etude de la capacité de réponse au stress a I'échelle cellulaire du Cnidaire symbiotique

Anemonia viridis

Au regard du role écologique majeur des Cnidaires symbiotiques dans 1’écosystéme marin
cotier, il est essentiel de développer des approches cellulaires pour évaluer les capacités de résistance
de ces organismes a différents stress. Ainsi, I’objectif de cette thése a été de caractériser la réponse des
cellules d’un Cnidaire symbiotique, ’anémone de mer, Anemonia viridis, & des stress extrinséques liés
a la pression anthropique, et intrinseques liés aux contraintes de la vie en symbiose. En effet, le succes
évolutif de la symbiose chez les Cnidaires est basé sur 1’activité photosynthétique du symbiote (une
microalgue de la famille des Symbiodiniacées), qui présente aussi des contraintes, comme une
exposition journaliere du tissu animal a des conditions pro-oxydantes du fait de la production d’O2 lors
de la photosynthése.

Nous nous sommes d’abord intéressés a la capacité de réponse des cellules en culture
d’A. viridis, a un stress li¢ a la pollution par des produits solaires. Un test innovant d’écotoxicologie
marine in vitro basé sur le suivi de paramétres cellulaires, tels que la viabilité et la croissance, a permis
d’évaluer 1’écotoxicité de plusieurs types de produits solaires, a savoir : 1) des matiéres premieres (e.g.
filtres UV), Avobenzone et Benzophenone-3, présentant des ECso en accord avec la littérature ; 2) des
blocs de formulation et 3) des produits finis présentant une large gamme de réponses, validant la
sensibilité de cette approche pour évaluer la toxicité de produits solaires sur I’écosystéme marin cotier.
Gréce a ce test et en alliant une stratégie préventive d’écoconception au sein de I’entreprise SOFIA
Cosmétique, nous avons participé a la formulation d’une gamme de produits solaires plus
écoresponsables.

Puis, nous avons analysé la capacité d’A. viridis a répondre a des conditions pro-oxydantes
par des approches in vivo et in vitro. Des spécimens entiers et des cultures cellulaires ont été soumis a
200 et 500uM H20 pendant 7 jours, puis nous avons mesuré des paramétres de santé globale (état
symbiotique, viabilité et croissance cellulaire) et des biomarqueurs de stress (capacité antioxydante,
dommages protéiques). A l'échelle de l'organisme entier, les deux concentrations d’H,O, n'ont pas
affecté la survie et les tissus animaux ont montré une grande résistance aux traitements. Aucun
blanchissement n'a été observé chez ces individus symbiotiques, seul le compartiment des symbiotes a
présenté des dommages protéiques oxydatifs aprés une exposition a 500uM H,O,, malgré une
augmentation de la capacité antioxydante globale. L approche in vitro a montré une grande capacité
intrinséque des cellules animales a faire face a des conditions pro-oxydantes, bien que nous ayons
observé des différences de tolérance aux deux traitements a I’H202 : 200uM d'H20- induit une seulement
une diminution de la croissance cellulaire, alors que 500uM d'H,O; induit un état de stress caractérisé
par une diminution de la viabilité cellulaire et un arrét drastique de la croissance cellulaire aprés 7 jours
de traitement.

Enfin, nous avons étudié la sénescence cellulaire induite par ces traitements sur une durée de
1 a 28 jours ou de fagon répétée. Aucun traitement n’a induit de sénescence illustrant une capacité de
résilience remarquable des cellules.

Les travaux menés dans cette these ont ainsi validé 1’utilisation de la culture cellulaire d’un
Cnidaire symbiotigue comme modéle biologique expérimental pour appréhender des questions
fondamentales et appliquées. Ils ont par ailleurs permis 1) le développement d’un projet entrepreneurial
basé sur la commercialisation du test d’écotoxicité marine in vitro et ii) d’ouvrir la voie vers la
caractérisation des mécanismes moléculaires et cellulaires liés a la capacité de résistance des Cnidaires
symbiotiques a un stress oxydant. Ces futures investigations a 1’échelle cellulaire seront des atouts
majeurs pour la compréhension des processus de longévité des Cnidaires.
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Study of the stress response capacity at the cellular level of the symbiotic Cnidaria

Anemonia viridis

The objective of this thesis was to characterize the response of the cells of a symbiotic
Cnidaria, the sea anemone, Anemonia viridis, to extrinsic stresses related to the anthropic pressure of
coastal areas, and intrinsic stresses related to the constraints of living in symbiosis. Indeed, the
evolutionary success of symbiosis in Cnidaria is based on the photosynthetic activity of the symbiont (a
microalga of the Symbiodiniaceae family), which also presents constraints, such as a daily exposure of
the animal tissue to pro-oxidant conditions due to the production of O, during photosynthesis.

We were first interested in the response capacity of cultured A. viridis cells to a stress related
to pollution by solar products. An innovative in vitro marine ecotoxicology assay based on the
monitoring of cell parameters, such as viability and growth, allowed us to evaluate the ecotoxicity of
several types of sunscreen products, namely: 1) raw materials, namely the UV filters Avobenzone and
Benzophenone-3, with ECso values in agreement with the literature; 2) formulation blocks and 3)
finished products with a wide range of responses, validating the sensitivity of this approach to assess
the toxicity of sunscreen products on the coastal marine ecosystem. Thanks to this test and by combining
a preventive strategy of eco-design within the company SO.F.I.A Cosmétiques, we participated in the
formulation of a range of more eco-responsible sunscreen products.

Subsequently, we analyzed the ability of A. viridis to respond to pro-oxidant conditions by in
vivo and in vitro approaches. Whole specimens and cell cultures were subjected to 200 and 500uM H20,
for 7 days, and then we measured global health parameters (symbiotic status, cell viability and growth)
and stress biomarkers (antioxidant capacity, protein damage). At the whole organism level, both H,O,
concentrations did not affect survival and no bleaching was observed. Only the symbiont compartment
exhibited oxidative protein damage after a 7-day exposure to 500uM H,O>, despite an increase in overall
antioxidant capacity. The in vitro approach showed a high intrinsic capacity of animal cells to cope with
pro-oxidative conditions, although we observed differences in tolerance: 200uM H>O; induced only a
decrease in cell growth with complete resilience, whereas 500uM H»O, induced a stress state
characterized by a decrease in cell viability, a drastic arrest of cell growth after 7 days of treatment, and
partial resilience.

Finally, we observed an absence of irreversible senescence phenotype (lysosomal R-
galactosidase activity) in cultured A. viridis cells following continuous (from 24 hours to 28 days) or
repeated H,O; treatments, as well as following resilience periods of several weeks. Similarly, an ionizing
treatment up to 50 Gy did not induce senescence.

During this work, we validated the use of a symbiotic Cnidaria cell culture as an experimental
biological model to address fundamental and applied issues. This work paved the way for i) the
development of an entrepreneurial project based on the commercialization of the in vitro marine
ecotoxicity assay and ii) the characterization of molecular and cellular mechanisms related to the stress
resistance capacity of symbiotic Cnidaria. These future investigations at the cellular scale will be major
assets for the understanding of the longevity processes of Cnidaria.

Keywords

Cell culture ; Oxidative stress ; Symbiosis ; Sunscreens ; Senescence ; Hydrogen peroxide
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PREAMBULE

1. Contexte et objectifs de la these

Cette these est le fruit d’une collaboration entre trois partenaires, un laboratoire de
recherche public, une entreprise privée et une doctorante, par le biais d’un dispositif CIFRE
(convention industrielle de formation par la recherche). Ce dispositif, mis en place par le
ministere de 1I’Enseignement supérieur, de la Recherche et de I’Innovation, permet non
seulement de conduire des recherches sur les sujets traités par le laboratoire, mais également de

contribuer aux processus d’innovation d’une entreprise par I’application de cette recherche.

Ainsi, entreprise SO.F.I.LA Cosmétiques basée a Carros (06) et le laboratoire de
I’IRCAN (Institute of Research on Cancer and Aging of Nice) ont établi un contrat de

collaboration de recherche, sur lequel reposait mon projet de these.

Fondée en 1989 par le Dr Alexandre Dingas, la société SO.F.I.A Cosmétique est
spécialisée dans la sous-traitance de produits cosmétiques, et en particulier dans la formulation
et la fabrication de produits de protection solaire. Equipée d’un laboratoire d’innovation interne,
I’entreprise possede depuis sa création une forte ambition de développement de produits
toujours plus performants et innovants, illustrée par le développement d’actifs cosmétiques

originaux et diversifiés.

Les recherches menées a ’'TRCAN sont quant a elles tournées vers la compréhension
des mécanismes biologiques liés au vieillissement ou aux cancers, avec une attention
particuliére portée sur le réle joué par le stress, qu’il soit lié¢ a I’environnement ou au mode de
vie. Au sein de 1’équipe « Réponse au stress, régéneération et longévité » dirigée par Dr Eric
Rottinger, 1’accent est porté sur 1’étude des capacités remarquables d’animaux marins de la
famille des Cnidaires. Par la compréhension des mécanismes cellulaires, moléculaires et
génétiques impliqués, 1’équipe s’applique ainsi & comprendre les processus soutenant cette

grande capacité de régenération et de résistance aux stress ainsi que leur longévité accrue.

La collaboration entre les partenaires de cette thése CIFRE repose sur deux grands

objectifs liés a I’innovation et a la recherche fondamentale :
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1/ Le développement et la formulation de produits solaires écoresponsables :

Afin de répondre aux attentes des clients et des consommateurs des produits
cosmétiques, la société SO.F.I.LA Cosmétiques s’est donné pour objectif de pouvoir appliquer
I’allégation « formulation respectueuse de 1’océan » en formulant des produits dont les
performances, la tolérance et I’innocuité sont garanties, tout en respectant des principes de
biodégradabilité et de diminution de I’impact sur I’environnement marin. Dans ce cadre, mon
travail s’est porté aussi bien sur les premieres étapes de formulation avec la sélection des
matieres premiéres que sur les tests d’écotoxicité des produits finis qui permettent d’atteindre

1’objectif d’écoresponsabilité visé.

2/ La détermination des mécanismes de résistance au stress et de vieillissement

cellulaire chez les Cnidaires :

Les Cnidaires (e.g. coraux, anémones de mer, méduses...) sont des organismes marins
qui, au regard des propriétés remarquables qu’ils présentent en termes de capacité¢ de
régénération extréme ou de longévité, sont devenus des modeles d’étude attractifs et émergents
pour mieux comprendre et appréhender des processus biologiques tels que le vieillissement.
Grace a ces nouveaux modeles, on peut envisager d’établir un lien entre les capacités de
régénération, la résistance au stress, et les mécanismes de vieillissement. Le second objectif de
la thése a ainsi été d’investiguer les impacts de conditions liés au stress sur 1’homéostasie

cellulaire d’un Cnidaire. Ces travaux ont fait I’objet :

- d’une publication scientifigue : Cotinat, P., Fricano, C., Toullec, G., Rottinger, E.,
Barnay-Verdier, S*., & Furla, P*. (2022). Intrinsically High Capacity of Animal

Cells From a Symbiotic Cnidarian to Deal With Pro-Oxidative Conditions.
Frontiers in physiology, 76. * co-dernier auteur

- d’une présentation orale lors du congrés “15th International Coral Reef

Symposium” a Bréme (Allemagne) du 3 au 8 Juillet 2022 intitulée : Intrinsically
High Capacity of Animal Cells From a Symbiotic Cnidarian to Deal With Pro-
Oxidative Conditions.

Le temps de travail de la thése s’est organisé autour de ces deux grands objectifs, et au
sein des deux établissements partenaires de la CIFRE avec une répartition de mon temps de

présence définie comme suit au cours des trois années : 2 jours en entreprise et 3 jours au
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laboratoire au cours de la premiere année ; 1 jour en entreprise et 4 jours au laboratoire au cours

de la deuxieme année ; et 5 jours au laboratoire au cours de la troisieme année.
2. Activités au sein de I’entreprise

La société SO.FI.A Cosmétique dispose non seulement d’un laboratoire de
formulation, mais également d’un pdle Innovation, dont I’objectif est la création de produits
cosmétiques innovants via, par exemple, la recherche d’actifs d’origine naturelle. Ce pdle est
supervisé par Denis Pech, docteur en pharmacie. Dans le cadre de mon projet de these, ¢’est au
sein de ce pole que se sont déroulées mes activités en entreprise. Mon cursus universitaire en
biologie ainsi que ma démarche scientifique m’ont permis de participer activement au
développement de produits de protection solaire écoresponsables en m’initiant a toutes les

étapes de création du produit.
Premieres étapes de la formulation cosmétique

Le choix des mati¢res premicres est un aspect primordial dans 1’¢laboration d’un
produit cosmétique. Dans le cadre de la formulation de produits écoresponsables, le choix de
chaque substance doit prendre en compte non seulement 1’innocuité cutanée et 1’objectif de
texture et de sensorialité attendu par le client, mais aussi son impact potentiel sur
I’environnement. L’une de mes missions, au sein du pole Innovation, a ét¢ au travers d’une
analyse bibliographique, de mettre en évidence les composés qui présentaient des risques aussi
bien pour la sant¢ humaine que pour I’environnement, comme les perturbateurs endocriniens,

et de les bannir de la formulation.

En paralléele afin d’effectuer un suivi des formulations et de leurs modifications, en
fonction des différents tests effectués tout au long du processus de fabrication (e.g. tests de
stabilité ou d’efficacité), j’ai également été formée a I’utilisation du logiciel de gestion des
formules de laboratoire (Coptis). Ce logiciel permet d’accéder en temps réel aux différents
essais effectués par les formulateurs pour chacun des projets ainsi qu’aux résultats obtenus en
termes de performance ou de stabilité. J’ai ainsi pu effectuer des comparatifs entre les

compositions et caractéristiques des différents essais dont j’ai ensuite testé la cytotoxicité.
Recherche de composés d’intérét en cosmétique

L’un des objectifs du pole Innovation de SO.FI.A Cosmétiques est

I’identification de molécules actives biosourcées a intérét cosmétique. Le choix de I’entreprise
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s’est porté sur les extraits végétaux, car la démarche est tournée vers la naturalité et I’origine
écoresponsable des matiéres premieres, tout en visant des actions tres variées (antioxydantes,

antibactériennes, ou encore photoprotectrices) pour la peau et le consommateur.

La stratégie a été de privilégier une origine locale et la réutilisation de déchets
issus de I’agriculture pour favoriser la tendance au recyclage. L’exemple le plus typique de
notre région est 1’utilisation de feuilles d’olivier, considérées comme des biodéchets par les
producteurs d’olives, mais connues depuis des millénaires pour leurs propriétés diverses, aussi
bien antibactériennes qu’antioxydantes. Les extraits de feuilles d’olivier sont en effet riches en
composes phénoliques, et particulierement en hydroxytyrosol et oleuropéine, qui leur conférent
un pouvoir antimicrobien et antioxydant (De Leonardis et al., 2008; Alzweiri and Al-Hiari,
2013). Le laboratoire du Pdle Innovation a ainsi élaboré d’un protocole innovant d’extraction
de molécules actives issues de végétaux et plus particuliecrement de feuilles d’olivier, en
privilégiant une extraction enzymatique qui permet d’éviter 1’utilisation de solvants et de

garantir un extrait aux qualités conservées (Figure P.1).

VEGETAL EAU ENZYMES

EXTRAIT
AquEux  FARINE

Figure P.1. Principe de I’extraction enzymatique d’une matiére premicre végétale.
Vulgarisation et documents de communication

En parallele de mes activités en lien direct avec I’innovation et la formulation,
j’al aussi pu prendre part a la rédaction de documents aussi bien techniques qu’a visée de
communication. J’ai ainsi contribué a la constitution de dossiers réglementaires et 1’élaboration
de fiches de caractéristiques de matieres premieres ou de produits finis ; ces documents

nécessitent de compiler 1’identification de la substance ou du mélange, la composition exacte,
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I’identification des dangers associés, ou encore les précautions de manipulation et de stockage
a prendre en compte. J’ai aussi participé a 1’élaboration de plaquettes et catalogues a destination
des clients de SO.F.I1.A Cosmétiques, mais également a la rédaction de textes de vulgarisation,
destinés a un plus large public, et visant a expliquer I’action des molécules présentes dans les
produits cosmétiques sur la peau (e.g. sur les mécanismes de vieillissement ou les pathologies

cutanés).
3. Activités complémentaires au travail de recherche et projets d’aprés-thése

Afin de répondre au premier objectif de ma thése concernant la formulation de produits
solaires écoresponsables, j’ai, en complément de mes activités au sein de I’entreprise, utilisé
une technologie innovante développée au sein du laboratoire. Cette technologie repose sur
I’utilisation de cultures cellulaires de Cnidaire, établies au laboratoire au cours des dix derniéres
années (Barnay-Verdier et al., 2013; Ventura et al., 2018; Fricano et al., 2020). Elle consiste en
un test d’écotoxicit¢ marine in vitro qui permet d’évaluer I’impact d’un produit sur
I’écosystétme marin. Son application possible aux produits cosmétiques, et plus
particulierement aux produits solaires, a ¢été initiée en 2017 avec I’entreprise SO.F.ILA

Cosmétiques.

Ce test, qui a été perfectionné, a pu montrer une fiabilité, une répétabilité et une
adaptabilité a différents types de produits ou de molécules testés, et a fait ’objet d’un dépot
d’invention a I’'INPI sous forme d’une enveloppe SOLEAU en 2019 (protection d’un savoir-
faire). Ce test permet, via la mesure des paramétres cellulaires in vitro, d’évaluer I’impact que
peuvent avoir des matieres premieres ou des produits finis sur le biota récifal cotier lors du

relargage potentiel de ces produits en mer.

Au cours de mes trois années de these, j’ai donc réalisé des tests d’€cotoxicité marine
in vitro afin de participer au développement et la formulation de produits solaires

¢coresponsables de ’entreprise SO.F.I.A Cosmétiques.

Cette expérience en entreprise m’a permis de prendre la mesure du besoin des
industriels de répondre & la demande grandissante des consommateurs de voir sur le marché des
produits plus respectueux de 1’environnement, et dans le cas particulier des produits solaires
plus respectueux de I’environnement marin. Les industriels sont donc a la recherche de
solutions innovantes leur permettant d’évaluer leurs efforts et les accompagner dans le

développement de produits plus respectueux de I’environnement.
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C’est face a cette demande des industriels de pouvoir proposer des allégations
environnementales robustes et soutenues par des arguments scientifiques que la voie de
valorisation de cette technologie par la création d’une start-up a émergé. En tant que porteuse
du projet, j’ai entamé des démarches pour me former dans le domaine de I’entrepreneuriat. J’ai
ainsi choisi, au cours de mes trois années de thése, d’axer mon plan de formation doctorale vers

la création d’entreprise et sa direction afin d’étre totalement opérationnelle a la fin de ma these.
Formations professionnalisantes

La formation doctorale s’accompagne d’heures de formation professionnalisantes que
j’ai choisi d’axer sur I’innovation et les voies de valorisation de la recherche par la création
d’entreprise. J’ai eu ainsi I’opportunité de participer aux formations « Créer ou reprendre une
entreprise apres la these » (12 heures en premiere année) et « La Communication en entreprise »
(6 heures en troisieme année) proposées par 1’Université Cote d’Azur. En paralléle, j’ai
¢galement été accompagnée par des structures spécialisées dans 1’entrepreneuriat et
I’innovation dans le monde de la recherche. Mon projet a ainsi été sélectionné par le CNRS
Innovation pour suivre le programme RISE (promotion octobre 2020), qui propose un
accompagnement individuel pour le développement de son projet (business plan, étude de
marché...) ainsi que pour l’élaboration de dossiers de concours et de demandes aupres
d’investisseurs ou de pouvoirs publics (i.e. BPI France). Dans ce cadre, j’ai été intégrée au
programme Deeptech Founders de Collective Ventures, une formation de six mois comprenant
des sessions d’enseignement, des partages d’expériences avec des mentors entrepreneurs, un

accompagnement personnalisé et des sessions de groupes.

En complément, afin de mieux connaitre le marché des cosmétiques et de ses
tendances j’ai suivi la formation Ecoformulation en Cosmétiques (Pdle Terralia-Pass, 28 mai
2020), j’ai participé aux Journées d’Echanges Scientifiques et Techniques sur la Protection
Solaire (Association COSMED, 25 septembre 2020) ainsi qu’au colloque Innovations in
Cosmetics (My Blue CosmET-IC, 10-12 mars 2021).

Concours et bourses

Afin d’appuyer mon projet entrepreneurial, j’ai candidaté a des concours et des bourses
destinés aux doctorants ou jeunes docteurs qui ont un projet de création d’entreprise a partir

d’une technologie issue de la recherche.
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J’ai ainsi été lauréate en 2021 du concours d’innovation i-PhD organisé par BPI
France. Ce prix est accompagné d’une bourse (Bourse French Tech) qui participe aux dépenses
de la start-up du lauréat en termes d’accompagnement juridique, de communication
(participation a des salons, élaboration du site internet...) ou de développement commercial en
général. Ce prix donne également acces a un accompagnement en groupe et individualisé, ainsi
qu’a un réseau de mentors et d’investisseurs, et permet de participer & des événements qui

proposent des activités en lien avec le projet de développement entrepreneurial.

J’ai également obtenu le premier prix de la Bourse Entrepreneuriat Etudiant 2021 de
la Fondation de I’Université Cote d’ Azur, dont le but est d’aider au développement du business

du lauréat.

Enfin, le projet a été sélectionné, en décembre 2021, par I’Incubateur PACA-Est pour
un accompagnement ciblé, renforcé d’une aide financiére pour [’établissement et le

développement et de la future start-up.
4. Conclusion

Ce manuscrit se veut étre a ’image de ma thése, a I'interface entre laboratoire de

recherche et entreprise, mélant recherche fondamentale et appliquée.

Ma formation doctorale s’est vue complémentée d’un aspect trés transversal qui s’est
avéré prendre une place grandissante au cours de ces trois années, et qui m’amene aujourd’hui
a envisager la valorisation des travaux de recherche de maniére plus large, allant de la
publication scientifique au transfert d’une technologie issue de la recherche pour des

applications dans plusieurs secteurs, a commencer bien sdr par le domaine de la cosmétique.

La prise de conscience des consommateurs sur 1I’impact des crémes solaires sur
I’environnement marin pousse aujourd’hui de plus en plus d’industriels a mettre en place une
démarche d’écoresponsabilité dans la formulation de leurs produits. La volonté d’accompagner
les industriels dans cette démarche et de participer a 1’élaboration de produits ayant de moins
en moins d’impact sur I’environnement marin cotier a été I’un des moteurs pour la mise au
point d’une solution biotechnologique innovante. Enfin, d’avoir I’opportunité d’utiliser des
travaux et technologies issus de la recherche fondamentale dans un cadre industriel et d’en voir

les applications commerciales et sociétales a été un aspect trés valorisant de mon projet de thése.
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CHAPITRE 1. INTRODUCTION GENERALE

1.1 L’environnement marin : un écosystéme riche, mais en danger

La richesse de I’environnement marin, aussi bien en termes de biodiversité que de
quantité de biomasse n’est plus a prouver. Les océans recouvrent plus de 70% de la surface de
Terre et constituent le plus grand habitat de vie sur la planéte (1 370 millions de km?3). Il abrite
plus de 226 000 especes eucaryotes connues, mais on consideére qu’entre 1/3 et 2/3 des especes
vivantes ne sont pas encore décrites (Appeltans et al., 2012). De plus, on inventorie entre 1300
et 1500 nouvelles espéeces chaque année (Bouchet, 2006). Les biomasses associées sont
considérables, avec environ 6.6 gigatonnes de carbone, a 80% représentées par les animaux,
protistes, et bactéries (Bar-On and Milo, 2019).

La vie étant apparue dans les océans il y a environ 3 800 milliards d’années, les
organismes qui y vivent sont donc la conséquence d’une évolution trés ancienne. On compte
par exemple 12 phyla d’animaux n’ayant jamais quitté 1’océan et donc représentés

exclusivement dans le milieu marin (Boeuf, 2007).

Au-dela d’abriter une biodiversité remarquable, 1’océan joue un role primordial dans
la régulation du climat de la planete, notamment en absorbant plus de 97% du rayonnement
solaire et en fournissant la majorité de la vapeur d’eau présente dans I’atmosphére (Hoegh-
Guldberg et al., 2014). L’océan interagit également avec 1’atmosphére en absorbant et émettant
différents gaz, tel que le dioxyde de carbone atmosphérique. Les rdles de 1’océan sur le plan
environnemental ne sont ainsi plus a prouver, mais il est important de préciser également son
role économique. L’ONU estime en effet que la valeur combinée de toutes les ressources
marines et de leur utilisation par I’Homme s’établit aux alentours de 7 billions de dollars par
an. La valeur économique de 1’océan est telle qu’on estime que plus de 3 milliards de personnes

vivent des services et des ressources de 1’océan (ONU).

Lorsque I’on prend en compte I’importance de 1’environnement marin, son réle de
régulateur climatique, la biodiversité qu’il héberge, ou encore le nombre de services
écosystémiques et économiques qu’il offre, on met alors en évidence 1’urgence de mesurer les
dangers qui le menacent, et tout particulierement les impacts du changement climatique et des

pollutions marines qui mettent en péril son équilibre.
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Parmi les écosystemes marins les plus emblématiques mis en danger par les
changements climatiques et les pollutions anthropiques, les récifs coralliens ont une importance
¢écologique qui n’est plus a démontrer. En effet, méme si les récifs ne représentent que 0.2% de
la surface des océans mondiaux (Figure 1.1), ils offrent un abri et une zone de reproduction a

entre 1/4 a 1/3 de toutes les especes marines (Knowlton et al., 2010).
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Figure 1.1. Répartition des récifs coralliens dans les océans mondiaux (crédit : Hugo Ahlenius,

2008, UNEP/GRID-Arendal, http://www.grida.no/resources/7197)

Par ailleurs, on estime que les services rendus par les récifs coralliens valent environ
33 billions de dollars par an (Costanza et al., 1997). Ils fournissent non seulement une protection
des zones littorales, mais également une source de nourriture et de produits naturels pour
environ 500 millions de personnes qui en dépendent pour leur alimentation ou leurs revenus
(Hoegh-Guldberg et al., 2017).

1.1.1  Impact des changements climatiques

Les « changements climatiques » sont définis par les variations des conditions
météorologiques mondiales sur le long terme. Ces modifications peuvent étre d’origine
naturelle, mais celles rencontrées depuis le début du XIXe siecle sont la conséquence de
I’activité humaine, et notamment des rejets de gaz a effets de serre dans 1’atmosphére via
’utilisation de combustibles fossiles. Ces déréglements climatiques ont des conséquences a
I’échelle planétaire avec des effets connus sur les océans tels que 1’augmentation des
températures moyennes, 1’acidification du pH océanique, la montée du niveau des eaux comme
des modifications des courants marins (Cooley et al., 2022). Les deux principaux aspects que
nous détaillons ici sont 1’augmentation des températures moyennes et 1’acidification du pH

oceanique.
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1.1.1.1 Augmentation de la température des océans

Parmi les phénomenes de changements globaux, le plus connu du grand public est le
« réchauffement climatique ». Celui-ci pourrait entrainer au cours du prochain siécle une
augmentation de la température de la surface des océans jusqu’a 3.2°C, méme si les
modélisations de I’évolution sont sujettes a une importante variabilité (Masson-Delmotte et al.,
2021). Des températures océaniques élevées auront des conséquences allant de I’échelle
moléculaire a celle de I’écosystéme tout entier, a commencer par des changements des
paramétres physico-chimiques de 1’eau de mer. En effet, la température de 1’eau conditionne
par exemple la solubilit¢ de I’oxygene, qui sera plus faible dans une eau plus chaude, ayant
alors un impact sur I’ensemble des espéces vivantes dépendantes de 1’oxygene dissous.
L’augmentation des températures moyennes de la mer peut également renforcer la stratification
et empécher les mélanges verticaux, privant de nutriments les zones profondes ou la production
primaire n’est pas présente (Behrenfeld et al., 2006). Les effets néfastes sur les producteurs
primaires étant aussi démontrés, comme une baisse de la présence et de la productivité du
phytoplancton (Roxy et al., 2016), cela suggére des conséquences également sur I’ensemble de

la chaine trophique qui en dépend.

L’un des effets emblématiques du réchauffement des océans est le blanchissement
corallien que I’on peut observer dans les récifs (Lesser, 2011). Ce phénoméne se définit par une
disparition des microalgues symbiotiques qui sont abritées au sein des coraux, conduisant ainsi
a la perte de leur couleur. Ce phénomeéne fragilise alors I’écosystéme récifal et avoir des

conséquences sur la biodiversité associée (Hughes et al., 2018).

Enfin, le réchauffement des eaux océaniques aura aussi des répercussions sur les
activités humaines et I’économie, car une diminution de la biodiversité marine impacte aussi

bien la péche que I’aquaculture, ainsi que la santé humaine (Patz et al., 2006).
1.1.1.2 Acidification des océans

Les changements climatiques actuels sont principalement dus aux émissions, par les
activités humaines depuis le X1Xe siécle, de gaz a effet de serre, et notamment des rejets de
dioxyde de carbone (COz2). L’océan, en interagissant avec 1’atmosphére, absorbe une grande
partie de ce CO: et le dissout. Cette absorption du COz2 par I’océan induit une modification de
son pH et de la chimie des carbonates (Figure 1.2), entrainant 1’altération de processus

biologiques a I’échelle moléculaire et physiologique (i.e. perturbation de la biocalcification) ou
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populationnelle (i.e. modifications des structures de communautés planctoniques, proliférations
de blooms d’algues toxiques...) (O’Connor et al., 2007; Doney et al., 2020; Bown, 2022).
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Figure 1.2. Impact de ’augmentation de CO> dans I’atmosphére sur la chimie du carbone dissous
dans I’eau de mer (Kleypas, 2019)

On sait aujourd’hui qu’une acidification des océans conduit a une fragilisation des
coquilles de nombreux mollusques (Nienhuis et al., 2010; Parker et al., 2013) ainsi qu’a une
diminution de la sécrétion de squelette chez des coccolitophores (Beaufort et al., 2011). En
réduisant la quantité de carbonates dans 1’eau de mer, composé nécessaire a la formation de
squelette chez les coraux, I’acidification méne également a la fragilisation des coraux
constructeurs de récifs (Krief et al., 2010; Allemand and Osborn, 2019). Les organismes non
calcifiants montrent quant a eux des réponses variées : alors que les anémones de mer semblent
résister a des changements de pH importants (Ventura et al., 2016), les méduses peuvent voir
leur nage, leur taux de croissance ou leur taille globale diminuées, subissant ainsi des effets sur

leur reproduction ou leur efficacité de prédation (voir pour revue Chuard et al., 2019).

1.1.2  Impacts des activités anthropiques et des pollutions associées

1.1.2.1 Ladiversité des menaces liées aux pollutions

De nombreuses activités humaines conduisent a des pollutions cotieres (Figure 1.3).
Parmi elles, les activités industrielles peuvent mener a des rejets de divers polluants chimiques,
a I'image de I’industrie agroalimentaire dont les produits phytosanitaires sont susceptibles
d’impacter les océans aprées ruissellement. On peut citer également toutes les activités de loisir

liées au tourisme, qui conduisent au rejet de produits cosmétiques ou plastiques par exemple
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(voir pour revue Landrigan et al., 2020), mais aussi a des pollutions moins visibles comme la
pollution sonore plus particulierement liée aux activités nautiques ou de péche (voir pour revue
Di Franco et al., 2020).

DIVERSITE DES IMPACTS ANTHROPIQUES SUR LES OCEANS

AGRICULTURE
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Figure 1.3. Les activités humaines et leurs conséquences sur I’environnement marin.

Les activités anthropiques telles que 1’¢levage ou 1’agriculture peuvent avoir
¢galement d’autres conséquences sur les écosystémes marins comme un apport excessif de
nutriments dans les habitats marins conduisant a une eutrophisation localisée ayant pour impact
une recrudescence des blooms de méduses. En effet, I’accumulation abondante de nutriments
favorise une croissance dense d'algues et d'autres organismes, dont la décomposition provoque
des hypoxies localisées, favorisant la prolifération de méduses plus tolérantes a ce type
d’environnement pauvre en oxygene (Dubinsky and Stambler, 1996; Richardson et al., 2009).

Parmi les pollutions les plus visibles et les plus médiatiquement traitées, on peut citer
la pollution plastique, représentant entre 19 et 23 millions de tonnes de déchets rejetés dans les
eaux planétaires chaque année, dont environ 2,5 millions de tonnes finissent leur vie en mer
apres avoir été transportés par les riviéres (Lebreton et al., 2017), représentant ainsi 85% des
déchets marins. L’ampleur de cette pollution, illustrée par la formation d’un « septiéme
continent » ou la présence de déchets plastiques jusqu’au fond de la fosse des Mariannes et dans
la banquise de I’ Arctique (Peeken et al., 2018; Jamieson et al., 2019), montre des effets tres

variés sur toute la chaine trophique. Par exemple, les déchets de grande taille peuvent causer
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des blessures voire la mort de nombreux animaux, et notamment de tortues marines (Mrosovsky
et al., 2009; De Wit and Bigaud, 2019), tandis que les microplastiques (fragments de moins de
5mm) ont de grandes probabilités de se faire ingérer par des especes a différents niveaux de la

chaine alimentaire et de s’y bioaccumuler (Wright et al., 2013).
1.1.2.2 La pollution par les produits cosmétiques

Le tourisme cotier représente le secteur de 1’industrie touristique ayant la plus forte
croissance (763 millions de touristes cotiers en 2004 ; Honey and Krantz, 2007), ce qui implique
non seulement le développement de lourdes infrastructures, mais également une augmentation
de la pollution de I’ecau de mer par diverses sources. Des exemples importants récemment mis
en cause sont les produits solaires. Ces écrans solaires sont des mélanges complexes de
plusieurs composés qui protegent la peau des rayons ultraviolets (UV), dans la gamme UVA
(320-400 nm) et/ou UVB (290-320 nm), afin de minimiser leurs effets déléteres sur la santé
humaine. Leur utilisation géenéralisée entraine la libération potentielle de grandes quantités de
produits de protection solaire et de leurs ingrédients dans les zones cotieres. Par exemple, on
estime qu’entre 4 000 et 6 000 tonnes de crémes solaires sont rejetées par an en mer a proximité

de zones récifales (Danovaro et al., 2008).

Parmi les composants des crémes solaires, les filtres UV ont montré des effets néfastes
a de nombreux niveaux et sur de nombreuses especes, et notamment sur les écosystemes
récifaux, allant de I’inhibition de croissance de bactéries marines au blanchissement aigu de
coraux tropicaux en passant par une diminution de I’activité photosynthétique de microalgues
(e.g. Danovaro et al., 2008; Giraldo et al., 2017; Mao et al., 2017; Lozano et al., 2020). Lors de
mes travaux, je me suis tout particulicrement intéressée a 1’impact de ce type de pollution, et
plus particulierement ses effets a I’échelle cellulaire sur une anémone de mer emblématique des

écosystémes marins cotiers (voir CHAPITRE 2).

1.2 Le phylum des cnidaires

Le phylum des Cnidaires comprend plus de 11 000 especes répertoriées (World
Register of Marine Species), toutes issues de milieux aquatiques et en majorité marins. Les
Cnidaires constituent un groupe d’animaux apparus il y a environ 500 millions d’années et ont
aujourd’hui une aire de répartition trés large, des eaux froides de 1’ Arctique a I’équateur, de la

surface aux profondeurs. lls sont répartis en cing grandes classes (Figure 1.4) : les Anthozoaires
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(qui n’existent que sous la forme fixée dite polype) regroupant les anémones de mer, coraux et
gorgones, et 4 autres classes (Staurozoaires, Cubozoaires, Scyphozoaires et Hydrozoaires)
comprises dans le groupe des Méduzoaires et qui quant a elles alternent entre forme fixée et

mobile (dite méduse).

Anthozoa Staurozoa Cubozoa Scyphozoa Hydrozoa
Nematostella Carybdea Aurelia Clytia
Anemonia Tripedalia Cassiopea Hydra

A 2N )

MEDUSOZOA

CNIDARIA

Figure 1.4. Phylogénie des Cnidaires (Bosch et al., 2017)

1.2.1  Caractéristiques générales

Ces invertébrés aquatiques a I’anatomie relativement simple présentent une symétrie
radiaire et sont constitués de deux tissus (i.e. organismes diploblastiques), I’épiderme qui fait
face au milieu extérieur et le gastroderme qui fait face a la cavité gastrovasculaire (Figure 1.5),
séparés par une couche de tissu conjonctif, la mésoglée, composée majoritairement de
collagene. Les Cnidaires possedent une seule ouverture qui leur sert a la fois de bouche et

d'anus, et qui est entourée d’un nombre variable de tentacules (Figure 1.5).

FORME POLYPE FORME MEDUSE
Bouche
Epiderme
Mésoglée
Gastroderme
Epiderme

Gastroderme
~— 20k A 2 CavitéGastrovasculaire
CavitéGastrovasculaire

Bouche

Figure 1.5. Représentation schématique du plan d’organisation de la forme polype ou méduse d’un
Cnidaire.
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Malgré la « simplicité » de cette architecture, ces deux tissus présentent une grande
diversité de types cellulaires (Figure 1.6), illustrée récemment par des analyses « single-cell
transcriptomics » sur le corail Stylophora pistillata et I’anémone de mer Nematostella vectensis
(Sebé-Pedros et al., 2018; Levy et al., 2021), révélant des types cellulaires tels que des cellules
épithéliales, interstitielles, myoépithéliales, nerveuses, sécrétrices ou bien encore sensorielles.
Les Cnidaires sont également caractérisés par la présence au sein de 1’épiderme de cellules qui
leur sont spécifiques, les cnidocytes, cellules urticantes utilisées pour la prédation, I'adhésion
et la défense, et qui renferment de puissantes toxines (Tardent, 1995). Chez certains Cnidaires,
des cellules du gastroderme abritent des microalgues photosynthétiques, communément
appelées zooxanthelles, dans le cadre d’une relation symbiotique que nous traiterons au cours

de ce chapitre.
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Figure 1.6. Organisation tissulaire et cellulaire d’un Cnidaire symbiotique. (A) Représentation
schématique de 1’architecture tissulaire d’un Cnidaire (Furla and Allemand, 2009) — (B) Projection 2D
de toutes les cellules identifiées chez un individu adulte de S. pistillata, les couleurs correspondant aux
différents types cellulaires (Levy et al., 2021)

1.2.2  Propriétés remarquables des Cnidaires

1.2.2.1 Unriche arsenal chimique

Les organismes marins sont connus pour produire un grand nombre de molécules
d’intérét. On compte en effet environ 5000 molécules issues d’organismes marins qui sont a la
base de médicaments, et d’autres qui ont encore investiguées aujourd’hui pour leurs propriétés
antimicrobiennes ou anticancéreuses par exemple (Carroll et al., 2019; Laguionie-Marchais et
al., 2022). Le phylum des Cnidaires constitue une source importante de produits naturels. En
effet des milliers de métabolites ont été identifiés, dont 7406 sont répertoriés sur la base de

données Marin Lit (https://marinlit.rsc.org, en date de Septembre 2022). Ces métabolites
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secondaires jouent des réles trés variés, allant de la défense contre les prédateurs dans le cas
des nombreuses toxines identifiées dans les cnidocytes (e.g. Shiomi et al., 1997; Kass-Simon
and Scappaticci, Jr., 2002), jusqu’a la communication intraspécifique a des fins de

synchronisation de la reproduction chez certaines especes de corail (Morse and Morse, 1991).

Par ailleurs, I’extraction et la caractérisation de protéines membranaires de la méduse
Rhizostoma pulmo ont montré de significatives propriétés antioxydantes (De Domenico et al.,
2019), tandis que le collagéne extrait de cette méme méduse est par exemple utilisé dans la

recherche pour fabriquer des milieux de cultures cellulaires (Mearns-Spragg et al., 2020).

Chez les Actiniaires en particulier, des extraits protéiques obtenus a partir de
I’anémone de mer Anemonia viridis ont également montré des effets cytotoxiques et
antiprolifératifs sur différentes souches de cellules cancéreuses humaines (Bulati et al., 2016),
tandis que des composés isolés de I’anémone Heteractis aurora ont montré des effets anti-

bacteriens et anti-oxydants (Thangaraj et al., 2018).
1.2.2.2 Capacité de régénération et longévité

La capacité de régénération, définie comme un remplacement d’une partie du corps ou
d’un organe, est trés répandue chez les animaux, mais variable selon les espéces (Bely and
Nyberg, 2010; Reddy et al., 2019). En effet, méme si dans chaque phylum, on retrouve des
especes capables de régénérer une structure du corps, cette capacité peut diminuer avec 1’age
de I’individu, et les structures régénérées sont tres diverses, de la queue des Iézards au ceeur des
poissons téléostéens, en passant par les pattes de certains arthropodes ou encore le foie chez les
mammiferes. Les Cnidaires se démarquent par le caractére extréme de leur capacité de
régénération, et ce, tout au long de leur cycle de vie, comme illustré par exemple chez les
anémones de mer qui sont capables de régénérer leurs tentacules ou leur corps entier aprés
amputation (voir pour revue Rottinger, 2021). L’hydre Hydra vulgaris possede méme la
capacité de recréer un organisme entier a partir de cellules dissociées et constitue I’exemple le

plus ancien de régénération animale (Trembley et al., 1744; Lovas and Yuste, 2022).

Les Cnidaires possédent par ailleurs une autre caractéristique remarquable, a savoir
leur longéviteé extréme. En effet, certaines especes au sein du phylum ont montré des durées de
vie exceptionnellement longues par rapport aux observations faites chez d’autres métazoaires
(voir pour revue Petralia et al., 2014). On peut citer I’exemple de coraux profonds dont on a

estimé 1’age a plus de 4200 ans via leur vitesse de croissance (Roark et al., 2009), ou encore
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des anémones de mer ayant été gardées vivantes en captivité pendant plus de 90 ans sans aucun
signe visible de vieillissement (Comfort, 1979). Plus exceptionnel encore, la meéduse
Turritopsis sp., communément appelée « la méduse immortelle », est capable d’inverser son
cycle de vie pour revenir d’un stade de méduse sexuellement mature au stade larvaire de polype

colonial (Piraino et al., 1996; Pascual-Torner et al., 2022).

Le vieillissement est un mécanisme complexe commun a I’ensemble du vivant (voir
pour revue Jones et al., 2014), et définit par lI'accumulation progressive de dommages
moléculaires et cellulaires, notamment issus de stress oxydants, conduisant a des déficiences
fonctionnelles, des maladies chroniques et finalement a la mort de 1’individu. Le vieillissement
se caractérise par plusieurs indicateurs a différentes échelles, tels qu’une instabilité génétique,
un rétrécissement des télomeres ou encore 1’occurrence de sénescence cellulaire (Lopez-Otin
et al., 2013), caractérisée principalement par un arrét du cycle cellulaire. Cependant, il a été
suggéré chez I’hydre une absence de sénescence (Martinez, 1998), ce qui pourrait expliquer en
partie la longévité remarquable de ces organismes. Il est également suggéré que la longévité
observée chez ces organismes soit associée a leur capacité de régéneration, qui nécessite en
effet la présence tout au long de leur vie de cellules pluripotentes ayant un potentiel de
renouvellement élevé et continu (Boehm et al., 2012). Ces cellules souches pourraient ainsi étre
a I’origine non seulement de cette capacité de régénération extréme ainsi que de leur importante

longévité.

Ainsi, les Cnidaires présentent des caractéristiques remarquables qui en font des
especes modeles de choix pour 1’étude du vieillissement (Galliot et al., 2006; Technau and
Steele, 2011; He et al., 2019a; Amiel et al., 2021).

1.2.2.3 La capacité de vie en symbiose entre les Cnidaires et les Dinoflagellés

Le succes evolutif des Cnidaires, qui leur permet de coloniser des eaux zones
oligotrophes pauvres en nutriments, est en grande partie assuré par une vie en association avec

des microalgues photosynthétiques, appartement au phylum des Dinoflagellés.
a. Le symbiote : un Dinoflagellé photosynthétique

Les Dinoflagellés symbiotiques appartiennent a la famille des Symbiodiniacées, des
protistes unicellulaires d'environ 5 — 15 um de diamétre, de couleur jaune ou brune en raison

de leurs pigments photosynthétiques (Figure 1.7). De forme sphérique, ils possedent deux
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flagelles pour le déplacement, un longitudinal et un transversal, présents uniguement quand
I’organisme se trouve sous sa forme libre, et non a I’état symbiotique. La famille des

Symbiodiniacées comprend au moins 10 genres différents (LaJeunesse et al., 2018).

Figure 1.7. Symbiodiniacées du genre Philozoon extraites d’Anemonia viridis en culture
b. Localisation, acquisition et perte des symbiotes

Chez les Cnidaires, les Symbiodiniacées symbiotiques sont localisées a 1’intérieur de
cellules qui composent le gastroderme. Le nombre de zooxanthelles présentes par cellule
animale, appelé la Densité Cellulaire Spécifique (DCS), est généralement d’une a deux
zooxanthelles par cellule de I’hote, mais cela peut varier au sein du tissu ou selon les espéces
(Muscatine et al., 1998). On peut en effet trouver des cellules a une DCS supérieure a trois, ce
qui illustre la grande capacité de plasticité morphologique des cellules animales, dont la taille
est moins importante que celle d’une zooxanthelle (de 2 a 10um de diamétre pour les cellules
animales, excluant les cnidocytes, contre environ 10um pour une microalgue, Rosental et al.,
2017; Ventura et al., 2018; Nowotny et al., 2021).

L’acquisition des symbiotes chez les Cnidaires se fait a la fois de fagon verticale lors
de la reproduction sexuée ou asexuée, ou de facon horizontale depuis le milieu extérieur
(Schwarz et al., 2002; Barneah et al., 2004). Dans le premier cas, certains symbiotes sont
présents dans les gameétes, ce qui assure la présence de symbiotes d’origine maternelle chez la
descendance. Dans le cas d’une acquisition depuis le milieu extérieur, 1’animal peut, aussi bien
au stade larvaire qu’au stade adulte, ingérer les zooxanthelles, qui seront alors stockées dans
les cellules du gastroderme de 1’hote (Davy et al., 2012). Le processus d’établissement de la
symbiose consiste en trois grandes étapes, du contact entre les cellules des deux partenaires,
puis I’internalisation du symbiote par phagocytose et 1’établissement d’une relation

fonctionnelle stable.
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L’association symbiotique, bien que nécessaire au maintien de nombreux
écosystemes, peut se révéler fragile et se rompre lors de perturbations environnementales. Le
terme « blanchissement » décrit la perte de pigmentation des Cnidaires symbiotiques, qui
traduit alors une perte des zooxanthelles contenues dans le tissu animal (Brown, 1997). Ce
processus peut étre temporaire et suivi par une récupeération des symbiotes (du milieu ou par
prolifération des zooxanthelles persistant dans le tissu), si les conditions environnementales
redeviennent favorables. Cependant, si la perturbation est trop aiguie ou perdure, cet état blanchi

conduit a la mort de I’individu.
C. Les bénéfices mutuels de la vie en symbiose

La symbiose Cnidaires-Dinoflagellés est une relation mutualiste largement basée sur
les échanges trophiques entre les deux partenaires. Ainsi, les Dinoflagellés transférent jusqu’a
95% de leur production photosynthétique a leur hdte (Muscatine, 1990; Davy et al., 2012), sous
forme de glucose, glycérol, acides organiques, acides amines, ou encore lipides (voir pour revue
Davy et al., 2012). Cet apport trophique participe de maniere essentielle au métabolisme, a la
croissance, ou encore la reproduction de I’hote. La présence du symbiote permet ainsi aux

Cnidaires de coloniser de nombreux habitats, y compris des eaux pauvres en nutriments.

En échange, le symbiote a accés aux nutriments issus des déchets métaboliques de son
hote et de leur absorption du milieu extérieur par I’hote. I y trouve ainsi sa source d’azote, de
phosphore et de carbone inorganique (Figure 1.8 ; voir pour revue Weis, 2008). Par ailleurs, sa
localisation a I’intérieur des cellules du gastroderme lui garantit également un acces constant a

la lumiere et un refuge contre I’herbivorie (Davy et al., 2012).
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Figure 1.8. Vue schématique des échanges nutritionnels entre les deux partenaires de la symbiose

(adapté depuis Davy et al., 2012)
d. Les contraintes de la symbiose
o Effetdes UV

La vie en symbiose avec un organisme photosynthétique necessite de vivre dans un
environnement lumineux et donc d’étre soumis a des rayonnements solaires en plus grandes
quantités qu’un organisme non symbiotique. Cela a pour conséquence d’exposer les Cnidaires
symbiotiques a d’importantes quantités de rayonnements ultra-violets (UV) et aux impacts que

cela peut avoir sur 1I’organisme.

En effet, une exposition aux UV induit non seulement une détérioration des lipides et
protéines, mais également d’importants dommages a I’ADN (Hader and Sinha, 2005). Chez
I’anémone de mer Anthopleura elegantissima, il a été montré une augmentation de 1’expression
de genes liés au métabolisme et a I’apoptose apres une exposition aux UV (Richier et al., 2008).
Des études ont également montré que des niveaux d’UVB affectent I’activité photosynthétique
et la croissance, mais inhibent également 1’assimilation de 1’azote et le métabolisme du
phytoplancton (El-Sayed et al., 1996). Ce sont ainsi les deux partenaires de la symbiose qui
peuvent potentiellement étre impactés par des rayonnements UV trop intenses, ce qui nécessite
la mise en place de stratégies de protection efficaces. Parmi elles, on citera la présence de
Mycosporine-like amino acids (MAAS) dont les Cnidaires et leurs symbiotes on pu montrer une

grande diversité (Banaszak et al., 2006) et qui sont considérées comme des filtres solaires
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naturels (voir pour revue Geraldes and Pinto, 2021). On peut citer également les pocilloporines,
une famille de protéines GFP-like, qui comptent parmi leur fonction la capacité a convertir des

rayonnements UV en lumiére utile pour la photosynthése (Dove et al., 2001).
e L’hyperoxie intracellulaire

La présence de la zooxanthelle a I’intérieur méme des cellules du gastroderme de
I’animal impose a ce tissu d’étre exposé a des quantités d’oxygene fluctuantes au cours de la
journée, en fonction de la production photosynthétique du symbiote. Ainsi, I’anémone de mer
Anemonia viridis se retrouve en état d’hyperoxie a chaque cycle de lumiére (Richier et al., 2003;
Figure 1.9), et les coraux peuvent connaitre des variations de quantité d’oxygene allant d’une

hypoxie compléte (la nuit) a une importante saturation en oxygene de jour (Shashar et al., 1993).
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Figure 1.9. Evolution temporelle de 1’oxygéne dissous a I’intérieur d’un tentacule d’Anemonia
viridis pendant un cycle lumiére (LUM) / obscurité (OBSC.). La normoxie est représentée par une ligne
pointillée (adapté depuis Richier et al., 2003).

Chez la plupart des vertébres, une telle hyperoxie induirait de la mort cellulaire via
nécrose, ce qui suggére chez les Cnidaires symbiotiques une adaptation a supporter ces
importantes quantités d’oxygene (Saikumar et al., 1998). En effet, la production d’oxygéne
conduit a la création d’espéces réactives de 1’oxygene (ERO), molécules causant de nombreux
dommages a I’échelle cellulaire et pouvant placer les organismes dans un état de stress oxydant
lorsqu’il y a un déséquilibre entre la quantité d’ERO produites et les défenses mises en place
chez I’individu (Migdal and Serres, 2011). Parmi les ERO, nous pouvons citer 1’anion

superoxyde, le peroxyde d’hydrogene ou encore le radical hydroxyle.
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Chez les organismes vivants, on différencie les défenses antioxydantes selon deux
catégories, les défenses non enzymatiques et les défenses enzymatiques. Concernant les
Cnidaires, les défenses non enzymatiques sont principalement représentées par les caroténoides
(Krinsky and Lenhoff, 1965), pigments responsables de la couleur rouge, orange ou jaune des
végétaux et capables de pieger certaines formes de radicaux libres (I'oxygéne singulet et les
radicaux peroxydes ; Stahl and Sies, 2003). D’autres molécules jouent également un réle dans
la défense antioxydante des Cnidaires, comme les MAAs ou des GFP-like (Banaszak et al.,
2006; Palmer et al., 2009). L’arsenal de défenses antioxydantes enzymatiques des Cnidaires
symbiotiques est particuliérement développé. Par exemple, chez I’anémone de mer symbiotique
A. viridis, on observe une grande diversité de classes de superoxyde dismutases (enzymes
prenant en charge 1’anion superoxyde ; Richier et al., 2003) et de glutathion peroxydases
(enzymes de détoxication du peroxyde d’hydrogéne ; Pey et al., 2017). Ce fort potentiel
antioxydant pourrait ainsi expliquer la tolérance des Cnidaires symbiotiques a des transitions
importantes entre hyperoxie et hypoxie au cours de la journée (Furla et al., 2005). Par ailleurs,
Merle et al. (2007) ont montré que les activités des catalases, autre enzyme de détoxication du

peroxyde d’hydrogene, étaient essentielles pour le maintien de I’état symbiotique.

Ainsi, au regard de ces études, nous pouvons nous demander si le développement des
propriétés antioxydantes chez les Cnidaires symbiotiques est lié a la présence de la zooxanthelle
et découlerait d’une adaptation aux conditions pro-oxydantes imposées par la symbiose. Au
cours de ce travail, nous nous sommes plus particulierement intéressés a I’étude de la résistance
des Cnidaires a des conditions pro-oxydantes et une introduction détaillée aux concepts liés a

la production des ERO et au stress oxydant sera fournie dans le CHAPITRE 3.

1.3 Les Cnidaires face aux perturbations

Le stress, qui se définit comme une perturbation de I’homéostasie d’un organisme,
impacte ’ensemble du monde vivant et peut étre provoqué aussi bien par un facteur biotique
qu’abiotique. Les écosystémes marins et notamment les récifs coralliens sont concernés par de
nombreux stress (Figure 1.10), comprenant & la fois les facteurs de stress habituels liés aux
modifications anormales des facteurs abiotiques de I’océan (les paramétres physico-chimiques
tels qu’une variation de température, de pH ou de nutriments), mais également les facteurs de

stress biotiques liés au cycle de vie de I’organisme ainsi qu’aux interactions intra- et inter-
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especes. Enfin, a cela s’ajoutent des facteurs plus récents, généralement en conséquence

d’activités humaines, tels que des rejets de déchets ou de pollutions diverses.

Facteurs de stress
Facteurs de stress habituels de
habituels de Focéan
Forganisme
Température
Salinité T e Urbar_lls..m? cotier
Nutriments g Antibiotiques
Pressi Vieillissement Polluti
R Reproduction . so.nore.
Oxygéne Changements climatiques
Pathogénes .
Lumiére Prédateurs Toxines
Alimentation Pollutions chimigues
pH

//

Symbionte

HOLOBIONTE

Figure 1.10.  Exemples de facteurs de stress auxquels sont soumis les organismes marins (Adapté
depuis Apprill, 2020)

Parmi les facteurs de stress subis par les coraux, I’impact de 1’enrichissement en
nutriments et des activités humaines dans leur globalité sont largement étudiés dans la
communauté scientifiqgue (Ouédraogo et al., 2021), en ciblant notamment la bioaccumulation
de produits chimiques au sein des coraux, I’impact sur leur physiologie voire la mortalité qui
en résulte. De par leur répartition globale au sein des océans, les écosystemes coralliens sont
exposés a des polluants trés variés, allant des rejets d’hydrocarbures lors de leur extraction a
proximité des récifs, aux pesticides provenant des écoulements terrigénes et des affluents, en
passant par I’utilisation de cyanure au cours de certaines méthodes de péche en Asie
(Tkachenko, 2017). S’ajoutent a ces stress chimiques les destructions directes des récifs
coralliens, par le biais de I’utilisation d’explosifs pour la péche, ou encore les dégats liés aux
ancres des bateaux ou a la plongée récréative associés tous deux au tourisme croissant dans les
zones abritant des récifs coralliens. Au cours de ce travail, nous nous sommes plus
particulierement intéressés a I’étude de la résistance des Cnidaires a des polluants provenant de
I’utilisation de crémes solaires lors des activités récréatives marines et une introduction

détaillée aux concepts liés a ces pollutions sera fournie dans le CHAPITRE 2.
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Par ailleurs, la plupart des Cnidaires, de par leur relation symbiotique, subissent les
effets des agents stressants d’autant plus fortement que la condition de stress peut provenir a la
fois de I’animal et de son symbiote algal, ce qui pourra affecter non seulement les deux
partenaires, mais également la relation symbiotique en elle-méme (Bénard et al., 2020). En
effet, des conditions de stress peuvent impacter les relations symbiotiques a plusieurs niveaux,
a commencer par une modification de la composition en microalgues au sein de 1’hdte, pouvant
alors procéder a un remaniement entre les souches différentes de Dinoflagellés (Berkelmans
and van Oppen, 2006; Lewis et al., 2019). 11 est également montré qu’un état de stress chez I’un
des deux partenaires peut conduire a la rupture de la symbiose, 1’algue hébergée par I’animal
devenant alors un « parasite nutritionnel » et étant alors éliminé de la cellule hote, comme c’est
le cas lors d’une augmentation de la température de 1’eau, qui induit un blanchissement

généralisé (Weis, 2008).

En outre, 1’état symbiotique peut jouer un role dans la réponse au stress de 1’hote voire
de I’holobionte, c’est-a-dire de 1’organisme symbiotique entier, comprenant 1’animal et son
symbiote. En effet, maintenir la diversité symbiotique pourrait permettre de minimiser 1’impact
du réchauffement climatique chez les coraux selon différents modeles prédictifs (Baskett et al.,
2009). Egalement, la résistance a un stress thermique peut dépendre chez les coraux de la
souche de dinoflagellés qu’ils abritent (Silverstein et al., 2015) ; en effet, les coraux abritant
des dinoflagellés ayant montré une meilleure tolérance a la chaleur semblent mieux résister a
leur tour a des augmentations de température (Baker et al., 2004). Des modifications de
I’abondance de souches de dinoflagellés thermorésistantes sont observées pendant les périodes
de stress, illustrant le phénomene de « blanchissement adaptatif » dont sont capables les coraux
pour remplacer leurs symbiotes par des souches plus adaptées (Baker, 2001; Lewis et al., 2019),
méme si cette solution pourrait ne pas étre efficace sur des stress a long terme (Coffroth et al.,
2010).

1.4 Le modéle d’étude : Anemonia viridis

Le modele choisi pour cette étude est ’anémone de mer symbiotique Anemonia viridis
(Figure 1.11), présente dans des environnements tempérés, du pourtour méditerranéen jusqu’a
la Manche. Chaque individu est un polype d’une dizaine de centimétres de haut, pouvant se
reproduire de fagon asexuée (par fission) ou sexuée (par fécondation externe), et dont la durée

de vie peut s’étendre jusqu’a plusieurs décennies (Chintiroglou and Koukouras, 1992).
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Figure 1.11.  Spécimens d’Anemonia viridis en aquarium (A) ou en milieu naturel (B)
(Crédits photos : Pauline Cotinat (A) et Alexis Pey (B))

Cette espéce vit en symbiose avec un Symbiodiniaceae tempéré du genre Philozoon
(LaJeunesse et al., 2021) et est devenue dans la communauté scientifique un modeéle tres étudié,
aussi bien sur les domaines écologique que physiologique. Il s’agit en effet d une espéce utilisée
couramment pour 1’étude de la symbiose, sa physiologie (e.g. Furla et al., 1998; Venn et al.,
2009) ou sa rupture (Merle et al., 2007), mais également pour 1’étude de sa réponse au stress.
En effet, celle-ci a été investiguée dans le cas d’un choc thermique, ou des événements
apoptotiques, des marqueurs de stress et des paramétres cellulaires ont été suivis (Richier et al.,
2006; Ventura et al., 2018), ainsi que la modification de I’expression de génes liés a la symbiose
au cours du stress (Ganot et al., 2011; Moya et al., 2012). Cette espéce emblématique des
écosystémes marins cotiers constitue un organisme sentinelle, en nous permettant d’utiliser sa
sensibilité aux polluants et sa réponse aux stress environnementaux pour étudier les effets de

modifications climatiques et écologiques (e.g. Lozano-Bilbao et al., 2020).

Aussi, des extraits issus de spécimens d’A. viridis ont été étudiés pour leurs propriétés
d’intérét biomédical (Bulati et al., 2016), et des études métabolomiques concernant a la fois
I’animal et son symbiote ont été menées permettant de caractériser le contenu lipidique de ce
modele (Revel et al., 2016), en faisant alors une espéce charniére pour des extractions de
molécules bioactives. Enfin, comme indiqué plus haut, plusieurs de ses défenses antioxydantes
ont été en grande partie caractérisées, et leur diversité mise en évidence : glutathion peroxydase
(Pey et al., 2017), superoxydes dismutases (Hawkridge et al., 2000; Richier et al., 2003;

Plantivaux et al., 2004) ou encore les catalases (Merle et al., 2007).

A ce jour, trés peu de génomes complets sont disponibles chez les Cnidaires, comme
c’est le cas pour Nematostella vectensis (Sullivan et al., 2006) et pour Acropora digitifera (Ying

etal., 2019). De premieres études ont d’ores et déja mené a des ébauches du génome d’A. viridis
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(Urbarova et al., 2018), et actuellement le laboratoire est engagé dans 1’obtention d’un génome

complet d’A. viridis (Projet MOORE 2020-2023).

Enfin, depuis 2013, des cultures cellulaires primaires issues du gastroderme
d’A. viridis ont été établies au sein de 1’équipe (Barnay-Verdier et al., 2013), ce qui a fourni un
outil in vitro particuliérement pertinent pour caractériser la réponse a des stress (Ventura et al.,
2018; Fricano et al., 2020). Cette technologie novatrice, couplée a 1’obtention de cultures
cellulaires de sa microalgue symbiotique Philozoon sp. (Fricano et al. en préparation), ouvre
d’intéressantes perspectives pour étudier les deux partenaires de la symbiose a 1’échelle

cellulaire.

Ainsi, les connaissances de la physiologie et de 1’écologie de cette espéce, couplées a
I’obtention d’un outil biotechnologique permettant d’évaluer des réponses a I’échelle cellulaire,

font d’A. viridis un modéle d’étude pertinent pour les objectifs de cette thése.

1.5 Objectifs de la these

Lors de ce travail de thése, je me suis intéressée aux capacités de réponse au stress des
Cnidaires symbiotiques a I’échelle cellulaire, en utilisant le modeéle d’étude A. viridis. Ce travail

S’est articulé autour de deux grands volets :

1- La capacité de réponse face a des stress extrinseques, tels que des polluants chimiques
(CHAPITRE 2). Pour cela, les caractéristiques de résistance et sensibilité a des produits
cosmétiques ont été déterminées par le biais d’analyses d’écotoxicité, ayant pour
objectif le développement de produits de protection solaire plus éco-responsables vis-a-
vis de I’environnement marin.

2- La capacité de réponse face a des stress intrinseques, tels que des conditions pro-
oxydantes liées a la vie en symbiose. Pour cela, j’ai étudié¢ la réponse des cellules
animales de Cnidaires soumises a un agent oxydant, ’H202 (CHAPITRE 3), et son

impact potentiel sur le vieillissement cellulaire (CHAPITRE 4).
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CHAPITRE 2. REPONSE DES CELLULES
D’ANEMONIA VIRIDIS A UN STRESS EXTRINSEQUE :
LES PRODUITS SOLAIRES

2.1 Introduction

Les zones cOtieres présentent de fortes activités anthropiques parmi lesquelles le
tourisme, 1’agriculture ou I’industrie. L’environnement marin cdtier se trouve ainsi de plus en
plus confronté a des pollutions issues de ces activités humaines, notamment par I’utilisation de

produits phytosanitaires, pharmaceutiques ou encore cosmetiques.

La population humaine mondiale vivant sur des zones cotiéres devrait connaitre une
augmentation de 50 a 122% entre 2030 et 2060 (Neumann et al., 2015), et le tourisme cdtier
qui vient s’y ajouter, représente quant a lui un secteur a forte croissance (Honey and Krantz,
2007). L’ensemble de ces changements conduira donc a une augmentation des rejets de
polluants (hydrocarbures, plastique, rejets industriels, etc.) et des dégradations liées par
exemple aux ancrages de bateau ou a la plongée recréative. La Méditerranée subit également
les effets d’un tourisme de masse, concentrant plus de 30% du tourisme mondial et subissant
les conséquences d’une importante activité de croisieres, causant des pollutions
d’hydrocarbures, des dégradations mécanismes et des rejets de particules fines et de suies
(Shrestha et al., 2010).

Face a ce constat, il devient nécessaire de développer des solutions pour mieux
mesurer I’impact des activités anthropiques sur les organismes marins et plus particulierement
sur les écosystemes cotiers, afin de limiter le rejet de substances qui peuvent nuire a la

biodiversité marine.
Ainsi, les objectifs des travaux présentés dans ce chapitre sont :

(1) I’étude de la gamme de réponses de cellules issues de ’anémone de mer A. viridis
face a différentes pollutions d’origine cosmétique, de la matiére premiére au produit fini. Pour
cela nous avons utilisé un test d’écotoxicité in vitro développé au sein du laboratoire et dont le
savoir-faire a été déposé sous forme d’une enveloppe SOLEAU (n° DS02019003244; 2019).
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(i) [Dutilisation de ce test pour limiter I’impact de produits solaires sur
I’environnement marin et permettre le développement de formulations cosmétiques dans le

cadre de la démarche d’écoresponsabilité de I’entreprise SO.F.I.A Cosmétiques.

2.1.1  La pollution des océans par les produits solaires

2.1.1.1 Cremes solaires et filtres UV

Un produit cosmétique est défini comme toute substance ou tout mélange destinés a
étre mis en contact avec les parties superficielles du corps humain (en particulier la peau ou les
cheveux) dans le but de les nettoyer, parfumer ou protéger (Ministere de la Santé et de la

Prévention ; https://solidarites-sante.gouv.fr/soins-et-maladies/autres-produits-de-

sante/article/produits-cosmetiques).

Parmi ces produits, la catégorie des produits de protection solaire concerne toutes les
créemes, lotions ou huiles dont le but est de protéger la peau des effets nuisibles des
rayonnements du soleil (UVA et UVB). L’utilisation des produits solaires par le grand public
est recommandée par les organismes de santé publique, car ils jouent un réle important dans la
prévention des cancers de la peau (Sander et al., 2021). Aujourd’hui un cancer diagnostiqué sur
trois est un cancer de la peau, ce qui représente entre 2 et 3 millions de cancers cutanés dans le

monde (Organisation Mondiale de la Santé).

Ingrédients actifs :
Filtres UV

Stabilisateurs de
formulation :
solvants,
conservateurs,
émulsifiants...

Composés sensoriels :
parfums, émollients...

Additifs : extraits
naturels...

Figure 2.1. Composition d’une créme solaire ; les pourcentages sont approximatifs (Adapté depuis
https://cen.acs.org/business/consumer-products/\What-in-sunscreen-and-how-does-it-protect-your-
skin-from-the-sun-rays/99/i27 — Copyright © 2022 American Chemical Society).
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Les produits solaires sont composeés de plusieurs familles de molécules, différenciées
selon leur fonction : protection contre les UV, stabilisation du produit ou modification de la
texture du produit fini (Figure 2.1). Les composés qui donnent aux produits solaires leur réle
de protection de la peau face aux rayonnements solaires sont la catégorie des filtres UV. lls
peuvent représenter jusqu’a 30% de la composition du produit fini, et il en existe aujourd’hui
deux types majoritairement utilisés dans 1’industrie cosmétique : les filtres organiques (dits
« chimiques ») et les filtres inorganiques (dits « minéraux »). lls se différencient par leur
composition et leur mode d’action. Les premiers sont composés de molécules synthétiques dont
le role est de réagir avec les rayonnements UV et de les absorber a la place de la peau, tandis
que les filtres inorganiques sont quant a eux composés de micro ou nanoparticules de minéraux
(de zinc, de titane, de fer ou d’argile par exemple), dont la fonction est de réfléchir les UV pour

qu’ils n’atteignent pas la peau (Figure 2.2).
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Figure 2.2. Mode d’action des filtres UV organiques et inorganiques pour la protection de la peau
face aux rayonnements solaires (adapté depuis Berbel Manaia et al., 2013).

Les filtres UV sont régulierement remis en cause pour leur innocuité aupres de la santé
des utilisateurs. Certains filtres UV organiques tels que les benzophénones ou les dérivés du
camphre sont soupconnés d’avoir une activité de perturbation endocrinienne (voir pour revue
Krause et al., 2012). De plus, la plupart de ces composés sont considérés comme des agents

photosensibilisants potentiels, qui peuvent étre responsables d'allergie de contact.

L’agence nationale des médicaments et des produits de santé (ANSM) joue un role
dans la régulation des ingrédients autorisés a entrer dans la composition des produits
cosmétiques et peut en retirer certains de la liste afin de garantir la sécurité des utilisateurs. Les
décisions de retirer ou non un composeé de la liste autorisée sont proposées par la Commission
européenne sur 1’avis des experts européens indépendants du Comité Scientifique pour la

sécurité du Consommateur (CSSC). De nouveaux reglements sont ainsi publiés régulierement
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afin d’interdire 1’utilisation de produits a risques tels qu’un risque cancérogeéne, mutageéne et
reprotoxique (CMR), comme cela a été le cas avec la publication du Réglement N° 358/2014
du 9 avril 2014 (http://data.europa.eu/eli/req/2014/358/0j) interdisant 1’utilisation des

parabénes dans les produits cosmétiques. En ce qui concerne les filtres UV, la stratégie de la
Commission Européenne a été de créer une liste des molécules autorisées a entrer dans la
composition de produits cosmétiques, qui comporte actuellement 34 produits référencés

(http://data.europa.eu/88u/dataset/cosmetic-ingredient-database-list-of-uv-filters-allowed-in-

cosmetic-products).

2.1.1.2 Les impacts des crémes solaires sur I’environnement marin

L’accroissement du tourisme induit une plus forte exposition de I’écosystéme marin
cotier a une pollution due aux crémes solaires, puisqu’on estime qu’entre 4 000 et 6 000 tonnes

de crémes solaires sont rejetées en mer chaque année (Danovaro et al., 2008).

L’impact potentiel des crémes solaires (en particulier des filtres UV) sur
I’environnement n’est investigué que depuis ces deux derniéres décennies (cf. Tableau 2.1). Par
exemple, il a pu étre montré un effet des filtres UV minéraux, tels que le dioxyde de titane
(TiO2), sur la croissance des microalgues phytoplanctoniques d’eau douce (Hund-Rinke and
Simon, 2006). Dans I’environnement marin, une étude de 2008 montre, quant a elle, que des
créemes solaires impactent les récifs coralliens en induisant leur blanchissement (Danovaro et
al., 2008; McCoshum et al. 2016). De plus, Tovar-Sanchez et al. (2013) ont identifié un impact
négatif de cremes solaires sur la croissance de la diatomée Chaetoceros gracilis. Les effets de
plusieurs filtres organiques et inorganiques ont été plus particulierement mesurés sur
I’ensemble de la chaine trophique. Concernant les filtres inorganiques tels que le dioxyde de
titane (TiO2) et I’oxyde de zinc (ZnO), il a été mesuré une diminution de la croissance de
microalgues (Miller et al., 2010), une inhibition de la photosynthese des Dinoflagellés
symbiotiques des coraux (Fel et al., 2019), un blanchissement corallien (Jovanovi¢ and
Guzman, 2014; Corinaldesi et al. 2018) et méme une mortalité chez un poisson de récif (Barone
etal., 2019). Concernant les filtres organiques, le benzophénone-3 (BP3) et I’octocryléne (OC)
semblent étre les composés les plus toxiques pour les organismes marins et en particulier pour
les coraux, induisant du blanchissement, des altérations du métabolisme et de la fonction
mitochondriale, ainsi que de la mortalite (Danovaro et al., 2008; Downs et al., 2016; Stien et
al., 2018, 2020; He et al. 2019; Wijgerde et al. 2020). L impact des filtres organiques n’est pas

seulement restreint a la population corallienne : des effets négatifs ayant été observes aussi chez
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différentes especes de bactéries marines, chez des eucaryotes, chez des organismes filtreurs,
chez des crustacés (Paredes et al., 2014; Giraldo et al., 2017; Mao et al., 2017; Lozano et al.,
2020; Thorel et al., 2020 ; cf. Tableau 2.1). De plus, il a pu étre mesuré une bioaccumulation
de filtres UV organiques chez la moule, Mytilus galloprovincialis (Picot Groz et al., 2014), tout

comme chez un mammifere marin, le dauphin franciscain (Gago-Ferrero et al., 2013).
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Tableau 2.1 — Exemple d’études des effets de crémes solaires et de filtres UV sur les organismes marins présentées par ordre chronologique

Espéces ciblées

Produits testés

Effets observés

Références

Coraux :

Acropora sp.
Stylophora pistillara
Millepora complanata

Crémes solaires du commerce,
Filtres UV :

ethylhexyl methoxycinnamate, octocrylene,

benzophenone-3,
ethylhexylsalicylate,
avobenzone,
4-methylbenzylidene camphor

- Blanchissement total des coraux durs en 96h
- Perte de pigments photosynthétiques et
d'intégrité membranaire chez les zooxanthelles
relarguées

- Augmentation de I’abondance de virus

Danovaro et al.,
2008

Phytoplancton :
Thalassiosira pseudonana
Skeletonema marinoi
Dunaliella tertiolecta
Isochrysis galbana

Filtres UV :
TiO,
Zn0O

Pas d’effet du TiO,, mais diminution de la
croissance par le ZnO

Miller et al., 2010

Diatomée :
Chaetoceros gracilis

Crémes solaires du commerce

Diminution de la croissance

Tovar-Sanchez et
al., 2013

Phytoplancton :
Isochrysis galbana
Moule méditerranéenne :
Muytilus galloprovincialis
Oursin commun :
Paracentrotus lividus
Crustacé :

Siriella armata

Filtres UV :
4-methylbenzylidene-camphor,
benzophenone-3,
benzophenone-4,
2-ethylhexyl-4-methoxycinnamate

Toxicité de tous les composés, mais ECso tres
variables selon le modéle testé

Paredes et al., 2014

Corail :
Montastraea faveolata

Filtre UV :
TiO,

- Blanchissement
- Induction du géne HSP70

Jovanovi¢ and
Guzman, 2014

54



Corail : Filtre UV : - Réduction du mouvement ciliaire et Downs et al., 2016
Stylophora pistillata benzophenone-3 déformation morphologique de la planula
- Blanchissement et mortalité

Anémone : Cremes solaires - Diminution de la croissance des colonies McCoshum et al.,
Aiptasia sp. - Réduction du nombre de polypes 2016

Corail :

Xenia sp.

Microalgue marine : Filtres UV : - Toxicité pour les trois modéles (EC10 entre Giraldo et al., 2017
Isochrysis galbana octocrylene, ethylhexyl dimethyl p- 26 et 127pg/L)

Moule méditerranéenne : aminobenzoic acid - Division cellulaire de la microalgue trés

Mytilus galloprovincialis impactée

Oursin commun :
Paracentrotus lividus

Algue : Filtre UV : - Absorption des composés par les deux Mao et al., 2017
Chlamydomonas reinhardtii benzophenone-3 espéces
Cyanobactérie : - Diminution de la croissance et réduction de la
Microcystis aeruginosa teneur en chlorophylle
Corail : Filtres UV : - Blanchissement et enrichissement en Corinaldesi et al.,
Acropora sp. TiOy, microbes 2018

Zn0O
Corail : Filtre UV : - Fermeture des polypes Stien et al., 2018
Pocillopora damicornis octocrylene - Accumulation dans les tissus et

transformation par le métabolisme en acides
gras conjugueés

Poisson : Filtre UV : Perturbation du métabolome du foie et du Ziarrusta et al.,
Sparus aurata benzophenone-3 plasma 2018
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Coraux : Filtres UV : - Effet sur la colonisation des larves He et al., 2019
Seriatopora caliendrum 2-ethyl-hexyl-4-trimethoxycinnamate, - Blanchissement des larves
Pocillopora caliendrum octocryléne, benophénone-1/3/4/8 - Mortalité des larves
- Rétractation des polypes
Corail : Filtres UV : - Dommages a I’activité photosynthétique des  Fel etal., 2019

Stylophora pistillata

avobenzone, ethylhexyl triazone,
drometrizole trisiloxane, terephthalylidene
dicamphor sulfonic acid, octocrylene, ZnO

symbiotes et diminution de I’efficacité
photosynthétique maximale
- Effet plus important avec le ZnO

Poisson :
Amphiprion ocellaris

Cremes solaires du commerce contenant
les filtres UV :
benzophenone-3, TiO;

- Mortalité
- Impact sur le comportement (perturbation de
la nage et du nourrissage)

Barone etal., 2019

Corail :
Pocillopora damicornis

Filtres UV :

octocrylene, methylene bis-benzotriazolyl
tetramethylbutylphenol, benzophenone-3,
butyl methoxydibenzoylmethane,
diethylamino hydroxybenzoyl hexyl benzoate,
2-Ethylhexyl salicylate, homosalate, bis-
ethylhexyloxyphenol methoxyphenyl triazine,
diethylhexyl butamido triazone, ethylhexyl
trizaone

- Modification du métabolome
- Altération de la fonction mitochondriale

Stien et al., 2020

Coraux :
Stylophora pistillata
Acropora tenuis

Filtre UV :
benzophenone-3

- Mortalité
- Impact sur la photosynthése

Wijgerde et al.,
2020

Bactéries marines :
27 différentes espéces

Filtres UV :

benzophenone-3 (BP-3),
ethylexylmethoxycinnamate,

octocrylene, 4-methylbenzylidene camphor,
homosalate

- Inhibition de la croissance bactérienne

Lozano et al., 2020
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Crustacé :
Artemia salina
Microalgue :
Tetraselmis sp.

Filtres UV :

benzophenone-3 (BP-3), bis-
ethylhexyloxyphenol methoxyphenyl triazine
(BEMT), butyl methoxydibenzoylmethane
(BM), methylene bis-benzotriazolyl
tetramethylbutylphenol (MBBT),
2-ethylhexyl salicylate (ES),
diethylaminohydroxybenzoyl hexyl benzoate
(DHHB), diethylhexyl butamido triazone
(DBT), ethylhexyl triazone (ET), homosalate
(HS), octocrylene (OC)

- HS, BM and OC montrent une toxicité sur A.

salina (entre 54 et 88% de mortalité mesurée)
- HS, BP-3 and ES induisent une réduction de
la croissance de Tetraselmis sp.

Thorel et al., 2020

Coraux (Larves) :
Leptastrea purpurea (Lp)
Tubastraea faulkneri (Tf)
Acropora digitifera (Ad)
Acropora millepora (Am)

Filtre UV :
benzophenone-3 (BP-3)

-Mortalité larvaire
-Fixation des larves au substrat
-Sensibilités différentes : Ad>Lp>Am>

Miller et al., 2022
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2.1.2  Les solutions possibles pour réduire la pollution cosmétique

Au regard de I’importance des produits solaires en matiére de santé publique, leur
interdiction ou la diminution de leur utilisation ne constitue pas une réponse pertinente, mais
doit au contraire pousser a trouver des solutions pour minimiser 1I’impact de ces produits sur

I’environnement marin. Ces solutions peuvent étre préventives ou proactives.
2.1.2.1 Solutions préventives

La premicre solution pour limiter I’impact des pollutions cosmétiques dans le milieu
marin est de limiter la biodisponibilité de ces composés une fois relargués en mer. Pour cela, la
stratégie peut €tre de se tourner vers une texture plus résistante a I’eau afin d’éviter le relargage
des composants de la créme aprés 1’application cutanée. Plusieurs options sont possibles pour
cela, comme de choisir une formulation anhydre (sous forme d’huile ou de stick solide par
exemple), de créer des émulsions « eau dans huile » pour augmenter 1’affinité du produit avec
la peau, ou encore d’ajouter des agents filmogeénes tels que des polymeres pour créer une couche

hydrophobe a la surface de la peau (Rigano, 2014).

La formulation et le choix des matiéres premiéres sont ensuite des étapes clés de la
création d’un produit cosmétique écoresponsable. L’écoconception est une tendance qui prend
de I’ampleur dans I’industrie cosmétique (Pense-Lheritier, 2013) ; elle se définit par une prise
en compte systématique des aspects environnementaux lors de la conception et le
développement de produits afin d’en réduire les impacts environnementaux au long de leur
cycle de vie (Norme AFNOR NF X30-264). Une pré-évaluation écotoxicologique peut par
exemple €tre mise en place dans le cadre d’une démarche d’écoconception afin de s’ informer
de la toxicité connue des matieres premieres entrant dans la composition du produit solaire.
L’utilisation de bases de données est tres utile dans ce cas, comme celles mises en place par des
entreprises de conseil en écotoxicologie (i.e. Toxiplan) ou les méthodes de calcul d’un score
hypothétique en amont des formulations (Kunze et al., 2021). Cependant, cette prospection
reste limitée aux données déja existantes concernant les risques associés a 1’utilisation de ces

substances chimiques au regard de I’environnement.

Les reglementations mises en place dans le domaine de la cosmétique varient
fortement entre les pays, pouvant aller de 1’autorisation obligatoire pour chaque maticre

premiére mise sur le marché comme en Chine (https://marketing-chine.com/reglementation-
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des-produits-cosmetigues-en-chine consulté le 30/10/2022) a [Dinterdiction de certaines

substances spécifiques en cas de suspicion d’impact négatif (i.e. Réglement Européen : CE No
1223/2009). Certains territoires ont ainsi pris la décision radicale d’interdire toute vente,
utilisation ou importation de produits cosmétiques contenant certains filtres UV décriés. C’est
le cas a Hawai, ou le conseil du comté¢ de Maui a adopté a I’unanimité un projet de loi
concernant I’interdiction de I’utilisation des filtres solaires non minéraux oxybenzone et
méthoxycinnamate d'éthylhexyle. Par ailleurs, Palau a été le premier pays du monde a interdire
tous les ingrédients de crémes solaires soupgonnés d’étre toxiques pour les récifs coralliens dés

2018  (https://www.palaugov.pw/the-republic-of-palau-adopts-the-worlds-strictest-national-

sunscreen-standard). Les filtres UV tels que ’octocryléne et 1’oxybenzone, ainsi que des

conservateurs, sont ainsi placés sur une liste rouge et interdits d’usage dans le pays. La stratégie
choisie par ces pays est basée sur le principe de précaution. Cela pousse ainsi les entreprises du

marché cosmétique a s’adapter le plus en amont possible a ces changements de réglementations.

Toujours dans un but de suivre les réglementations présentes et futures instaurées dans
de nombreux pays, les industries cosmétiques mettent au point par ailleurs de nombreuses
innovations, parmi lesquelles la technologie de la micro-encapsulation. Celle-ci repose sur une
méthode d’enrobage d’un principe actif au sein d’une microparticule jouant le role d’enveloppe
de protection. La capsule peut alors étre congue dans le but de libérer le produit a un moment
souhaité de 1’utilisation, ou bien de le garder encapsulé¢ afin d’éviter tout passage transdermique
ou relargage direct dans le milieu. De nombreux industriels se tournent vers cette solution
¢galement pour I’amélioration de la stabilit¢ du produit dans le temps, car la micro-
encapsulation protege les principes actifs, dont les filtres UV, de la photodégradation et de la

formation de dérivés nocifs pour ’utilisateur ou I’environnement (Downs et al., 2021).

Enfin, on peut se préoccuper de la fin de vie du produit dans le milieu aquatique en
mesurant sa biodégradabilité. Une substance est dite biodégradable si, sous [’action
d’organismes vivants (bactéries), elle peut se décomposer en éléments divers sans effet nuisible
pour I’environnement. L’Organisation de Coopération et de Développement Economiques
(OCDE) deécrit deux méthodes standardisées pour mesurer la biodégradabilité en eau de mer de
produits chimiques dans la ligne directrice OCDE 306 (OCDE, 1992). Ce sont ces deux
protocoles, utilisant soit une méthode de « flacon agité » soit de « flacon fermé » pour mesurer
la dégradation des composés dans de I’eau de mer naturelle, qui sont majoritairement mis en
place chez les industriels afin d’obtenir un pourcentage maximal de biodégradabilité pour leur

produit.
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2.1.2.2 Solutions proactives

D’autres solutions s’offrent aux industriels de la Cosmétique. Elles sont ici définies
comme proactives, et se basent sur une quantification précise de I’impact du produit sur des
organismes marins ou sur des méthodes analytiques pour identifier spécifiquement la présence

de certains polluants (Muralikrishna and Manickam, 2017).

L’environnement marin étant le plus grand puits de polluants de la planéte, les
premiers essais de surveillance de la pollution marine remontent maintenant a plusieurs
décennies, via I’utilisation d’une espéce généralement utilisée comme bio-indicateur, la moule
marine, Mytilus edulis (Goldberg, 1975). Depuis, des protocoles normalises ont été proposés,
appelés bioessais. Les bioessais marins sont diversifiés tant en termes de modéles, tels que des
especes végetales (macro et microalgues), des invertébrés (moules, oursins, crevettes, etc.) ou
des poissons (voir pour revue Anderson et al., 2016), qu’en stades de développement (de
I’embryon a I’adulte). Actuellement, ces méthodes d’évaluation reposent sur I’exposition d’une
espece donnée a un polluant, suivie de la mesure de parametres tels que leur taux de survie, leur
croissance, ou encore la mesure de biomarqueurs chimiques et moléculaires (Rosner et al.,
2021). Aujourd’hui les seuls tests d’écotoxicité de produits solaires sur les animaux marins sont

réalisés sur des organismes vivants, de la larve a I’adulte (cf Tableau 2.1).

Méme s’ils permettent une mesure directe de I’impact de polluants sur des organismes
modéles, les tests d’écotoxicité sur animaux ont toutefois certaines limites, aussi bien
techniques qu’éthiques (Walker, 2008). Tout d’abord, la variabilité¢ qu’implique 1’utilisation de
plusieurs individus peut se révéler trés importante selon les espéces utilisées (Rosner et al.,
2021), de méme que le codt biologique que cela représente lorsque les parametres mesures
impliquent le sacrifice des individus. Ces fortes contraintes ont été prises en compte ces
derniéres années tant au niveau national qu’européen afin de limiter 1’utilisation et le sacrifice
d’animaux dans le cadre de bioessais. L’Agence européenne des produits chimiques (ECHA)
recommande ainsi dans le cadre de la reglementation REACH d’éviter I’utilisation d’animaux
pour les essais et de rechercher des solutions alternatives. Par ailleurs, en 2015 I’ONU a établi
des Objectifs de Développement Durable (ODD) concernant la protection et la conservation
des Océans (ODD14) et visant a réduire, voire bannir ’utilisation d’animaux prélevés dans le
milieu marin évitant ainsi une atteinte a la biodiversité marine déja menacée par les activités

anthropiques.
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a. Les tests in vitro comme alternative écoresponsable

Pour pallier aux limites que montrent les tests d’écotoxicologie couramment utilisés,
les approches in vitro semblent étre une alternative pertinente. L’utilisation de cultures
cellulaires ou de cellules isolées permet d’accéder a une échelle plus fine de la réponse a un
polluant, tout en offrant de nombreux avantages en termes de disponibilité, de reproductibilité
et de codts (Bols et al., 2005). Tout d’abord d’un point de vue éthique et environnemental, les
tests in vitro sont particuliérement pertinents, car évitant le sacrifice d’organismes vivants. Ils
sont également généralement plus faciles a mettre en ceuvre et offrent des résultats plus fiables.
En effet, ces tests sont reéalises sur des populations homogénes de cellules permettant de se
dédouaner totalement de la variabilité individuelle inhérente aux tests sur organismes vivants.
En effet, ces modeles biologiques simplifiés permettent d’effectuer des tests dans des conditions
controlées et sans I’influence de paramétres environnementaux ni de la complexité des traits de

vie de I’animal (sexe, période de reproduction, age...).

Concernant les tests in vitro d’écotoxicologie marine, les seuls bioessais existants sont
basés sur une analyse dose-réponse d’un polluant sur des cultures de microalgues ou de
bactéries marines (i.e. Norme 1SO 10253:2016, Norme 1SO 11348-1:2007). Ces tests tirent
profits de la facilité et rapidité de culture de ces organismes ainsi qu’un faible colt de mise en

auvre.

Sur les invertébrés marins, ce n’est que plus récemment qu’ont débuté des essais pour
mettre au point des modeles d’étude in vitro. Plusieurs travaux se sont succédé pour aboutir a
la mise en cultures de cellules issues de crustacés, éponges ou encore d’holothurie (Odintsova
and Khomenko, 1991; Odintsova et al., 1994; Pomponi et al., 1998; Walton and Smith, 1999;
de Caralt et al., 2007; Hu et al., 2008; Vandepas et al., 2017; Rodriguez Hernandez, 2020).
Cependant, aucune lignée cellulaire d’invertébré marin n’est disponible a ce jour (voir pour
revue Cai and Zhang, 2014). En effet, on observe encore régulierement des proliferations de
contaminants (Grasela et al., 2012), mais également un arrét de la division environ 24 a 72h
apres la mise en culture, probablement & cause du manque de connaissances en termes de
besoins nutritifs et de facteurs de croissance essentiels a des cellules marines en culture
(Rinkevich, 1999, 2005, 2011).
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b. Les tests d’écotoxicité in vitro sur les cultures cellulaires de Cnidaires

Les Cnidaires sont une famille d’animaux représentatifs des €cosystémes marins
cotiers, et sont donc 1’une des cibles des pollutions marines liées notamment aux produits
solaires. C’est pourquoi il semble primordial de mettre au point un outil in vitro permettant
d’effectuer des bioessais sur ces modeles et ainsi mieux évaluer les impacts de polluants sur ces

organismes sentinelles.

Les premiers essais portant sur des Cnidaires ont concerné dans les années 90
I’anémone de mer Aiptasia pulchella (Gates and Muscatine, 1992) et ont abouti a une
dissociation de cellules viables pendant quelques heures in vitro. Depuis, d’autres travaux ont
permis d’obtenir des cellules en culture d’une durée de vie de quelques jours a quelques
semaines (Frank etal., 1994; Kopecky and Ostrander, 1999; Khalesi et al., 2008; Huete-Stauffer
et al., 2015; Kawamura et al., 2021), mais aucune lignée cellulaire n’a pu voir le jour a la suite

de ces avancées.

Néanmoins, 1’établissement d’une culture cellulaire primaire a partir de tentacules
d’une anémone de mer meéditerranéenne, Anemonia viridis (Barnay-Verdier et al., 2013), a
représenté un progres trés encourageant et a ouvert la voie vers de nouvelles approches. En
effet, cet outil in vitro mis au point en interne dans notre laboratoire a montré de nombreux
avantages pour une utilisation en bioessai (Figure 2.3). Parmi ces avantages, on peut souligner
une durée de vie des cultures de plusieurs mois, la capacité a mener des analyses fonctionnelles
par la mesure de parametres cellulaires et biochimiques (Ventura et al., 2018), ainsi que la
possibilité de cryopréserver ce matériel biologique et de le rendre accessible en continu (Fricano
etal., 2020). Enfin une caractérisation fine des primo-cultures a permis d’établir que les cellules
obtenues, de morphologie homogeéne, ont une signature moléculaire d’origine gastrodermique

(Ventura, 2016; Ventura et al., 2018).

L’ensemble de ces données nous a amenés a nous tourner vers cet outil pour mettre au

point un procédé de test d’écotoxicité marine in vitro applicable aux produits cosmétiques.
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L’}J Technologie in vitro sans sacrifice d’organisme vivant
% Cryopréservation possible — Disponibilité de cellules en continu
Z Durée de vie des cultures : jusqu'a plusieurs mois

©
@9 Type cellulaire : cellules gastrodermales (concernée par |la symbiose in vivo)
(=)

q Mesure de paramétres cellulaires précis : viabilité et croissance

Figure 2.3. Résumé des principaux avantages de la culture cellulaire d’Anemonia viridis pour des
tests d’écotoxicologie

2.2 Objectif n°1 : Utilisation d’un test d’écotoxicité marine in vitro pour des

analyses de I’impact de produits cosmétiques

Avant mon arrivée en thése, un protocole de test de cytotoxicité in vitro basé sur la
culture cellulaire d’A. viridis avait été établi (savoir-faire protégé par une Enveloppe Soleau
n°DS02019003244). Mon principal objectif a alors été de valider ce protocole, par I’obtention
de preuves de concept, en tant que test d’écotoxicité marine in vitro pour appréhender 1I’impact
de produits issus de I’industrie cosmétique, tels que des produits solaires, sur 1’écosystéme
récifal. Pour cela il a fallu définir des protocoles expérimentaux pour nous permettre de tester
différents types de produits, de la matiere premiére au produit fini, différentes textures et

compositions, afin d’évaluer I’applicabilité de ce test en tant que bioessai.
2.2.1  Matériel et méthodes

2.2.1.1 Test de cytotoxicité

Le savoir-faire associé a ce test est protégé depuis 2019 par une Enveloppe Soleau
(numéro DS0O2019003244). Certains détails de la méthodologie utilisée ne seront donc pas

dévoilés dans ce manuscrit.

Briévement, le test repose sur ’utilisation de cultures primaires de cellules isolées a
partir de tentacules de spécimens d’A. viridis maintenus en aquarium au laboratoire. Les

animaux sont élevés a une température de 20°C +/- 0,5°C ; une barre de LED (aquarium LED
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450nm-Deckey) a fourni de la lumiére a un éclairement constant de 100pmol m2.s™. Les

anémones sont nourries 2 fois par semaine avec des huitres.

Les cellules sont cultivées en chambres de culture a une température de 20°C +/-
0,3°C dans un milieu de culture adapté par le laboratoire a partir du milieu commercial GIM
(Grace Insect Medium ; GIBCO) (Ventura et al., 2018).

Les cellules en culture sont incubées en présence des différents produits selon une
cinétique définie de 7 jours, permettant de mener une analyse compléte de parameétres
cellulaires : viabilité et croissance (Ventura et al., 2018; Fricano et al., 2020). Pour chaque
expeérience un contrdle, correspondant aux cellules en condition similaire sans le produit testé,

a été effectué.

Les matieres premiéres, les filtres UV organiques avobenzone et benzophenone-3, ont
été achetées chez SIGMA-ALDRICH. Pour ces deux filtres, la gamme des concentrations
testées pour établir I’ECso s’est basée 1) sur la concentration maximale de dissolution dans le
diméthylsulfoxide (DMSO ; Sigma-Aldrich), et correspondant a la concentration la plus haute
de la gamme, ii) sur des données de la littérature (concentrations retrouvées dans le milieu
marin, concentrations testées lors de tests d’écotoxicologie sur d’autres modeles d’étude), et iii)
sur les indications des industriels sur les concentrations utilisées dans les produits solaires.

L’avobenzone a donc été testé entre 0 et 100mg/L et le benzophenone-3 entre 0 et 10mg/L

Les melanges de filtres ont été fournis par un fabricant de cosmétiques dans le cadre
de prestations réalisées par le laboratoire ; en raison de secret industriel et de propriété
intellectuelle des résultats de tests, la composition de ces mélanges nous est inconnue et ils
seront anonymiseés par les dénominations « M1, M2 et M3 ». Les cremes solaires commerciales
(produits finis) proviennent de prestations réalisées par le laboratoire, mais également de
produits achetés dans le commerce. Parmi les différents produits testés, certains peuvent étre
lipophiles ou hydrophiles, en fonction de leur composition. Afin d’assurer une dissolution
maximale de chacun des produits dans le milieu de culture et aux concentrations finales
définies, différents solvants ont donc da étre utilisés : le DMSO et le dioxane (Sigma-Aldrich).
Une concentration maximale de 1% de chacun de ces solvants dans le milieu de culture a été
ajoutée en condition contrdle (i.e. les cellules cultivées sans traitement) afin de s’assurer de leur

innocuité.
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Pour les formulations (mélanges de filtres UV) ou les produits finis, une seule
concentration, définie comme la concentration maximale estimee (CME) pouvant se retrouver
dans I’environnement marin cotier, a été testée. Cette CME prend en compte la quantité de
produit solaire déposée sur la peau, suivant les recommandations de la Food and Drug
Administration (FDA), correspondant a 2g/cm? et la quantité estimée étre relargué dans le
milieu marin, a savoir un quart du produit appliqué soit 0,5mg/cm? (Danovaro et al., 2008).
Pour les mélanges de filtres, suivant la concentration finale utilisée dans le produit fini (a
I’indication du fournisseur), un calcul de proportionnalité a été appliqué a la CME pour définir

la concentration a tester.

Tous les tests ont été réalisés sur n > 3 expériences indépendantes (i.e. réplicats
biologiques). Et pour chaque condition, au moins n > 3 puits (i.e. réplicats techniques) ont été

testés.
2.2.1.2 Traitement des données

Pour chaque matiere premiére testée, une concentration efficace ECso, correspondant
a la concentration en substance qui engendre un effet différent de 50% par rapport au
témoin/contréle, a été calculée. En 1’occurrence, ici, I’ECso correspond a la concentration a

laquelle on observe une diminution de 50% de la croissance cellulaire.

Les résultats de viabilité et de croissance sont donnés sous forme de moyenne calculée
sur tous les puits testés pour chacune des conditions. Les résultats sont présentés sous la forme
d’un ratio par rapport a la valeur moyenne des puits contrdles, fixée arbitrairement a 1. L’erreur

standard a la moyenne a ensuite été calculée selon la formule suivante :
esm = >
~vn

esm : écart de la moyenne de 1’échantillon
par rapport a la moyenne de la population
Sd : écart-type de I’échantillon

n : taille de I’échantillon
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2.2.1.3 Statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées sous R par des tests Anova ou Kruskal-
Wallis, suivis les tests post-hoc respectifs Tukey et Dunn en fonction ou pas de la normalité de
distribution des données. La normalité de la distribution des données a été testée par un test
Shapiro-Wilk, et par un test d’homoscédasticité des variances de Bartlett. La p value du test
(correspondant a une condition par rapport a son contréle) est représentée par des * sur les

graphiques, * correspondant a p<0,05, ** a p<0.01 et *** a p<0.001.
2.2.2  Résultats et discussion

Des tests ont tout d’abord été effectués avec des matiéres premieres couramment
utilisées dans les cosmétiques, a savoir deux filtres UV organiques : avobenzone et
benzophénone-3 (Figure 2.4). Aucune mortalité cellulaire n’a été détectée pour ces deux filtres
jusqu’a leur maximum de solubilit¢ dans le DMSO. Ces deux produits ont cependant montré
un effet significatif sur la croissance cellulaire des cultures d’A. viridis aprés 7 jours de
traitement. L’ECsode chacun des filtres UV a été mesuré a 1,46mg/L (soit environ 4,7uM) pour
I’avobenzone et 1mg/L (soit environ 4.4uM) pour le benzophénone-3. Bien que peu d’études
aient été menées sur I’effet de ces filtres chez les Cnidaires, nos résultats mettent en évidence
une sensibilité du test qui est en accord avec la littérature. Par exemple pour I’avobenzone, Fel
et al. (2019) ont montré un effet a partir de 1mg/L sur la photosynthése de microcolonies du
corail Stylopholora pistillata et une mortalité des 5mg/L. Les etudes menées sur différentes
especes de corail (microcolonies adultes ou larves) ont quant a elles permis de mesurer une
concentration létale de 50% (LCso) du benzophénone-3 comprise entre 1 et 3mg/L (Downs et
al. 2016 ; He et al. 2019 ; Stien et al. 2020). A titre de comparaison, il a été montré une toxicité
de I’avobenzone induisant de la mort cellulaire par apoptose sur des cellules humaines a partir
de 10uM et une réduction de leur prolifération a partir de 5uM, expliquant sa limitation par la
Commission européenne a 5% du produit fini (Yang et al., 2018). Egalement, I’avobenzone
provoque une réaction inflammatoire chez des cellules humaines (O’Keefe et al., 2016) et
montre une concentration de 50% d’inhibition de croissance (ICso) sur des kératinocytes a
0.36puM (Hayden et al., 2005). En ce qui concerne le benzophenone-3, il est autorisé jusqu’a
6% du produit fini aux Etats-Unis et 10% en Europe. Sur des lignées cellulaires humaines, il a
été démontré une activité de perturbation endocrinienne du benzophenone-3 a partir de 0.01uM
(Kim and Choi, 2014).
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Figure 2.4. Effet de différentes concentrations d’avobenzone (A) et de benzophénone-3 (B) sur la

croissance cellulaire de cellules d’A. viridis en culture aprés 7 jours de traitement. * p<0.05 ;
*** p<0.001

Des tests sur des blocs de formulation, composés de mélanges de filtres UV (dont nous
ne connaissions pas la composition) et fournis par un fabricant de produits cosmétiques, ont
également été réalisés. Dans la Figure 2.5, sont présentés comme exemple représentatif des
différentes expériences menées sur des blocs de formulation, les résultats obtenus sur 3
mélanges de filtres UV différents (M1, M2, M3). Les trois mélanges testés ne présentent aucun
effet significatif sur la viabilité cellulaire (Figure 2.5 A). Cependant, ces mélanges ont montré
des effets significatifs plus ou moins drastiques sur la croissance cellulaire (Figure 2.5 B), allant
d’une inhibition de 80% pour le mélange M2 a 44% pour le mélange M3. Le mélange M1 induit
quant a lui une inhibition intermédiaire de 60% de la croissance cellulaire par rapport au

controle.

L’utilisation de tests de toxicité sur des mélanges de molécules reste une stratégie peu
utilisée dans le domaine de 1’écotoxicologic et notamment pour les fabricants de cosmétiques.
Pourtant, il a été montré que les effets combineés de plusieurs matiéres premiéres peuvent révéler
des effets additifs voire des synergies, comme c’est le cas pour I’'impact de pesticides (Ngrgaard
and Cedergreen, 2010) ou encore précisément pour I’impact de plusieurs filtres UV combinés
(Park etal., 2017) sur le crustacé Daphnia magna, mais également sur le poisson-zébre (Cahova
et al.,, 2021). Une étude montre également des interactions entre des filtres UV et des
bisphénols, molécules issues de 1’industrie du plastique et fortement susceptibles de se retrouver
en contact avec les cremes solaires (Kudtak et al., 2022), illustrant I’intérét d’un test applicable
a des produits finis dans le domaine de la cosmétique, ou 1’on crée des formulations avec
plusieurs types de molécules aux fonctions différentes et aux potentielles interactions et

synergies.
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Figure 2.5. Effet de différents mélanges de filtres M1, M2 et M3 sur la viabilité cellulaire (A) et la
croissance cellulaire (B) de cellules d’A. viridis en culture aprés 7 jours de traitement. ** p<0.01 ;
*** p<0.001

Notre objectif étant de pouvoir appliquer ce test d’écotoxicité marine in Vvitro pour
appréhender ’effet de produits solaires sur I’écosysteéme récifal, nous avons étendu notre étude
a des produits finis. Ainsi, nous avons effectué des tests sur plusieurs produits solaires achetés
dans le commerce. Les trois produits testés ont été sélectionnés au regard des allégations
écoresponsables qui leur étaient associées, a savoir respectivement « Respect de la peau et de
I’océan » (P1), « Respectueux I’environnement marin » (P2), ou encore « Testé en condition

marine » (P3).

Les résultats pour ces trois produits ont montré des réponses trés contrastées (Figure
2.6). En effet, le produit P1 a montré un effet significatif sur les deux paramétres cellulaires,
diminuant de 15% la viabilité et de 66% la croissance cellulaire, tandis que le produit P3 n’a
montré aucun effet significatif sur les deux paramétres. Le produit P2 a quant & lui montré un
effet intermédiaire, diminuant de 19% la viabilité cellulaire, mais ne montrant qu’un effet non
significatif sur la croissance cellulaire. Ces résultats soulignent ainsi le besoin de bioessais

robustes en appui aux allégations proposees par les producteurs.

68



(A) (B)
1.2 1.2
o 2
if 1 - *okk * % 10 [
3 4
s [
o6 2 06
% -; * Kk
goa S 04
: I
§o2 g 02
o
0 0.0
contréle P1 P2 P3 contrdle P1 P2 P3
Figure 2.6. Effet de différentes crémes solaires du commerce P1, P2 et P3 sur la viabilité cellulaire

(A) etla croissance cellulaire (B) de cellules d”A. viridis en culture aprés 7 jours de traitement. * p<0.05 ;
*** p<0.001

Les résultats obtenus nous ont permis de valider notre test d’écotoxicité in vitro comme
une nouvelle approche innovante pour évaluer 1’impact sur I’écosysteme récifal de différents
types de produits, tels que des produits cosmétiques solaires. En effet, notre test présente une
sensibilité et une reproductibilité suffisantes et nécessaires pour identifier des produits ou
matiéres ayant une écotoxicité forte (effet significatif sur la viabilité et la croissance), et ceux
ayant un impact limité. Ce sont les critéres requis pour valider une méthode d’analyse

d’écotoxicité robuste et pertinente.

La gamme de réponses s’est révélée assez précise pour nous permettre de calculer des
ECso sur plusieurs matieres premiéres couramment utilisées dans les formulations cosmétiques,
mais également de mesurer I’effet de mélange de filtres UV, voire de produits finis déja
commercialisés et utilisés par les consommateurs. De plus, la reproductibilité du test a pu étre

validée au regard des résultats obtenus sur les différentes expériences indépendantes.

Par ailleurs, ce test s’est révelé applicable a une grande variété de produits, ce qui n’est
pas le cas aujourd’hui de la plupart des tests utilisés dans I’écotoxicologie ou qu’on peut trouver
dans la littérature. En effet, a I’exception de quelques rares études (Danovaro et al., 2008;
Tovar-Sanchez et al., 2013; Barone et al., 2019), ce sont majoritairement des matieres premieres
qui sont testées sur des modéles marins. Le test mis au point dans cette étude est quant a lui
adapté a plusieurs types de produits, offrant ainsi la possibilité de tester des produits complexes
afin de prendre en compte les effets combinés voire les synergies qui peuvent se produire, mais
¢galement de faciliter les choix au moment de la conception d’un produit en comparant

directement plusieurs blocs de formulations tels que des mélanges différents de filtres UV.
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En outre, les résultats obtenus avec des crémes solaires d’ores et déja commercialisées,
avec des allégations relatives a leur impact sur I’environnement marin, ont été trés contrastés
(Figure 2.6), posant alors des questions sur les arguments environnementaux qui y étaient
associ¢es. En effet, ces trois produits sont porteurs d’arguments commerciaux qui laissent
penser qu’une démarche d’écoconception a ¢été entreprise chez le fabricant, mais sans
nécessairement €tre associée a des résultats de tests d’écotoxicologie. En effet, les allégations
sont généralement basées sur une analyse in silico des matiéres premieres utilisées voire
simplement par 1’absence d’utilisation de molécules décriées pour leur impact potentiel sur
I’environnement marin sans apporter de preuve de I’innocuité du produit. En 1’absence actuelle
de reglementation quant a la toxicité sur I’environnement marin des produits commercialisés,
seule une démarche volontaire de la part des industriels permet au consommateur d’étre éclairé
sur I’'impact de ses produits cosmétiques. Cela pose logiquement des questions quant a la
fiabilité des allégations apposées aux produits cosmétiques et illustre le besoin de tests robustes
pour obtenir des arguments écoresponsables solides et garantir aux consommateurs la démarche

du fabricant.

Aprés avoir validé la pertinence et la robustesse du test d’écotoxicité in vitro basé sur
les cultures cellulaires d’A. viridis, 1’objectif a été de le placer au cceur d’une démarche
complete de création de produits solaires écoresponsables au sein de I’entreprise SO.F.IL.A

Cosmétiques.

2.3 Objectif n°2 : La création d’une gamme de solaires a faible écotoxicité

Face au constat de I’augmentation des pollutions et les dangers que les cosmétiques
représentent pour les écosystémes marins cotiers, 1’objectif des industriels est de développer
des gammes de cosmétiques solaires qui n’impactent pas 1’environnement marin dans lequel ils
sont susceptibles de finir leur vie. Le second objectif de ce chapitre a été d’identifier des
solutions a chaque étape de développement d’un produit et d’y coupler un test d’écotoxicité
marine robuste afin d’atteindre une toxicité minimale des produits finis et ainsi créer une
gamme de produits solaires a faible écotoxicité marine. Cela a été fait dans le cadre de mes
missions au sein de I’entreprise SO.F.I.LA Cosmétiques dans le cadre du développement d’un
produit solaire écoresponsable. Les produits cosmétiques sont développés par le laboratoire
SO.F.ILA Cosmétiques en sélectionnant rigoureusement les ingrédients afin qu’ils respectent

plusieurs critéres. Ils doivent avoir une innocuité non seulement pour la santé de 1’utilisateur,
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mais également pour I’environnement dans lequel ils pourraient étre présents apres utilisation.
La biodégradabilité du produit est également testée et doit étre optimale. Les produits
cosmétiques doivent respecter un cahier des charges précis de performance quant a la tolérance
cutanée, I’efficacité en termes de protection solaire et de résistance a I’eau. La conservation du
produit doit également étre garantie et n’avoir recours qu’aux seuls conservateurs « listés », a
savoir autorisés par le Reglement Cosmétique. Enfin, ce strict cahier des charges doit étre

complété par les volontés du client quant a la sensorialité et les attentes du consommateur final.

Une étude bibliographique a écarté I'utilisation de plusieurs filtres UV, dont les
benzophénones, 1’éthylhexyl methoxycinnamate, 1’octocryléne, ou encore les dérivés du
benzylidéne camphre, qui ont tous montré des effets néfastes sur plusieurs modéles marins, et
plus particulierement sur les coraux (voir Tableau 2.1). Les quantités de filtres UV utilisés dans
les formulations dépendaient de la protection solaire (SPF) attendue. Les choix concernant tous
les autres types d’ingrédients en dehors des filtres UV ont été déterminés par les membres de

I’équipe R&D de SO.F.I.LA Cosmétiques.

Les produits cosmétiques et plus particulierement les écrans solaires peuvent prendre
différentes formes, en fonction de 1’effet recherché en termes de sensorialité et de confort
d’utilisation, et en fonction des attentes des consommateurs finaux. Ainsi, méme si les produits
solaires prennent en majorité la forme d’émulsions et donc de crémes, des produits a différentes
textures sont aujourd’hui développés, plus ou moins liquides pour étre utilisés en spray par
exemple, mais également des huiles et des sticks solides. En dehors des considérations de
sensorialité de la texture du produit et des volontés commerciales, le choix du formulateur pour
créer un produit solaire sous forme d’huile, de créme ou de stick par exemple peut dépendre du

niveau de protection solaire voulu (Couteau et al., 2016).

La stratégie de SO.F.I.LA Cosmétiques a été a la fois préventive, par le choix de
matieres premieres et par une formulation écocongue, mais également proactive par 1’utilisation
du test d” écotoxicité in vitro mis au point au cours de 1I’Objectif n°1. Dans le cadre de mes
missions, afin de déterminer I’impact environnemental de produits solaires, j’ai entrepris des
approches comparatives pour évaluer : (i) si le type de filtre UV pouvait influencer la toxicité
d’un produit fini ; (ii) si les textures les plus courantes sur le marché, la créme et I’huile, avaient
un impact différent; (iii) si le type de filtre UV (organique ou inorganique) seul pouvait avoir

une influence sur la toxicité finale.
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2.3.1  Matériel et méthodes

2.3.1.1 Produits testés

Plusieurs comparatifs ont été effectués entre différents produits de protection solaire
afin de déterminer le role de différents paramétres sur 1’impact environnemental des
formulations. Les produits ont été formulés par 1’équipe R&D de SO.F.I.A Cosmétiques ; en
raison de secret industriel et de propriété intellectuelle des résultats de tests, la composition de

ces produits ne sera pas communiquée et ils seront anonymisés dans les résultats de ces travaux.

Dans un premier temps, deux types de textures de produits solaires ont été comparés,
a savoir une creme et une huile aux compositions semblables (contenant toutes les deux un

mélange de filtres organiques).

Par la suite, une créeme solaire contenant un mélange de filtres organiques (nommée
« Organique ») a été comparée a deux cremes solaires contenant des filtres UV minéraux
différents, a savoir du TiO2 pour 'une (nommée « TiO2 ») et du ZnO pour ’autre (nommée
« ZnO »), afin de déterminer si le type de filtre UV utilisé a une influence sur le résultat du test
d’écotoxicologie. Il est néanmoins précisé que, bien que leur SPF final était comparable, la

composition précise des trois types de creme ne nous a pas été communiquée.

Enfin, deux formulations qui avaient été sélectionnées pour leurs résultats en termes
de performance (méme SPF, conservation, biodégradabilité, etc.) ont fait I’objet d’une
comparaison sur le plan écotoxicologique afin de déterminer la version ayant le moins d’impact
et qui sera ensuite commercialisée. Dans ce contexte, les deux formulations étaient connues et
ne différaient que par I’'un des filtres solaires utilisés dans le mélange de filtres : la
Formulation 1 contenait du TiO2 et la Formulation 2 contenait a la place du Ethylhexyl
Triazone, un filtre organique aussi commercialisé sous le nom de Uvinul T150. D’autres filtres
organiques (ici non cités), identiques dans les deux formulations venaient compléter les deux

produits finis.
2.3.1.2 Tests d’écotoxicologie sur cellules d’Anemonia viridis

Le protocole de test est le méme que celui décrit précédemment dans la partie 2.2 de

ce chapitre, suivant le savoir-faire associé.
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2.3.1.3 Rédaction des rapports d’études

Pour chacun des groupes de produits testés, un rapport d’étude est rédigé et fourni a
I’équipe R&D de SO.F.ILA Cosmétiques afin que des choix puissent étre faits quant a une
validation d’un produit pour le client ou la reformulation d’un produit pour qu’il atteigne un

objectif.

Chaque rapport d’étude comprend un rappel des méthodes employées, un descriptif
des produits testés et des références associées, ainsi que tous les résultats des tests sur ces
produits. Les valeurs de viabilité et croissance cellulaires sont ainsi présentées sous forme de
tableaux, accompagnés des graphes associés et des informations quant a la significativité

statistique des différences observées par rapport au contrdle.

2.3.2  Résultats et discussion

2.3.2.1 Comparatif de types de texture

Afin de comparer deux des principales textures que peuvent avoir les produits solaires,
nous avons procédé au test de cytotoxicité selon les mémes conditions, de la dissolution du

produit a la phase de traitement des cellules.

Les tests ont montré un effet faible, mais significatif pour les deux produits testés sur
la viabilité cellulaire aprés 7 jours de traitement (Figure 2.7). La différence observée entre la
condition contréle et le produit « Créme » dans le cas de la viabilité cellulaire ne représente une
diminution que d’environ 4%, ce qui peut sembler négligeable face a la diminution de prés de
13% qu’induit le produit « Huile ». De plus, nous n’avons observé un effet significatif sur la
croissance cellulaire qu’apres le traitement avec le produit « Huile », la réduisant de 64%. Ces
résultats suggerent ainsi un impact plus important de la texture huile par rapport a une émulsion

en créme.
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Figure 2.7. Effets de deux produits de protection solaire (une texture créme et une texture huile) sur

la viabilité et la croissance cellulaire des cultures d’A. viridis apres 7 jours de traitement. * p<0.05 ;
*** n<0.001

2.3.2.2 Comparatif de formulations avec filtres minéraux ou filtres organiques

Les deux types de filtres UV, organiques ou inorganiques, ont montré dans la
bibliographie des effets néfastes sur I’environnement ou des organismes marins. Le protocole
employé dans cette étude permet de comparer les formulations cosmétiques contenant les deux
types de filtres UV en les testant dans les mémes conditions et sur le méme modeéle biologique.
Les crémes contenant les filtres UV minéraux ont eu des résultats similaires sur le modéle, a
savoir une mortalité de 67% et de 57% (respectivement pour la créme contenant du TiO2 et
celle contenant du ZnO) et un arrét total de la croissance aprés 7 jours de traitement (Figure
2.8). La créeme contenant un melange de filtres organiques n’a quant a elle pas montré d’effet
sur la viabilité cellulaire aprés 7 jours de traitement, mais a réduit significativement de 40% la
croissance cellulaire apres le traitement. Ces résultats montrent donc un effet plus important
des créemes contenant des filtres UV minéraux sur les parameétres cellulaires testés, et se
différencient peu entre eux dans leur impact cytotoxique. Ce résultat est cependant a nuancer
par le fait que d’autres composants peuvent différer entre les cremes et étre impliqués dans les

différences observées.
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Figure 2.8. Effets de créemes solaires contenant un filtre UV minéral (TiO2 ou ZnO) et d’une créme

solaire contenant un mélange de filtres organiques sur la viabilité et la croissance cellulaire des cultures
d’A. viridis aprés 7 jours de traitement. ** p<0.01; *** p<0.001

2.3.2.3 Le cas d’une reformulation

Au cours de ma these, j’ai été directement impliquée dans le choix d’une formulation
éco-responsable par ’analyse de deux crémes dont la composition ne différait que par la
présence d’un filtre minéral ou organique. Les deux formulations avaient néanmoins été
sélectionnées pour leurs performances et pour leur respect du cahier des charges imposé. La
Formulation 1, contenant un mélange de filtres organiques et du TiO2, a montré une réduction
de la viabilité cellulaire d’environ 32% et une réduction de la croissance cellulaire d’environ
57%, tandis que la Formulation 2, contenant uniquement un mélange de filtres organiques, n’a
pas montré d’effet significatif sur la viabilité cellulaire, mais une diminution de la croissance

de 45% (Figure 2.9).
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Figure 2.9. Effets comparatifs de deux crémes solaires sur la viabilité et la croissance cellulaire des

cultures d’A. viridis aprés 7 jours de traitement. ** p<0.01 ; *** p<0.001

Les effets des filtres minéraux sont assez variables en fonction des espéces modeéles et
des protocoles (cf. Tableau 2.1). Ainsi, le TiO2 et le ZnO ont tendance a induire du
blanchissement chez les coraux (Jovanovi¢ and Guzman, 2014; Corinaldesi et al., 2018), mais
peu d’effet sur le phytoplancton, avec seulement le ZnO qui induit une diminution de leur
croissance (Miller et al., 2010). Nos résultats montrant un impact plus important des créemes
contenant des filtres minéraux par rapport a celles contenant un mélange de filtres organiques
divergent de ceux obtenus sur le poisson-clown par exemple, ot un traitement a 1’oxybenzone
montrait une mortalité et des effets comportementaux beaucoup plus importants qu’avec un
traitement au TiO2 (Barone et al., 2019). Toutefois, méme si elles ont obtenu de meilleurs
résultats concernant leur toxicité, les crémes contenant un mélange de filtres organiques ont
tout de méme induit un état de déséquilibre chez les cellules, illustré ici par une réduction de

croissance (Figure 2.8 et Figure 2.9).

L’utilisation du test d’écotoxicologie marine a permis a SO.F.ILA Cosmétiques
d’effectuer des choix de formulations et de justifier I’utilisation de certaines matiéres premiéres.
En effet, la recherche bibliographique et la veille reglementaire ont été complémentées de
résultats concrets concernant la toxicité de plusieurs formulations et la stratégie comparative

utilisée a permis a I’équipe de formulation de I’entreprise de se tourner vers un mélange de
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filtres UV organigques moins toxiques que les filtres UV minéraux testés, ainsi que vers une
texture créme qui montrait également moins d’impact qu’une huile. Enfin, une fois les
principaux parametres et composants choisis, le produit fini donnant de meilleurs résultats
écotoxicologiques a été sélectionné parmi la pré-sélection des deux produits répondant au

cahier des charges attendu.

Les résultats des tests ont ainsi permis de renforcer la démarche d’écoresponsabilité
de I’entreprise en appuyant la création d’une gamme de produits solaires a faible toxicité sur
I’environnement marin tout en prenant en compte le cahier des charges concernant I’innocuité,
la sensorialité et les attentes du consommateur. Des allégations environnementales robustes ont
ainsi été créées et I’appellation « Low Tox » peut étre apposée sur les produits, ce qui garantit
que ceux-ci ont €té testés sur un modele représentatif de I’écosystéme récifal et ont fait I’objet

d’une démarche éco-responsable pour en limiter I’impact.

2.4 Discussion générale

L’ensemble des travaux présentés dans ce chapitre ont tout d’abord permis non
seulement de valider I’utilisation de cultures primaires de cellules d’A. viridis pour un test
d’écotoxicologie fiable, efficace, et fournissant une large gamme de réponses face a des
polluants, mais également de prouver son efficacit¢ dans le cadre d’études d’écotoxicité de
produits cosmétiques. La premiére étape de mise au point du test a mis en évidence une autre
voie de valorisation d’une technologie issue du laboratoire de recherche en dehors de son
utilisation d’origine dans le cadre de la recherche fondamentale (Barnay-Verdier et al., 2013,;
Venturaetal., 2018). La deuxiéme étape a été d’obtenir une preuve de concept dans un domaine
industriel, ce qui a été le cas grace aux produits solaires et aux cosmétiques en général, pour
lesquels le test a montré d’importants avantages (durée courte, pas de sacrifice d’organisme
vivant, disponibilité des cellules en continu, adapté aux matiéres premieres comme aux produits
finis). Enfin, la derniere étape qui consistait & inclure ce test dans la conception de produits
solaires plus écoresponsables a permis la formulation d’une gamme de solaires plus

respectueuse de 1’environnement au sein de la société SO.F.I.A. Cosmétiques.

Méme si le nombre d’études portant sur 1I’impact des crémes solaires continue
d’augmenter de pair avec la prise de conscience des consommateurs (Carve et al., 2021), les
industriels font face a un manque de solutions efficaces et accessibles pour mesurer I’impact de

leurs produits sur I’environnement, et plus particulierement sur les especes marines. Le test
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utilisé dans cette étude apparait ainsi comme une solution répondant a un besoin dans le marché
de la Cosmétique et ouvre la voie vers une commercialisation plus large de cette solution, via
la création d’une start-up qui offrirait ce service a un plus grand nombre d’industriels de
différents domaines, ainsi qu’aux acteurs de la biosurveillance et du suivi de qualité des eaux

de mer.

2.4.1  Lerole des tests d’écotoxicologie pour des allégations environnementales

L’impact des filtres UV sur les coraux et organismes associés est un sujet de plus en
plus investigué dans la littérature, et une attention toute particuliere est donnée a ce sujet dans
les medias grand public depuis plusieurs années, conduisant a une sensibilisation de la
population a I’impact de leurs activités sur I’environnement marin. Ainsi, la pollution plastique
ou chimique est fortement associé¢e dans 1’esprit du grand public a des images fortes telles que
des récifs coralliens blanchis, ou des déchets plastiques formant un continent a part entiére dans

le Pacifique (Henderson and Green, 2020).

Cette prise de conscience s’illustre par D'intérét grandissant que montrent les
consommateurs de produits cosmétiques pour les produits bio ou écoresponsables, souvent
catégorisés sous I’appellation « Produits Verts », et dont la part de marché est en expansion
dans le monde (Cervellon and Carey, 2011). Il a été montré en effet que la sensibilisation a
I’environnement aura un impact sur les tendances aussi bien de consommation des acheteurs,
mais aussi sur les choix des producteurs (Amberg and Fogarassy, 2019), car la présence de
labels écologiques sur les produits montre un impact positif sur le comportement d’achat
(Rahbar and Abdul Wahid, 2011; Jaiswal et al., 2021).

En outre, le choix du consommateur se révele étre sensible aux informations indiquées
sur les packagings, et tout particulierement aux allégations environnementales (D’Souza et al.,
2006), c’est pourquoi de nombreuses marques de cosmétiques font le choix d’apposer des logos
ou labels sur les produits (Figure 2.10), sans toujours apporter de réponses claires sur I’impact
réel du produit sur I’environnement en général et les écosystémes marins en particulier. Or, la
législation qui jusqu’alors n’avait que trés peu encadré [’utilisation d’allégations
environnementales s’est récemment durcie en interdisant les appellations imprécises ou portant
a confusion. Ainsi, 1’ajout en 2020 au Code I’Environnement de 1’Article L541-9-1, interdit

depuis janvier 2022 « de faire figurer sur un produit ou un emballage les mentions

biodégradable , “ respectucux de l'environnement ” ou toute autre mention équivalente ». Il
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est désormais nécessaire d’apporter des arguments fondés et basés sur une approche
scientifique. Lors de cette étude, nous avons effectivement démontré des divergences entre les
allégations apportées pour certains produits et les résultats de cytotoxicité mesurés, renforcant
la conclusion que I'utilisation de tests d’écotoxicologie semble étre la solution idéale pour une

meilleure connaissance de I’impact d’un produit.

M)
OCEAN FRIENDLY

Figure 2.10.  Exemples de logos et labels utilisés par des marques de cosmétiques sur des crémes
solaires dans le commerce.

2.4.2  Perspectives des tests d’écotoxicité marine pour la Cosmétique

Malgré la pertinence des tests d’écotoxicologie existants et les progrés qui sont faits
dans ce domaine, ceux-ci montrent encore plusicurs limites. Tout d’abord, la plupart des tests
d’écotoxicologie sur espéces marines existants a ce jour sont effectués sur des filtres UV
(Tableau 2.1). Cela ne prend donc généralement en compte ni les autres matieres premiéres des

formulations cosmétiques, ni les effets combinés de plusieurs molécules.

Les cremes solaires sont constituées en grande partie de stabilisateurs de formulations
et de conservateurs, dont le rble va étre de garantir la durabilité dans le temps du produit, de sa
texture et de son efficacité. Leur rble est certes essentiel pour garantir la securité des utilisateurs,
mais leur danger pour I’environnement n’est pas a minimiser. Les parabénes sont par exemple
une famille de conservateurs trés courants dans les cosmetiques, car tres efficaces pour prévenir
les proliférations microbiologiques, mais suspectés de causer des allergies et d’étre des
perturbateurs endocriniens (Andersen, 2008). On soupgonne également qu’ils puissent avoir
des impacts sur I’environnement de par leur fonction antibactérienne et antifongique, ce qui
suggere I’importance d’investiguer 1’écotoxicologie de toutes les familles de composants des
produits solaires. En outre, si I’on considére I’effet cumulatif que peuvent avoir certains
produits pharmaceutiques ou cosmétiques chez I’Homme (Boxall et al., 2012; Sarigiannis and

Hansen, 2012), on peut s’attendre a retrouver un effet similaire lorsque les organismes marins
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sont confrontés a des mélanges de molécules tels que des produits cosmétiques, voire obtenir
un effet plus important que celui attendu si I’on cumule les effets individuels de chaque
composant (Park et al., 2017; Cahova et al., 2021). Il semble ainsi important de mesurer
I’impact du produit fini, tel qu’il est commercialis¢ et utilis¢, pour prendre en compte

I’intégralité des composants et leurs risques individuels, tel que réalis¢ dans cette étude.

En outre, le cycle de vie d’un produit cosmétique ne se termine pas par son utilisation
par le consommateur, mais également par son vieillissement et sa dégradation, aussi bien avant
I’utilisation qu’une fois relargué dans le milieu, voire méme aprés son absorption par des
especes marines. La photodégradation que subissent les filtres UV conduit par exemple a la
formation de sous-produits pouvant présenter des menaces pour la santé humaine ou de
I’environnement (Santos et al., 2012), voire de produits a la toxicité encore plus importante que
leur forme d’origine, comme c’est le cas pour les produits de la dégradation de I’avobenzone
survenant dans les eaux chlorées des piscines par exemple (Lebedev et al.,, 2020). La
dégradation de I’octocrylene peut quant a elle survenir directement dans les tissus des coraux
soumis a cette pollution et former des conjugués d’acides gras, induisant une bioaccumulation

de ces composés et un déréglement du métabolisme de ces individus (Stien et al., 2018).

Par ailleurs, I’'un des paramétres importants a définir lors du choix du test
d’écotoxicologie est le modele biologique ciblé. Le but de ce type d’étude est d’étre
représentative de la biodiversité de 1’écosystéme choisi, a savoir pour notre étude des récifs
coralliens. Le choix d’un modele biologique comme I’anémone de mer est pertinent pour cibler
la réponse d’un Cnidaire symbiotique caractéristique de 1’écosysteme récifal, mais il semble
nécessaire de le coupler a d’autres modeles afin d’évaluer les différents niveaux trophiques
impliqués. Plusieurs études ont d’ores et déja montré que les microalgues semblent également
subir des dommages a la suite de traitements avec des filtres UV (diminution de croissance,
perte de biomasse, toxicité en présence de rayonnements UV ...; cf Tableau 2.1). C’est
pourquoi I'une des pistes envisagées au sein du laboratoire est ’utilisation des microalgues
symbiotiques d’A. viridis (Philozoon sp.), elles aussi maintenues en culture et utilisées a des
fins de recherche fondamentale (Zamoum and Furla, 2012). Au laboratoire, des tests de dose-
réponse, des calculs d’ECso et des mesures d’effets sur la croissance de Philozoon sp. ont été
mis en application avec différents produits cosmétiques et montrent des résultats robustes et
complémentaires au test sur A. viridis (Nora Sadoun, résultats non publiés). La possibilité de
tester un méme produit non seulement sur les cellules animales, mais également sur les

symbiotes associés permettrait d’illustrer I’'impact du produit a différentes échelles trophiques.
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Cette approche complémentaire permettrait finalement de prendre en compte les deux

partenaires de la symbiose Cnidaire-Dinoflagellé a la base de tout I’écosystéme récifal.

Enfin, les paramétres a mesurer doivent étre pertinents pour avoir une idée précise de
I’impact réel de la pollution, mais plusieurs ‘endpoints’ peuvent étre couplés afin d’obtenir une
plus grande finesse de résultats. Parmi eux, nous proposons d’analyser la capacité de résilience
des cellules en culture a la suite de I’exposition au polluant. Ce paramétre permet d’évaluer la
réversibilité des impacts mesurés et appréhender I’impact du produit dans un contexte plus
écologiquement réaliste, ou la dynamique c6tiere implique un brassage périodique du milieu.
De plus, en complément des parameétres cellulaires mesurés dans notre étude, a savoir la
viabilité et la croissance cellulaires, nous pouvons envisager d’y coupler 1’étude de parametres
biochimiques (i.e. état redox des cellules), génétiques (i.e. modifications transcriptomiques et
épigénétiques) ou métaboliques et métabolomique (i.e. impact sur fonctionnement
mitochondrial ou plus généralement sur les voies de biosynthese intracellulaires), afin d’avoir

une vision plus compléte du mode d’action des polluants sur notre modéle.

Enfin, dans ma perspective entrepreneuriale, je souhaiterais développer cette approche
in vitro pour I’étude de I’impact d’autres substances issues du monde industriel (tels que les
substances antifoulings ou encore les plastiques et leurs additifs) et aider ainsi de nouveaux

secteurs industriels a développer une démarche écoresponsable.

81



82



CHAPITRE 3. REPONSE INTRINSEQUE
DE CELLULES D’ANEMONIA VIRIDIS
FACE A DES CONDITIONS PRO-OXYDANTES

3.1 Introduction
3.1.1  Les espéces réactives de ’oxygéne (ERO) et leurs conséquences

Au cours de leur vie et de leur métabolisme, les cellules sont confrontées a des flux
d’oxygene (ou de dioxygene Oz), molécule indispensable a la production d’énergie chez la
plupart des organismes aérobies. L’oxygene n’est cependant pas une molécule inerte et sa
présence induit la production de nombreuses molécules dérivées, appelées especes réactives de
I’oxygene (ERO).

Au sein des cellules eucaryotes, les molécules d’oxygeéne sont prises en charge au sein
de la chaine respiratoire mitochondriale ou une réaction de phosphorylation oxydative se
produit. Celle-ci consiste en un processus de couplage entre: i) le transfert d’électrons
(oxydation) jusqu’a un accepteur final, I’oxygeéne, et ii) la synthése d’ATP a partir d’ADP et de
phosphate inorganique Pi (phosphorylation). Au sein de la chaine respiratoire, les électrons
proviennent des équivalents réduits NADH,H" et FADH; issus du catabolisme des nutriments
(lipides, glucides). Lors de ces processus, une partie de 1’oxygéne reste partiellement réduite et
conduit a la production des ERO, espéces plus réactives que 1’oxygene dont elles proviennent
(Figure 3.1).

Parmi les ERO produites, on trouve I’anion superoxyde (O27), le peroxyde
d’hydrogéene (H202) et le radical hydroxyle (HO-). Au sein des cellules, la production d’ERO
est limitée par I’action d’enzymes antioxydantes : I’anion superoxyde (O2) peut ainsi étre pris
en charge par la superoxyde dismutase pour former du peroxyde d’hydrogéne (H202), qui sera
alors directement transformé en eau via I’action de la catalase ou de la glutathion peroxydase.
Sans ce bouclier antioxydant, la réaction de Fenton conduit a la transformation du peroxyde
d’hydrogéne (H202) en radical hydroxyle (HO"), la forme la plus réactive des ERO (Figure 3.1).
Les ERO sont généralement bien pris en charge au sein de la cellule, aussi bien par les enzymes

citées précedemment (Figure 3.1), mais egalement par des molécules de défenses antioxydantes
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telles que la vitamine E et C, ou encore certains pigments, comme les caroténoides par exemple
(Halliwell and Gutteridge, 2015).

Superoxyde Réaction de Fenton Catalase
dismutases (Fe* : Cu) Glutathion peroxydase

Radical Peroxyde Radical Eau
superoxyde d’hydrogéne hydroxyd

0 » 0 » HO, —— ——— H0
ove Pre(+2H) PP e oH re (+H) 7

Oxygene

Figure 3.1. Origine des especes réactives de 1’oxygene et étapes de la réduction de 1’oxygene
(schéma tiré de Migdal and Serres, 2011)

Cependant, une surproduction des ERO ou une diminution des capacités antioxydantes
de la cellule peut conduire a un stress oxydant, caractérisé par une accumulation de dommages
au sein des différents composants cellulaires (Asada, 1999). On peut ainsi observer : i) une
peroxydation des lipides conduisant a la formation d’aldéhydes ou de cétones, pouvant réagir a
leur tour avec les acides aminés des protéines (Grimsrud et al., 2008) ; ii) une carbonylation des
protéines, definie comme une fixation de dérivés carbonylés sur les protéines, provoquant une
altération de leur fonction ; iii) des lésions de I’ADN, provoquant des mutations lors de la
réplication, ou des cassures de I’ADN, initiant des processus de mort cellulaire par le biais

d’arréts du cycle cellulaire, de mécanismes d’apoptose ou encore de nécrose (Ryter et al., 2007).

Enfin, ’accumulation de dommages oxydatifs provoqués par les ERO est soupgonnée
d’étre impliquée dans les mécanismes de vieillissement et de maladies liées a 1’age (Harman,
1956). On peut en effet observer une accumulation de molécules oxydées avec 1’age des
individus, et il a été montré que la durée de vie du nématode Caenorhabditis elegans a pu étre
prolongée en lui évitant des dommages oxydatifs via une supplémentation alimentaire en
antioxydants (Ishii et al., 2004 ; voir pour revue Labuschagne and Brenkman, 2013). Le lien
entre stress oxydant et vieillissement sera abordé plus particulierement dans le CHAPITRE 4

de ces travaux de thése.

Chez les organismes photosynthétiques, une deuxiéme source majoritaire de ERO
provient de la chaine de transfert d’¢lectrons chloroplastique. La photosynthése consiste en la
production de composés organiques, associée a une libération d’oxygene, a partir de composés

inorganiques, tels que le CO2 et H20, et d’énergie lumineuse. La réaction d’oxydoréduction qui
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prend place au sein de I’organisme photosynthétique, appelée réaction de Hill, répond a

I’équation suivante :
n(CO2 + H20) - (CH20)n + nO2

Cette production de dioxygene par les organismes photosynthétiques pendant les
périodes lumineuses conduit a de grandes variations de la quantité d’oxygene a 'intérieur des
cellules. Dans des conditions hyperoxiques, la réduction de I’oxygéne par le photosystéme lors
de la réaction de Mehler, génére de I’anion superoxyde qui est converti en H202 par une
superoxyde dismutase chloroplastique (Figure 3.3). Les cellules photosynthétiques disposent
alors d’un arsenal de défenses antioxydantes (telles que des catalases et des ascorbate
peroxydases) permettant la prise en charge de 1’H20z, évitant alors la mise en place un état

oxydant (voir pour revue Foyer, 2018).

2 Dz 2 D;_' DZ + Hzoz 2 Hgo

Membrane du thylakoide

Lumen

2e

Figure 3.2. Réaction de Mehler au sein des chloroplastes des cellules photosynthétiques. PSI :
Photosysteme | ; SOD : superoxyde dismutase ; APX : ascorbate peroxydase.

Les ERO jouent toutefois un réle paradoxal au sein du vivant, jouant d’importants
réles physiologiques, y compris dans des voies de signalisation essentielles telles que la réponse
immunitaire, ’entrée en apoptose ou en sénescence cellulaire, participant ainsi au bon
fonctionnement métabolique des organismes. En effet, nombre de génes et de facteurs de
transcription sont régulés par 1’état redox des cellules et des processus d’oxydation réversibles
peuvent étre nécessaires a l’activation des protéines (voir pour revue Droge, 2002). Par
exemple, I’H202 est impliqué dans des voies de signalisation telles que la voie des MAP
Kinases, essentielle dans les processus de division et prolifération cellulaire (Guyton et al.,
1996). Par ailleurs, des études sur la toxicité de I’'H202, menées sur des cultures cellulaires de
mammifere, ont permis de démontrer le réle paradoxal de cette ERO. En effet, si de faibles

quantités d’H202 peuvent générer une stimulation de la croissance cellulaire, des concentrations
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plus élevées provoquent au contraire des arréts permanents de croissance pouvant conduire

jusqu’a une entrée en apoptose (Davies, 1999; Xiang et al., 2016).

3.1.2 L’H202 dans le milieu marin

Parmi les ERO, nous allons nous intéresser dans cette partie a I’une des espéces les
plus présentes dans I’eau de mer et impliquée dans de nombreux processus biologiques, le
peroxyde d’hydrogene (H202). Ses caractéristiques sont liées a ses propriétés physico-
chimiques. En effet, I’H202 est une molécule a la durée de vie relativement longue (de 1 &4 2,5
jours en milieu aqueux), soluble dans les milieux aqueux et lipidiques, et capable ainsi de
diffuser rapidement a travers les membranes (Smith et al., 2005). Enfin, sa dégradation donne
naissance a I’espéce radicalaire la plus réactive, le radical hydroxyle HO-, multipliant les effets

négatifs d’une surproduction d’H202.
3.1.2.1 L’occurrence d’H202 dans le milieu marin

Présent a I’état naturel dans tous les réservoirs d’eau douce et dans I’eau de mer, I’H202
a été mesuré pour la premiére fois dans I’océan en 1966 (Baalen and Marler, 1966). C’est ’ERO
présente en plus grande quantité dans I’océan, naturellement présente dans les eaux de surface
a des concentrations comprises entre 30 et 400 nmol/L (Abele-Oeschger et al., 1997; Morris et
al., 2022).

La principale source d’H202 dans le milieu marin découle de la photooxydation par
les rayons UV de la matiere organique dissoute (Draper and Crosby, 1983), capable d’absorber
des photons puis de réduire le dioxygene dissout en radical superoxyde (O27), qui sera
rapidement transformé en H202. Les concentrations en H202 dans I’cau de mer sont ainsi
grandement corrélées a la quantité de matiere organique dissoute, ainsi qu’a la quantité de

rayonnements solaires.

Par ailleurs, une source secondaire d’H202 provient de sa diffusion a partir
d’organismes marins. Issu du métabolisme, I’H202 libéré peut refléter une condition de stress
ou une stratégie de protection. Chez certains organismes marins photosynthétiques comme des
cyanobactéries, la saturation de la chaine de transport d’électrons par une trop grande quantité
d’oxygene ou une carence en fer (jouant un important role d’accepteur d’¢électrons) induit une
surproduction d’H202 et donc son relargage vers le milieu marin grace a son importante

capacité de diffusion (Latifi et al., 2005). Par ailleurs, certains organismes utilisent 1’H202
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comme un métabolite secondaire de défense contre les prédateurs ou les pathogenes (McDowell
et al., 2014). Chez le corail Stylophora pistillata, il a été par exemple montré qu’une libération
d’H202 se produit a la suite de stimuli chimiques et physiques lors de la prédation, et que de
rapides augmentations de concentration d’H202 pouvant atteindre plus de 60uM peuvent étre

mesurées a la surface du polype (Armoza-Zvuloni et al., 2016; Ousley et al., 2022).
3.1.2.2 Une production intrinséque d’H20z : les symbioses photosynthétiques

Dans le cadre des symbioses photosynthétiques, la relation trophique entre les deux
partenaires repose sur l’activité photosynthétique du symbiote, ce qui impose aux deux

partenaires de subir les contraintes de conditions hyperoxiques et donc pro-oxydantes.

C’est le cas de la symbiose Cnidaires-Dinoflagellés, ou la production de dioxygéne
par le symbiote pendant les périodes lumineuses conduit a de grandes variations de la quantité
d’oxygene a I’intérieur des cellules de 1’hdte animal, allant d’une hypoxie la nuit (~1% pO2)
jusqu’a un état hyperoxique la journée (60% pOz2) (Shashar et al., 1993; Richier et al., 2003).
En paralléle a cette hyperoxie diurne, Dykens et al. (1992) ont mesuré une production de ERO
au sein des tissus du Cnidaire. Parmi les ERO identifiées, I’H202 s’est révélé étre 1’un des sous-
produits de la photosynthése des zooxanthelles (Suggett et al., 2008; Armoza-Zvuloni and
Shaked, 2014; Ousley et al., 2022). Par ses propriétés apolaires, I"'H20: diffuse a travers les
membranes cellulaires et peut alors atteindre les cellules de I’héte animal, les exposant a
d’importantes conditions pro-oxydantes de fagon intrinseque. Par ailleurs, une surproduction
d’H202 est d’ailleurs montrée chez des zooxanthelles exposées a des conditions de stress de

température ou de lumiere (Roberty et al., 2015; Dimond et al., 2017).
3.1.2.3 L’effet de I’'H202 sur les organismes marins

En raison de son temps de résidence relativement long dans le milieu aquatique
(jusqu’a 10 jours), I’H202 est I’une des ERO les plus accessibles a mesurer in situ et est souvent
utilisé comme indicateur de la présence d’autres ERO (Morris et al., 2022). Les effets
répertoriés de I’H202 sur les organismes marins varient selon les especes et les concentrations
utilisées (Tableau 3.1). L’ H202 peut ainsi modifier la composition en pigments ou induire de
la mort cellulaire chez des microalgues (Darehshouri et al., 2008; Hussain et al., 2019), ou
affecter le métabolisme respiratoire du mollusque Nacella concinna (Abele et al., 1998). Chez
les Cnidaires en particulier, plusieurs études ont montré des effets de I’H202 sur des coraux ou

des anémones de mer, illustrant des impacts sur la reproduction (Ross et al., 2017), le
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métabolisme (Higuchi et al., 2009a, 2009b, 2012), ou encore sur la capacité de régénération, et
pouvant méme conduire a la mort des individus (Darehshouri et al., 2008; Vavilala et al., 2015;
Friedman et al., 2018). La tolérance au stress oxydant induit par I’H20: a été étudiée également
chez I’hydre, ou il a été montré une diminution du bourgeonnement aprées des traitements non
létaux a I’H202 (200uM d’H202 pendant 2 jours) et une modification de la résistance en
fonction de la nutrition des individus (Tokolyi et al., 2014). L’effet paradoxal de I’H202 se
révele également chez ce modele ou la mise en place de la régénération, apres blessure,

nécessite une production d’H202 (Haval et al., 2020).
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Tableau 3.1 — Effets de traitements a 1’H,O; sur différentes espéces animales et végétales marines.

Espece ciblée Condition testée Effets observés Référence
Coraux : 0, 10, 100, 1000pM Réduction de la métamorphose des larves et Ross et al.,
- Porites astreoides d’H202 modifications de la colonisation (accélération ou 2017
- Favia fragum réduction selon les especes)
- Acropora palmata Inhibition de la fertilisation des gamétes
- Orbicella franksi
Corail : 0, 0.3, 3.0pM H20:2 Diminution du taux de production primaire Higuchi et al.,
- Galaxea fascicularis Taux de calcification et de respiration impactés 2009a
Corail : 0, 0.3, 3.0uM H202 Diminution de la quantité de zooxanthelles Higuchi et al.,
- Galaxea fascicularis Augmentation de I’activité de la catalase 2012
Corall : 0, 0.3, 3.0uM H20:2 Diminution de la photosynthése et de la Higuchi et al.,
- Goniastrea aspera calcification 2009b

Anémone de mer : 163uM H20:2 Diminution du nombre de tentacules Friedman et al.,
- Nematostella vectensis Impact sur le taux de régénération (differe selonla 2018
lignée clonale)
Mollusque : 3 - 5uM H20:2 Diminution de la consommation d’oxygene Abele et al.,
- Nacella concinna Dommages au lysosome 1998
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Algue verte :

Pseudokirchneriella
subcapitata

Diatomée :

Navicula seminulum

Cyanobacterie :

Microcystis aeruginosa

2~ 588uM H20»

Diminution de la photosynthése
Diminution de la croissance

Drébkové et al.,
2007

Microalgue : 250, 500uM H202 Induction de mort cellulaire Darehshouri et
- Micrasterias denticulata al., 2008
Microalgue (dinoflagellé) : 0 —900uM H20:2 Formation de cystes et diminution du niveau de Ganini et al.,
- Lingulodinium polyedrum peroxydation des lipides 2013
Diminution de I’activité de la superoxyde dismutase
mais augmentation de I’activité de 1’ascorbate
peroxydase
Microalgue : 1-25mM H20:2 Effet sur la composition en pigments Hussain et al.,
- Synechococcus aeruginosus 2019
Microalgue : 2 —50mM H202 Induction de mort cellulaire Vavilala et al.,
- Chlamydomonas Augmentation de I’activité de la SOD et de la CAT 2015

reinhardtii

et de la Caspase-3
Up-régulation de génes codant pour la Mn-SOD, la
CAT et ’APX
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3.1.3  Objectifs des travaux

Au regard de I’environnement pro-oxydant dans lequel évoluent les cellules des
Cnidaires symbiotiques, nous nous sommes intéressés aux capacités de résistance de
I’holobionte (a savoir de 1’organisme symbiotique entier, comprenant I’animal et son symbiote)
aux ERO. Pour cela nous avons choisi de travailler sur des conditions pro-oxydantes induites
par un traitement a I’H202. En effet, sa présence naturelle dans 1’eau de mer, sa production
diurne par les symbiotes et ses propriétés de diffusion ont font un candidat pertinent pour étudier
I’étendue de la sensibilité de I’hdte Cnidaire a cette ERO. L’objectif de ce chapitre a donc été
de caractériser la réponse a des conditions pro-oxydantes chez I’anémone de mer A. viridis, et
ce a différentes échelles allant de 1’holobionte jusqu’a I’échelle cellulaire. Nous avons ainsi
testé I’hypothese selon laquelle la capacité de résistance aux conditions pro-oxydantes chez cet
animal aurait une origine intrinséque et ne dépendrait pas de la présence du symbiote. Cette
approche comparative et a I’échelle cellulaire, innovante chez les Cnidaires, a permis d’¢élucider
I’impact de ’H202 dans 1’équilibre redox de 1’holobionte et des cellules animales en culture

ainsi que dans la rupture de la symbiose.

Ce travail a fait I’objet d’une publication parue en 2022 dans Frontiers in Physiology
(Cotinat et al. 2022). La démarche expérimentale et les résultats sont résumés ci-dessous en

complément de I’article présenté dans son intégralité a la fin de ce chapitre.

3.2 Démarche expérimentale

Pour répondre a I’objectif de ce chapitre, nous avons comparé la résistance a un stress
pro-oxydant de I’anémone de mer A. viridis, in vivo dans son état symbiotique ainsi qu’in vitro
via [’utilisation des primo-cultures du gastroderme obtenues au laboratoire. Chez les
organismes entiers symbiotiques, la taille des tentacules des spécimens utilisés a permis de
prélever facilement d’importantes quantités de biomasse et de séparer mécaniquement les
différents tissus qui le composent. Nous avons ainsi pu effectuer des analyses ciblées et
comparatives sur le gastroderme, 1’épiderme ou les zooxanthelles (in hospite) des organismes

symbiotiques ainsi que sur des primo-cultures de gastroderme (Figure 3.2).

Les conditions pro-oxydantes ont été induites par I’ajout de H202 dans des aquariums

expérimentaux contenant des individus symbiotiques ou dans le milieu de culture de cellules
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cultivées in vitro. Au regard de la littérature, les anémones en aquarium ont été soumises a deux
concentrations d’H202 (200uM et 500uM), des dommages a I’ADN ayant été observés a partir
de 200uM chez I’anémone de mer symbiotique Anthopleura elegantissima et une mortalité
totale a partir de 180uM chez 1’anémone de mer non symbiotique, Nematostella vectensis
(Mitchelmore and Hyatt, 2004; Friedman et al., 2018). Par ailleurs, une gamme de 100uM a
ImM a été appliquée aux cellules en culture, incluant les mémes traitements que pour 1’animal
entier. L’ensemble de ces traitements a ét¢ maintenu pendant 24 heures ou 7 jours. La Figure

3.3 illustre la démarche expérimentale utilisée.

A la suite des traitements, I’impact de I’H202 a été suivi par la mesure de 1’état de
santé : i) survie et densité en symbiotes des individus entiers ; ii) viabilité et croissance
cellulaires des primo-cultures (Figure 3.3). En parallele, plusieurs biomarqueurs de stress et de
I’état redox ont été mesurés sur des extraits protéiques issus de chacune des conditions testées :
i) la capacité antioxydante totale (ou TOSC pour « total oxidative scavenging capacity ») ; ii)
le taux de carbonylation des protéines ; iii) le taux d’ubiquitination des protéines. Ainsi, ce sont
non seulement les défenses antioxydantes (TOSC), mais également les dommages directs aux
protéines (carbonylation) et les effets indirects liés a la dégradation des protéines endommagées

(ubiquitination) qui sont mesurées.

II.-’Z
= HO, =
INDUCTION DE / IMM?flmM =y
200 uM / 500 pM . .
CONDITIONS 240 /7] 200uM /500 =
PRO-OXYDANTES 24h /7 -
7 Viabilité & Mortalité &

- Détermination de I'état de santé

| croissance cellulaire état symbiotique

MESURE DE - Détermination des défenses antioxydantes 4 Capacité antioxydante totale (TOSC)
MARQUEURS DE
STRESS OXYDANT y o,
- Détermination des dommages protéiques & E Carbonylation des protéines
" w
- Détermination de la dégradation protéique g@z«m Ubiquitination des protéines
Figure 3.3. Résumé de la démarche expérimentale.
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3.3 Résultats et discussion

Concernant les organismes entiers (holobionte), les deux concentrations d’H202 n'ont
pas affecté la survie et les tissus animaux ont montré une grande résistance a ces deux
traitements. De plus, aucun blanchissement n'a été observé, méme aprés une exposition de 7
jours a 500uM d’H202. La communauté scientifique ayant suggeré un réle des ERO dans les
processus menant au blanchissement chez les Cnidaires symbiotiques, nos résultats semblent
disculper cette ERO spécifique d'y étre impliquée. Cependant, de maniere contre-intuitive, ce
sont les zooxanthelles (symbiotes) qui se sont montrées les plus sensibles a I’exposition a
I'H202, avec une apparition de dommages protéiques oxydatifs, malgré une augmentation de la

capacité antioxydante totale.

Les essais in vitro ont permis de mettre en évidence une grande capacité intrinseque
des cellules animales isolées a faire face aux conditions pro-oxydantes, bien que nous ayons
observé des différences de tolérance entre les traitements a 1’H202, la concentration de 200uM
d'H20:2 correspondant au seuil de tolérance des cellules animales, car aucun déséquilibre sur
I'état redox n'a été observé et seule une diminution de la croissance cellulaire a été mesurée. A
l'inverse, la concentration de 500uM d’H202 a induit un état de stress, caractérise par une
diminution de la viabilité cellulaire dés 1 jour et un arrét drastique de la croissance cellulaire

apres 7 jours, conduisant a une capacité de résilience incomplete apreés le traitement.

La haute capacité de résistance mise en évidence dans cette étude peut s’expliquer par
I’important arsenal enzymatique anti-oxydant des Cnidaires symbiotiques, comprenant des
glutathion peroxydases, des superoxyde dismutases ou encore des catalases (Hawkridge et al.,
2000), toutes jouant un réle dans la détoxification des différentes ERO. L’étendue et I’efficacité
de cet arsenal pourraient étre issues de mécanismes d’adaptation liés a la vie en symbiose. Par
exemple chez I’anémone de mer symbiotique, Anthopleura elegantissima, il a été observé une
activité plus importante de ses superoxydes dismutases (SOD), enzymes participant a
I’élimination de 1’anion superoxyde (O2-), que chez les individus non symbiotiques (Dykens
and Shick, 1984). Par ailleurs, le nombre d’isoformes différentes de SOD est plus important
chez I’anémone de mer symbiotique A. viridis (sept isoformes) que chez I’anémone de mer non
symbiotique Actinaria schmidti qui n’en posséde que trois (Richier et al., 2003; Furla et al.,
2005). De plus, les enzymes catalase et glutathion peroxydase, toutes deux impliquées dans la
dégradation de ’H202 au sein des cellules, sont représentées par une large variété d’isoformes

chez A. viridis (Merle et al., 2007; Pey et al., 2017). Ces observations suggerent que les

93



organismes symbiotiques auraient développé des mécanismes d’adaptation au stress oxydant

plus importants que les organismes non symbiotiques (Richier et al., 2005).

Par ailleurs, les voies de défenses non enzymatiques impliquées sont quant a elles
encore peu étudiées, et souvent résumées a la présence de vitamine C (acide ascorbique) ou E
(a-tocophérol) (Regoli and Giuliani, 2014). Les Cnidaires représentent une importante source
de molécules actives et de métabolites secondaires aux roles trés variés, allant d’actions
antimicrobiennes a des propriétés anticancéreuses (Carroll et al., 2019; Laguionie-Marchais et
al., 2022). On peut ainsi émettre 1’hypothése que des métabolites secondaires ayant un réle
antioxydant puissent aussi étre mis en jeu dans la réponse de ces organismes. Ces potentielles
molécules d’intérét pourraient étre identifiées: (i) d’une part par le biais d’analyses
métabolomiques non ciblées par une comparaison du profilage métabolomique d’extraits d’A.
viridis en condition de stress ou en condition contrdle, (ii) ou d’autre part par des approches
ciblées, a partir de standards comme les acides aminés analogues de la mycosporine (Geraldes

and Pinto, 2021), le glutathion, ou encore la nicotinamide (Hillyer et al., 2016).

L’utilisation de 1’outil in vitro pour caractériser la resistance a une condition pro-
oxydante a I’échelle cellulaire a permis de mettre en évidence les différentes stratégies mises
en place en fonction des concentrations d’H202 utilisées (Figure 3.4). En effet, cette étude a
mis en évidence une stratégie de défense aprés un traitement a 200uM d’H202, caractérisée par
une diminution de la croissance cellulaire, sans conséquence sur la viabilité, et associée a une
capacité de résilience totale, suggérant une entrée en quiescence des cellules dans ces
conditions. Cet état « dormant » caractérisé par un arrét de croissance des cellules, qui sont
toutefois capables de maintenir leur métabolisme et de reprendre par la suite leur cycle cellulaire
(Clopton and Saltman, 1995; Stuart and Brown, 2006), peut effectivement correspondre a la

mise en place d’une stratégie de défense de la cellule pour faire face a un stress.

Le traitement a 500uM d’H202 a révélé quant a lui les limites de la résistance des
cellules du gastroderme en culture. En effet, ce traitement a induit un arrét total de croissance
cellulaire associé a une diminution importante de la viabilité. Ces effets drastiques peuvent étre
interprétés comme une stratégie de « sacrifice / suicide » au sein de la population afin
d’¢éliminer les cellules qui sont les plus endommagées et de permettre ainsi la survie des cellules
les plus résistantes (Davies, 2000). La mise en place de processus d’apoptose est 1'un des

meécanismes fréquemment observés lors de ces stratégies de suicide cellulaire.
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De plus, des populations de cellules qui atteignent leur limite de résistance aux
conditions pro-oxydantes, illustrée par exemple par un arrét de croissance, pourraient par
ailleurs s’engager vers un processus de sénescence cellulaire. Ce processus répondant a une
théorie connue dans la communauté scientifique sous le nom de « théorie radicalaire du
vieillissement » (Harman, 1956). Dans cette théorie, la dégénérescence liée a 1’age des
organismes serait la conséquence d’une accumulation de dommages suite a des stress oxydants
répétés au cours de la vie des individus. Les résultats observés, dans notre mod¢le d’étude, sur
le taux de croissance cellulaire a la suite des traitements a 1’H202 ouvrent des perspectives
encourageantes vers la caractérisation des mécanismes de vieillissement cellulaire chez les
Cnidaires. En effet, chez ces organismes, considérés comme présentant une sénescence
« négligeable » (Finch, 1990, 2009), peu d’études au niveau cellulaire ont été menées pour

comprendre les processus mis en jeu dans leur exceptionnelle longévité, voire immortalité.

Résistance par une entrée en quiescence ? Etat de stress nécrotique / apoptotique ?

Stimulus d’entrée en sénescence ? Entrée en sénescence ?
Figure 3.4. Les deux types de réponses rencontrées chez les cultures cellulaires d’A. viridis en

fonction des traitements a 1’H,O2 imposés.
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The cnidarian-dinoflagellate symbiosis is a mutualistic intracellular association based on
the photosynthetic activity of the endosymbiont. This relationship involves significant
constraints and requires co-evolution processes, such as an extensive capacity of the
holobiont to counteract pro-oxidative conditions induced by hyperoxia generated during
photosynthesis. In this study, we analyzed the capacity of Anemonia viridis cells to deal
with pro-oxidative conditions by in vivo and in vitro approaches. Whole specimens and
animal primary cell cultures were submitted to 200 and 500 wM of HoO» during 7 days.
Then, we monitored global health parameters (symbiotic state, viability, and cell growth)
and stress biomarkers (global antioxidant capacity, oxidative protein damages, and
protein ubiquitination). In animal primary cell cultures, the intracellular reactive oxygen
species (ROS) levels were also evaluated under HyOo treatments. At the whole organism
scale, both HoO, concentrations didn’t affect the survival and animal tissues exhibited a
high resistance to H,O» treatments. Moreover, no bleaching has been observed, even at
high H,O» concentration and after long exposure (7 days). Although, the community has
suggested the role of ROS as the cause of bleaching, our results indicating the absence
of bleaching under high HoO, concentration may exculpate this specific ROS from being
involved in the molecular processes inducing bleaching. However, counterintuitively, the
symbiont compartment appeared sensitive to an HoO» burst as it displayed oxidative
protein damages, despite an enhancement of antioxidant capacity. The in vitro assays
allowed highlighting an intrinsic high capacity of isolated animal cells to deal with pro-
oxidative conditions, although we observed differences on tolerance between HoOo
treatments. The 200 wuM H»O» concentration appeared to correspond to the tolerance
threshold of animal cells. Indeed, no disequilibrium on redox state was observed and
only a cell growth decrease was measured. Contrarily, the 500 wM H»>O» concentration
induced a stress state, characterized by a cell viability decrease from 1 day and a drastic
cell growth arrest after 7 days leading to an uncomplete recovery after treatment. In
conclusion, this study highlights the overall high capacity of cnidarian cells to cope with
HoO, and opens new perspective to investigate the molecular mechanisms involved in
this peculiar resistance.

Keywords: Anemonia viridis, in vitro cell cultures, oxidative stress, hydrogen peroxide, cnidarian
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INTRODUCTION

The evolutionary success of symbiotic cnidarians is based on a
mutualism with dinoflagellates of the family Symbiodiniaceae.
The symbionts, living inside the gastrodermal host cells,
find a protected and stable environment and benefit from
inorganic compounds provided by the animal cells (e.g.,
nitrogen, phosphorus, and sulfate) for their photosynthetic
activity. Conversely, the animal host benefits from the organic
compounds produced by algal photosynthesis (e.g., glucose
and subsequently amino-acids, lipids) and largely transferred
from the alga to the animal cell (Davy et al., 2012). This
partner cooperation allows autotrophy to the animal host,
leading to the colonization of oligotrophic waters by the
symbiotic holobiont.

Concomitantly with those advantages, some constraints
appear, especially the photosynthetic-dependent production of
oxygen in the animal tissue. Such oxygen production causes
diurnal hyperoxia condition in a symbiotic cnidarian, leading
to a pro-oxidant state with reactive oxygen species (ROS)
overproduction (Dykens et al., 1992; Richier et al., 2003; Saragosti
et al., 2010; Shaked and Armoza-Zvuloni, 2013). Both partners
have the pathways for cross-regulating the intracellular redox
state, especially by ROS detoxication through a full suite of
antioxidant enzymes to avoid cellular damages (Shick and
Dykens, 1985; Richier et al, 2003, 2005; Plantivaux et al,
2004; Furla et al, 20055 Merle et al, 2007; Pey et al,
2017).

The study of ROS sensitivity in these organisms is also of
environmental interest. Environmental perturbations (especially
variations in temperature and UV radiation) induce oxidative
stress that may lead in extreme cases to symbiosis breakdown,
a process commonly called bleaching. Thus, under stressful
oxidative conditions, Symbiodiniaceae can be eliminated from or
exit the host through different cellular processes, like exocytosis,
cell detachment, necrosis or apoptosis (see for review Suggett
and Smith, 2020). Oxidative stress is known to induce specific
cellular damages such as DNA modification (DNA adducts), lipid
peroxidation and protein oxidation. In symbiotic cnidarians,
several biochemical biomarkers (e.g., protein carbonylation, lipid
peroxidation, and protein ubiquitination) were validated in
studies following imbalances between ROS overproduction and
antioxidant defenses during environmental stress, resulting in the
disruption of the symbiotic association (e.g., Lesser and Farrell,
2004; Richier et al., 2006; Pey et al., 2011).

Among ROS, hydrogen peroxide (H,0,) is a relatively stable
chemical formed from O, and is naturally present in the aquatic
systems (Ndungu et al., 2019) with concentrations ranging from
0.3 WM in the water column to 4 WM in intertidal areas
(Abele-Oeschger et al., 1997). It originates from marine biota
(Hansel and Diaz, 2021) or is carried by the rain (Cooper
et al,, 1987). In all the organisms, intracellular H,O, levels
can reach tens of micromolar and is generated during normal
cellular metabolism (i.e., photosynthesis and respiration) playing
crucial roles in the intracellular signaling such as hypoxic signal
transduction, cell differentiation and proliferation as well as
for immune responses (Halliwell et al., 2000; Apel and Hirt,

2004; Giorgio et al., 2007). At high production levels, the H,O,
effect can be mitigated by several antioxidant defenses including
peroxidases, catalases, thioredoxin reductase, peroxiredoxins,
and glutathione S-transferases family enzymes which can lead to
rapidly decreasing intracellular H,O, concentrations. However,
if cellular redox homeostasis cannot be maintained, H,O,
leads to reversible and irreversible oxidative modifications of
proteins (e.g., carbonylation), enhancing protein ubiquitination
and subsequent proteasome activation. In addition, cell cycle
arrest or apoptosis could also be observed (see for review Fulda
etal, 2010). Although the impact of H,O, has been more widely
investigated in mammalian cells and particularly in tumor cells
(see for review Lennicke et al., 2015), studies have shown a similar
impact in marine invertebrates, such as bivalves or polychaetes
(Abele-Oeschger et al., 1994; McDonagh and Sheehan, 2006,
2007; Da Rosa et al, 2008; Friedman et al., 2018; Nguyen,
2020).

In the coral symbiont, HyO, has been shown to be a
by-product of photosynthesis processes (Suggett et al.,, 2008;
Armoza-Zvuloni and Shaked, 2014). Thanks to its cell-permeable
properties, HyO, may diffuse from algal to animal host cells.
Interestingly, some studies reported a release of H,O, from
non-stressed corals (Armoza-Zvuloni and Shaked, 2014) and
an extracellular production by the dynamics of the superoxide
anion (Saragosti et al., 2010). Therefore, due to their symbiosis
lifestyle, animal host cells are daily exposed to H,O,, raising
the question of their intrinsic potential to resist a massive influx
of H,0,. Nevertheless, in excess, ROS (including H,O;) cause
negative impact (mostly on protein and lipids) on the symbiont,
leading to photosynthesis impairment, even if no bleaching
phenomenon is induced (Higuchi et al., 2009; Roberty et al., 2015,
2016).

Anemonia viridis is a temperate sea anemone deeply studied
as biological model of the cnidarian-dinoflagellate symbiosis.
Its enzymatic antioxidant properties, tissue distribution and
regulation have been intensively investigated (Hawkridge et al.,
2000; Richier et al., 2003, 2005; Plantivaux et al., 2004;
Merle et al., 2007; Ganot et al., 2011; Pey et al, 2017).
In addition, the sensitivity of A. viridis to thermal and
UV stresses has been well described and some mechanisms
of bleaching have been decrypted, including oxidative stress
and apoptosis (Richier et al, 2006; Moya et al, 2012).
Recently, we succeeded in the establishment of primary cell
cultures from A. viridis exhibiting a gastrodermal signature
(Barnay-Verdier et al, 2013; Ventura et al, 2018; Fricano
et al., 2020). Thus, to test the hypothesis of an intrinsic
resistance of animal cells to H,O,, we exposed A. viridis
specimens and primary cell cultures at the same H,O,
concentrations (200 and 500 wM) during the same periods
of time (24 h and 7 days), and compared the respective
responses. For each treatment, we monitored global health
parameters (symbiotic state, viability and cell growth) and
stress biomarkers (global antioxidant capacity, oxidative protein
damages, and protein ubiquitination). This allowed us to assess
the cnidarian cell susceptibility to H,O exposure, highlighting
the putative influence of the tissue organization or/and of the
presence of symbionts.
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MATERIALS AND METHODS

Biological Material

Anemonia viridis Specimens

Specimens of A. viridis (Forskal 1775) were collected (prefectural
authorization n107; 28 February 2019) from “Plage des ondes,”
Antibes, France, (43°33/17” N, 7°07'17.7"" E), and maintained
in a closed-circuit aquarium with artificial seawater (ASW,
Prodibio Expert Reef Salt) at 36-38%¢ at 18.0 £+ 0.5°C with
weekly water changes. A LED bar (450 nm—Deckey LED
aquarium) provided light at a constant saturating irradiance of
100 wmol m~2s~! (measured using a special sensor QSL-100,
Biospherical Instruments Inc., San Diego, CA, United States) on
a 12 h:12 h (light:dark) photoperiod. Sea anemones were fed once
a week with oysters.

Gastrodermal Primary Cell Cultures

Independent primary cell cultures were obtained from different
A. viridis individuals and maintained as described in Ventura
et al. (2018) and Fricano et al. (2020). Briefly, cells were
cultured in the dark in a thermo-regulated incubator (POL-
EKO-APARATURA, Poland) at 20.0 £ 0.5°C. The optimized
culture medium was replaced weekly and consisted of 20%
GMIM (Gibco, Carlsbad, CA, United States), 5% fetal bovine
serum (FBS; PAA/GE Healthcare, Chicago, IL, United States),
1% kanamycin (100 pg/mL, Sigma-Aldrich), 1% amphotericin
B (2.5 pg/mL; Interchim, Montlugon, France), 1% antibiotic
antimycotic solution (Sigma-Aldrich), 1% L-glutamate (Sigma-
Aldrich), and 71% of filtered ASW. The medium was adapted
in respect to the Mediterranean Seawater characteristics (i.e.,
salinity 40 ppt and pH 8.1).

Hydrogen Peroxide Experimental Design

In vivo Experiments

Eight specimens of A. viridis were kept individually in 5 L tanks
under controlled conditions. Six tentacles were cut from each
specimen after 24 h and 7 days to assess the control condition.
For 200 and 500 wM H,O, treatments, a solution of H,O,
(Sigma-Aldrich) was added in each tank (200 M for four of
them and 500 wM for the four others). After 24 h and 7 days of
treatment, six tentacles were cut from each specimen to assess the
treatment condition. All tentacles from the different time points
and conditions were longitudinally opened and the gastroderm
(containing the dinoflagellates) was manually separated from the
epiderm. A centrifugation at 1,000 x g for 5 min was used to
separate the gastrodermal compartment from the dinoflagellates
fraction (Richier et al., 2003).

In vitro Experiments

The cell response to H,O; treatment was assessed on at least
three independent primary cell cultures. Cells seeded in 12-well
plates were exposed to H,O, treatment (Sigma-Aldrich) starting
with a dose-response experiment (between 0 and 2 mM) for
7 days. Another set of experiments was performed by incubating
cells to 0 (control), 200 and 500 WM H,O; for short term (1,
2, and 6 h) or long term (1 day or 7 days) exposure. We then
conducted resilience experiments by reseeding the treated cells in
their normal culture medium for 7 days to assess their recovery

capacity. Three wells, for each condition and time point, were
used for all analyses.

Symbiotic State Assessment of A. viridis
Specimens

The density of the endosymbionts from the genus Philozoon sp.
(LaJeunesse et al., 2021) was assessed according to Zamoum and
Furla (2012). Briefly, two tentacles were cut from each animal
before and after H,O, treatment in each condition (0, 200,
or 500 puM H;0) and then put in 2 M solution of NaOH
and incubated at 37°C for 1 h to dissolve all animal tissue.
To determine symbiont density, three replicate samples were
counted using a modified Neubauer hemocytometer (Sigma-
Aldrich). The remaining extract was used to determine the
protein content from which we normalized symbiont density.

Protein Extractions

Gastrodermal cells from primary cultures and the animal’s
epidermal and gastrodermal tissues were all separately placed in
200 pL of lysis extraction buffer (HEPES 25 mM, MgCI2 5 mM,
EDTA 5 mM, DTT 5 mM, and PMSF 2 mM) and homogenized.
Tissue samples were potterized, and both tissue and cell samples
were sonicated and centrifuged to obtain the cytosoluble protein
content. The total protein concentration of each sample was
then assessed by a Bradford assay (Bradford reagent; SIGMA-
ALDRICH), using 0-2 pg/ml bovine serum albumin solutions
as standard curve.

Cell Viability and Growth Rate of
Cultivated Cells

Cell viability was assessed by evaluating the membrane integrity
using the Evans blue method. Therefore, viable cells (unstained)
and dead cells (stained) were identified and counted on a
Neubauer improved hemocytometer (Sigma-Aldrich) using an
optic microscope (Zeiss Axio Imager Z1). The cell viability was
defined as the percentage of viable cells relative to total cells (i.e.,
viable and dead cells). Cell growth rate was assessed every week
using the cells counts with Evans blue method, as previously
described in Ventura et al. (2018) and Fricano et al. (2020). The
following formula was then used to calculate the weekly growth
rate:

(Viable cells (d 4+ 7) — Viable cells (d)

Growth rate =
rowth rate Viable cells (d)

d = day

Total Oxidative Scavenging Capacity
Assay

The oxygen radical scavenging activities of protein samples were
determined using fluorometric assay according to Naguib (2000).
Protein samples are incubated with phosphate buffer (75 mM pH
7.5), in presence of 180 nM 6-carboxyfluorescein as fluorescent
probe and 36 mM AAPH [2,2-azobis(2-amidinopropane)
dihydrochloride] as the peroxyl radical generator. In the assay,
Trolox [6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic
acid] is used as antioxidant calibrator. Fluorescence recordings
were performed in black microplates (96-wells Greiner Bio-One),
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and fluorescence decay was measured by spectrofluorometer
(Safas, Monaco) every minute for a total duration of 1 h at
an excitation/emission wavelength of 520/495 nm. Relative
antioxidant activities of protein samples (tested in duplicate)
were measured by comparison with Trolox standard. Results
were expressed in Trolox equivalents and represented in the
figures as a ratio to the control condition.

Protein Carbonylation Analysis

Carbonyl content of the cytosolic extractions was measured
using an ELISA assay and spectrophotometry, according to
Buss et al. (1997). Protein derivatization was done by adding
a dinitrophenylhydrazine (DNP) solution (10 mM in 6 M
guanidine hydrochloride, 0.5 M potassium phosphate buffer) to
the protein samples. The ELISA assay used anti-DNP antibody
produced in rabbit (1:500; Sigma-Aldrich) and anti-rabbit Ig
(1:2000; Bio-Rad). 0-100% reduced bovine serum albumin (BSA)
were used as standard curve. Carbonyl content of protein
samples was expressed in nanomoles per milligram of protein
and was then represented in the figures as a ratio to the
control condition.

Ubiquitin Conjugates Dot-Blot Analysis
Ubiquitinated proteins were assayed, according to Haas and
Bright (1985), by dot-blotting 3 pg of protein samples fixed
to a nitrocellulose membrane, which was incubated with
primary antibody (1:1000; Mono- and polyubiquitinylated
conjugates recombinant monoclonal antibody; Enzo Life
Sciences). The membrane was next incubated with the secondary
antibody (1:5000; anti-mouse antibody; Sigma-Aldrich). After
chemiluminescence revelation (ECL), levels of spot density were
measured using image analysis on GeneTools (SynGene). Levels
of ubiquitinated proteins were obtained after normalization
by spot density measured after amido black solution staining.
Results were represented in the figures as a ratio to the
control condition.

Detection of Intracellular Reactive
Oxygen Species

Intracellular ROS were detected in cultivated cells treated or not
with H,O; using a sensitive fluorescent probe that penetrates the
cell and, when oxidized by intracellular free radicals, binds to
DNA, emitting a more intense green fluorescence (CellROX™
Green Reagent, Invitrogen). We followed the manufacturer’s
instructions. Briefly, 10 L of a 500 LM solution of CellROX™
Green were added to each treated well during 30 min at room
temperature in the dark. After rinsing, cells were resuspended
in 200 pL of PBS 0.6 M. Samples were then analyzed by flow
cytometry (CytoFLEX LX, Beckman Coulter), excited at 488 nm
and detected at 515-530 nm. For data analysis, we selected
the green-fluorescent cells (CellROX-positive cells) within the
population of interest. The population of interest corresponds to
the cell population from which the analysis has been conducted
after hierarchical exclusion of debris and doublets. For each
experiment, controls (i.e., untreated cells) allowed to evaluate the
basal intracellular ROS level in the cell cultures.

Statistical Analysis

For all cellular and biochemical markers evaluated in this study,
the effect of the different treatments was analyzed with a two-way
ANOVA test or Kruskal-Wallis test followed by, respectively, a
Tukey’s or Dunn post hoc, depending on the homoscedasticity
of the data set. All experiments, i.e., in vivo and in vitro, were
conducted on at least three independent biological replicates.

RESULTS

Hydrogen Peroxide Effects on A. viridis

Specimens

To determine the susceptibility of A. viridis specimen to H>O»,
we monitored the sign of bleaching, tissue necrosis and potential
mortality during 7 days of exposure. No sign of tissue necrosis or
mortality of the A. viridis specimens have been observed during
H,0; exposure. In addition, no differences in the symbiotic state
have been measured since the quantity of symbionts, Philozoon
sp. genus, per mg of protein remained the same after 7 days of
treatment with both H,O, concentrations (Figure 1). In addition,
the sea anemones were also monitored several weeks after the
treatment, and no signs of bleaching or disease were observed
(data not shown).

Hydrogen Peroxide Effects on Stress
Biomarkers of A. viridis Tissues Under

Treatments

To analyze the impact of H,O, at the tissue level, we
assessed three biochemical stress markers (TOSC, carbonylation,
and ubiquitination) known to be associated with oxidative
stress conditions, in the three tissue compartments (epiderm,
gastroderm, and symbiont) separately. In the epiderm, we
only observed a slight but significant decrease of TOSC after
7 days of 200 pnM H,O, (Figures 2A-C). It is noteworthy

1.2

o -
w o

per milligram of protein)
o o
- o

animal (millions of Philozoon sp. cells
o
-t

Ratio of number of symbionts in the

control 200 uM H;0, 500 uM H,0,
FIGURE 1 | Symbiotic state of A. viridis specimens under H,O» treatments.
Content of Philozoon sp. symbionts in the tentacles of A. viridis before and
after 7 days of 0 uM (control, white bars) 200 LM (gray bars) and 500 uM
(black bars). At day 0, the A. viridis specimens hosted 2.3 x 108 symbiont
mg~ . Data are represented as means with standard error bars.
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FIGURE 2 | Stress biomarkers in A. viridis tissues under H,O, treatments. Measurements have been performed separately on animal’s epiderm extracts (A=C), on
animal’s gastroderm extract (D-F) and on symbiont extracts (G-l) from the gastroderm. Total Oxidative Scavenging Capacity (A,D,G), protein carbonylation (B,E,H)
and protein ubiquitination (C,F,1) were measured under 0 uM H,O» (control; white bars), 200 wuM HyO» (gray bars) and 500 M H,O5 (black bars). Data are
expressed relative to the control condition (ratio of the control condition). Means values with standard error bars are presented. Significant differences between
control and stress condition are expressed by *p < 0.05 and ***p < 0.001.

that after 1 day of 200 wM H,0,, we observed a trend of
increasing protein damages (carbonylation and ubiquitination),
which totally disappeared after 7 days.

In the gastrodermal compartment (i.e., animal tissue), we only
observed an effect of H,O, treatments after 7 days of 500 uM
H,0;, inducing a 34% increase of TOSC (Figure 2D) which is
sufficient to avoid protein damages (Figures 2E,F). Finally, the
analysis on the symbiont fraction showed an increase of TOSC
(17% higher than the control), associated with an increase of
protein carbonylation level (50% higher than the control) after
7 days at 500 pM H, O, (Figures 2G,H). No impact on symbiont
protein ubiquitination has been measured (Figure 2I). Taken
together these data suggest a higher capacity of cnidarian animal
cells to cope with H,O; and prevent protein damages compared
to the algal symbiont.

Dose Response of Gastrodermal
Cultivated Cells to Hydrogen Peroxide

To gain more insight in the capacity of the animal gastrodermal
compartment to cope with ROS we first assessed the overall

toxicity of H,O, using gastrodermal cell cultures from A. viridis.
More precisely, we applied a range of H,O, concentrations from
100 wM to 2 mM for 7 days and assessed cellular growth and
viability (Figure 3). Without any treatment, the mean viability
of cultivated cells was 93% =+ 1.17 and the weekly growth
rate was 18.7 & 4.5. At 100 wM, no effect on viability and
growth rate was observed. The first significant effects on both
parameters appeared at 200 WM (10% viability and 42% growth
rate decreases) and drastically exacerbated at 500 WM. With a
concentration of 500 pM H;O,, the viability was decreased by
58% (ECsp = 400.8 pM) and the growth was totally arrested.
These results led us to direct further experiments toward the
concentrations of 200 and 500 uM H,O,, where the response of
the cells seemed pivotal and allowing the comparison with the
in vivo experiments.

Hydrogen Peroxide Effects on Oxidative

Status of Gastrodermal Cultivated Cells
To test whether H,O, treatments induced an intracellular ROS
increase, we stained cultivated cells with specific fluorescent
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FIGURE 3 | Dose viability and growth responses of gastrodermal cultivated
cells under H,O, treatments. A. viridis gastrodermal cultivated cells were
treated with H,O» at different concentrations for 7 days before measuring cell
viability (solid line) and cell growth rate (dashed line). Cell viability and growth
rate are expressed relative to the control condition (ratio of the control
condition). Means values with standard error bars are presented. Significant
differences between control and stress condition are expressed by *p < 0.05
and ***p < 0.001.

probe (CellROX™ Green) allowing to quantify the positive cells
for CellROX™ Green. The level of intracellular ROS was thus
correlated to the percentage of positive cells for CellROX™
Green. Interestingly, this analysis revealed that although an
increasing trend, there was no significant difference between
the control (no treatment) and the cells treated with 200 uM
H,0,, whatever the time point (Figure 4). However, there was
a significant increase of ROS-positive cells (2.7 times higher in
average, 11.2% vs. 4.1%) within the cells treated with 500 uM
H,0; from 1 h until 7 days of treatment.

Hydrogen Peroxide Effects on Cellular
Parameters Under Treatments and

Resilience Phase

We next wondered whether H,O, exposures induce a stress
at the cellular level by monitoring cellular parameters during
treatments. In addition, we also evaluated the resilience capacity
of treated cells by following the same parameters after a week-
recovery phase. Firstly, the analysis of the cell viability, during
1-6 h of exposures, showed no impact of 200 or 500 uM
H,0, treatments (see Supplementary Figure 1). At 200 puM,
there was only a light significant decrease in cell viability (9%)
after 7 days of exposure, which was totally recovered after the
resilience period (Figure 5A). At 500 WM, a 28% decrease was
observed at 1 day that worsened after 7 days (58% of decrease,
Figure 5A), confirming our results obtained during the dose-
response assay. After a resilience period, only a partial recovery
was observed (71% of the control condition), suggesting that not
all the cells that survived may be able to compensate the HyO,-
induced stress. In line with this hypothesis, the analysis of the cell
population by flow-cytometry showed, after 7 days of 500 WM
H,0,, a modification of cell-population pattern associated with
a significant increase of autofluorescence (in average: 3.86% vs.

14% *

. ‘ ]
*
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FIGURE 4 | Quantification of intracellular ROS in gastrodermal cultivated cells
under HyO5 treatments. Intracellular content of ROS was measured by
staining cells with CelROX Green Reagent after 1 h, 2 h, 6 h, 1 day, or 7 days
with 0 pM HoO5 (control condition; white bars), 200 uM H,O, (gray bars) or
500 uM H,O» (black bars). Results represent the percentage of fluorescent
cells (CelROX-positive cells), within the population of interest, quantified by
flow cytometry. Data are represented as means with standard error bars.
Significant differences between control and treatments are expressed by

*p < 0.05 and ***p < 0.001.
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0.53% for the control condition; p-value = 0.021; Figure 6), which
could be reflecting cell apoptosis.

The growth rate measurements showed a significant impact
of both treatments, 200 and 500 uM H,0,, with a dose-
dependent response as we observed a decrease of 38 and 97%,
respectively (Figure 5B). This H,O, dose-dependent response
was maintained after the resilience period with a partial growth
rate recovery for both treatments (75 and 39% of control,
respectively, for 200 and 500 wM H,0,). Taken together these
data suggested that 200 wM H,O; can be considered as the
tolerance threshold of cultivated cnidarian cells while 500 uM
H,0; can represent a critical concentration inducing deleterious
cellular injuries.

Hydrogen Peroxide Effects on Stress
Biomarkers Under Treatments and
Resilience Phase

To determine the cellular response induced by H,O, treatments
on cultivated cells we analyzed biochemical stress markers
(TOSC, carbonylation, and ubiquitination). After 1-6 h of
treatment, we observed no significant effect on any of the three
biomarkers (Supplementary Figure 2). However, after 24 h of
treatment TOSC was impaired at both 200 and 500 pM H,O,.
A full recovery was observed after 7 days of treatment and
maintained during the resilience phase (Figure 7A), suggesting
an acclimation of the cells to the pro-oxidant conditions. No signs
of protein damage (protein carbonylation and ubiquitination)
were measured after 24 h. However, the 200 pM H,O,
treatment induced an increase of ubiquitinated proteins after
7 days (Figure 7C). This effect was totally abolished after
the resilience period (Figure 7C). These data suggest that
H,0, exposures, even at 500 wM and after 7 days, didn’t
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FIGURE 5 | Cellular parameters of gastrodermal cultivated cells under Ho O, treatments and resilience phase. Cell viability (A) and cell growth rate (B) were
measured under cell treatment with H, O, at 200 and 500 wM and during resilience phase (back to control condition for 7 days): 0 uM H»>O, (control condition; white
bars), 200 pM H, Oz (gray bars) and 500 uM H, O, (black bars). Cell viability and growth rate are expressed relative to the control condition (ratio of the control
condition). Data are represented as means with standard error bars. Significant differences between control and treatments are expressed by *p < 0.05, **p < 0.01,
and ***p < 0.001.
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FIGURE 6 | Flow cytometry analysis of A. viridis cultivated cells under a 7-days treatment with HoO,. Flow cytometry analysis were performed on cultivated cell
population by excitation at 488 nm and detection at 515-530 nm, after 7 days of incubation without HoO» (A) or with 200 uM (B) or 500 uM (C) of HyO5.
Representative dot plots of all experiments performed are shown. Orange dots: cells of interest; pink dots: green-autofluorescent cells.

anemone A. viridis at both whole animal and cellular
scales. The H,O, concentrations used in the present study
correspond to extremely high levels never measured in
the seawater. However, rainwater can temporally induced
increase of H;O; to tens of micromolar (Ndungu et al,
2019; Jones and Lee, 2020). Benthic marine organisms
from coastal areas are therefore regularly facing H,O,,

lead to persistent oxidative damages on proteins in cnidarian
cultivated cells.

DISCUSSION

Extended Tolerance of Symbiotic

Cnidarians to Hydrogen Peroxide
In this study, we used H,O, to induce pro-oxidative condition
and to investigate the stress response in the symbiotic sea

that could lead to oxidative stress (Abele-Oeschger et al,
1997). Indeed, among ROS, H,0O; is the most abundant and
long-lived in sea water and contrary to other ROS, H,O,
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FIGURE 7 | Stress biomarkers in A. viridis cultivated cells under Ho O, treatments and resilience phase. Total Oxidative Scavenging Capacity, TOSC (A), protein
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could rapidly diffuse across membranes (see for review
Halliwell and Gutteridge, 2015).

In our study model, at both whole animal and cellular scales,
200 uM of H,0; did not create a condition of stress, since
very weak impact was observed in global health: no sign of
mortality or bleaching on specimens (Figure 1), no intracellular
ROS accumulation (Figure 4) and only very slight effect on
viability after 7 days exposure in cell cultures (Figure 5). In
addition, no effect was observed on any stress biomarkers we
tested (Figures 2, 7). In cell cultures, we nevertheless measured a
significant cellular growth arrest (Figure 5), reflecting a common
feature of stress response and could be interpreted as an usual
resistance mechanism (see for review Davies, 1999, 2000).

H,O, usually represents a threat for most organisms. Indeed,
in diverse mammalian cell lines, a cytotoxic effect of H,O;
could be observed from 60 WM (Coyle et al., 2006) with drastic
and irreversible impacts (i.e., apoptosis and necrosis) induced at
400 pM H,0; (Xiang et al., 2016). Some studies performed on
marine invertebrates showed that micromolar concentrations of
H,0;, ranging from 0.5 to 20 WM, could impact the metabolism
of the whole animal. For example, a 40% drop in O, consumption
was observed in the Polychaete Nereis diversicolor under 5 uM of
H,0; (Abele-Oeschger et al., 1994), while higher level of H,O;
(50 wM) can cause oxidative damages (i.e., lipid peroxidation),
as observed in another Polychaete species, Laenoereis acuta
(Da Rosa et al., 2008).

Contrasting with those results, our study highlighted an
extended tolerance of symbiotic cnidarian facing even greater
H,O; concentrations. This resistance to H,O, is, however, not a
general cnidarian feature as it has been shown that concentrations
exceeding 163 wM H,O; caused mortality of the non-symbiotic
sea anemone Nematostella vectensis (Friedman et al., 2018).
Therefore, these results reinforced the hypothesis of the
adaptation of symbiotic cnidarians to pro-oxidative conditions,
due to their lifestyle with a photosynthetic symbiont. Indeed, it
has been already highlighted that symbiotic cnidarians exhibited
a wide diversity of biochemical antioxidant actors, compared

to non-symbiotic species (Furla et al, 2005). For instance,
higher number of superoxide dismutase (SOD) isoforms was
identified in the symbiotic cnidarian A. viridis compared to the
non-symbiotic one Actinia schmidti. In complement, another
comparative analysis showed that the glutathione peroxidase
(GPx) isoforms were less numerous in the non-symbiotic sea
anemone N. vectensis than in the symbiotic sea anemone A. viridis
(Pey et al., 2017). To confirm the hypothesis of the adaptative
process, it will be required to extend the comparison of the
antioxidant battalion between symbiotic and non-symbiotic
cnidarians at multiple scales, even by including the non-
enzymatic actors.

Importance of Host Cells to Hydrogen

Peroxide Defense

In the present study, H,O, exposure on whole organism affected
mainly the endosymbiont, Philozoon sp. genus (LaJeunesse
et al., 2021), rather than the animal host tissues. Although
antioxidant defenses were stimulated after 7 days, an increase
of protein carbonylation was measured in the symbiont fraction,
whereas no increase was observed in the animal compartments
(Figure 2). The susceptibility of free-living algae to H,O; is
well documented and highlighted an important heterogeneity
in H,O; response. For example, although the cyanobacterium
Synechococcus aeruginosus tolerated until 2 mM H,O;, another
cyanobacterium species, Microcystis aeruginosa, was affected by
around 20 pM (EC50) and the diatoms Navicula seminulum
by 200 wM (Drébkova et al, 2007). Few studies have been
performed on Symbiodiniaceae sensitivity to ROS and again
they highlighted species-specific impacts on photosynthesis
(Wietheger et al, 2015; Roberty et al, 2016). For example,
cultured Symbiodinium microadriaticum strain showed high
resistance to 1 mM H,0,, compared to Fugacium kawagutii
showing drastic damage to photosystem function at the same
H,0; concentration (Wietheger et al., 2015). In addition, light
exposure increased the photosynthesis impairment of cultured
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Symbiodiniaceae from 30 min of >1 mM H,0, exposure
(Wietheger et al., 2015).

Protected inside the gastrodermal host cell, the endosymbiont
would not have shown any signs of oxidative stress under
H,0, exposure, but the sensitivity assessed in our study
did not confirm this assumption. This sensitivity to H,O;
could, however, be correlated to previous studies demonstrating
that Symbiodiniaceae living in hospite present a reduction of
the antioxidant enzymatic defenses (i.e., SOD, catalases or
peroxidases) compared to the free-living condition (Lesser and
Shick, 1989; Richier et al., 2005; Pey et al., 2017). Nevertheless, it
has been shown that in hospite, Symbiodiniaceae harbor a higher
surface volume of thylakoid lamellae (Lesser and Shick, 1990),
increasing definitely the photosystem density and consequently
the source of ROS associated with electron chain transports
(Saragosti et al., 2010).

These data, in addition with measurements of H,O;
diffusion from the symbiont (Suggett et al., 2008; Armoza-
Zvuloni and Shaked, 2014), support the conclusion that, in
hospite, the redox homeostasis of the symbiont is bolstered
by the antioxidant defenses of the animal host cells. For
example, in A. viridis it has been frequently observed that
the animal compartment constitutes the major contributor
to the holobiont antioxidant potential, with higher amount
of antioxidant defenses compared to the symbiont fraction
(Richier et al., 2003, 2005; Plantivaux et al., 2004; Merle et al.,
2007; Pey et al, 2017). This agrees with studies performed
on other symbiotic cnidarian species (Yakovleva et al., 2004;
Levy et al,, 2006; Krueger et al,, 2015). By consequence, an
experimental burst of H,O; leads to more deleterious effects in
the endosymbiont than in animal cells, illustrating their capacity
to cope with H,0,.

No Bleaching Induction by Hydrogen

Peroxide

Even at highest H,O, exposure, no bleaching was observed
neither during, nor after the exposure period in the treated
A. viridis specimens (Figure 1). Interestingly, despite the protein
damages observed in the symbiont, the equilibrium of the
symbiosis was maintained. It has been largely documented in
symbiotic cnidarians that stress-induced bleaching (e.g., thermal
stress) is linked with the over-production of ROS by the
endosymbiont, leading to significant oxidative damages in the
host cells (see for review Suggett and Smith, 2020). Due to its
permeable properties and its overproduction in several strains of
Symbiodiniaceae exposed to thermal stress (Lesser, 1996; Suggett
etal., 2008; Roberty et al., 2015), this ROS has then been suggested
to be responsible of oxidative stress occurring in host cells during
bleaching events. However, in this study, the absence of bleaching
and of oxidative damages in host cells under H,O, exposures can
support the conclusion that HO, may not be the most important
ROS associated with coral bleaching.

Limits of the Resistance
At cellular level, pro-oxidative condition can elicit a broad
spectrum of responses from proliferation to growth arrest,

or senescence and cell death, depending on the cell capacity
to overcome the stress by repairing or removing damaged
molecules. The observed effect reflects the balance between
intracellular pathways activated in response to the oxidative
injury and can vary significantly with the concentration of the
oxidant agent and the treatment exposure. In our in vitro study
model, 500 uM of H,O, induced a decrease of cell viability,
particularly pronounced after 7 days of treatment and associated
with a drastic growth arrest (Figure 5).

This response could be explained by a strategy of the
“sacrifice” signaling pathway set up by the cells to eliminate
the most damaged cell population (Davies, 2000). Indeed, a
change in the cell population pattern was highlighted after
7 days at 500 pM H,O, (Figure 6) and no protein damages
were observed in these surviving cells (Figure 7). Nevertheless,
the increase of autofluorescence measured in surviving cells
after 7 days at 500 pM H,O, (Figure 6) might be correlated
with changes in metabolic activity of mitochondria that cells
undergo during apoptosis, as it has been previously observed
in mammalian cells (Levitt et al., 2006). In addition, the
partial recovery of cell growth after the resilience period
(Figure 5) suggested a non-reversible impact of 500 uM H,0,
injury on surviving cells, whose mechanisms should be deeply
addressed in the future.

Finally, comparing the in vitro and the in vivo approaches, we
highlighted that the sensitivity of A. viridis gastrodermal cells at
500 uM of H,O; exposure is less pronounced in the gastrodermal
tissue than in the isolated cultivated cells (Figures 2, 7). This is
likely due to the contribution of the tissue organization thanks to
host cell/cell communication, more efficient turnover of damaged
cells and/or by a signaling pathway linked to the presence
of the symbiont.

Moving forward thanks to the in vitro cnidarian cell culture,
an ambitious perspective of this study will be to disentangle
the mechanisms of H,O, resistance of cnidarian cells and
more specifically to assess the impact of other ROS (as the
superoxide anion and the hydroxyl radical), thus contributing to
decipher the adaptative tools that have evolved for a successful
symbiosis stability and conversely to better understand the
bleaching processes.
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CHAPITRE 4. LE VIEILLISSEMENT CELLULAIRE
CHEZ LE MODELE ANEMONIA VIRIDIS

4.1 Introduction
4.1.1  Vieillissement et longévité

Le vieillissement est un phénoméne qui concerne la majorité des étres vivants, se
traduisant a I’échelle de I'individu par une diminution des capacités physiques ou
physiologiques, telles qu’une baisse de la fertilité, ainsi qu’une augmentation du risque de

maladies, conduisant finalement a la mort de 1’individu (Jones et al., 2014).

En outre, le vieillissement s’observe a 1’échelle cellulaire, ou il s’illustre par des
dysfonctionnements mitochondriaux, une instabilité génomique ou encore une perte de la
protéostasie (Figure 4.1 ; Lopez-Otin et al., 2013). L accumulation de ces déréglements induit
une entrée en sénescence des cellules « vieillissantes », processus se caractérisant
principalement par un arrét de la prolifération cellulaire, des modifications morphologiques
ou encore une altération de la lamina nucléaire (le réseau fibrillaire entourant I’ADN dans le
noyau) (Roux and Bischof, 2019). Les lamines, protéines qui lacomposent, sont alors dégradees

ce qui constitue I’un des marqueurs d’une sénescence précoce (Freund et al., 2012).
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Figure 4.1. Exemples de marqueurs de vieillissement a 1’échelle cellulaire (adapté depuis LOpez-
Otin et al., 2013)
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De plus, une entrée en sénescence est marquée par une sortie du cycle cellulaire, a
partir de laquelle plusieurs modifications cytomorphologiques et métaboliques vont se mettre
en place (Figure 4.2). Des modifications morphologiques, telles qu’un aplatissement et un
élargissement de la cellule et des modifications de la chromatine (i.e. création de foyers
d’hétérochromatine associés a la sénescence (SAHF), perte de lamine B1) ainsi qu’une
augmentation de I’activité de la Bgalactosidase lysosomiale sont associées a la phase précoce
de la sénescence. Méme si a cette étape on peut déja voir une sécrétion de molécules pro-
inflammatoires, c’est lors des phases de sénescence tardive qu’une inflammation chronique va

se mettre en place et que les modifications morphologiques vont s’accentuer.
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Figure 4.2. Caractéristiques phénotypiques des cellules sénescentes (Roux and Bischof, 2019)

La senescence, qui a été décrite pour la premiere fois dans les années 60 (Hayflick and
Moorhead, 1961), est observée lors de la dégénérescence naturelle de cellules en culture aprés
un nombre de réplications ou un temps de culture donné, suggérant 1I’implication de facteurs
intrinséques. Cette cause naturelle d’entrée en sénescence, appelée alors « Sénescence
réplicative », provient d’un phénoméne d’érosion télomérique, a savoir la perte progressive
d’une partie de ’ADN a chaque multiplication cellulaire, et qui explique que la plupart des

cellules ne peuvent se diviser indéfiniment (Gire, 2005).

D’autre part, I’entrée en sénescence cellulaire peut étre la conséquence de stress
extrinséques (tels que des conditions pro-oxydantes, des rayons X, ou encore des drogues),
induisant des dommages variés et accélérant alors le vieillissement naturel des cellules

(Schmitt, 2007). On parle alors de « sénescence inductible ».
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41.2 La théorie radicalaire du vieillissement

Comme développé précédemment dans le CHAPITRE 3, les cellules peuvent étre
soumises a des stress exogenes conduisant a la production d’especes réactives de 1’oxygene
(ERO), ou espéces radicalaires, responsables de divers dommages aux constituants cellulaires.
Ces dommages oxydatifs sont a 1’origine de dysfonctionnements physiologiques et
d’importantes 1ésions a I’ADN, mais sont également suspectés de s’accumuler dans I’organisme
et d’induire I’entrée en sénescence des cellules impactées. Cette théorie, appelée la « théorie
radicalaire du vieillissement », a été proposée dans les années 50 (Harman, 1956) et il a depuis
¢t¢ montré qu’une réduction des dommages oxydatifs peut effectivement mener a une
augmentation de la durée de vie chez certains organismes en laboratoire (Labuschagne and

Brenkman, 2013), illustrant le lien entre stress oxydant et longeévité.

De plus, au cours du vieillissement, une augmentation de marqueurs spécifiques du
stress oxydant peut étre observée et est correlée a un déficit en défenses antioxydantes,
contribuant & appuyer le role du stress oxydant dans 1’induction de sénescence (Voir pour revue
Barouki, 2006). En outre, il a été proposé qu’une meilleure capacité de résistance au stress
oxydant d’un organisme ou d’une espece puisse étre un élément contribuant a une longévité
plus importante (Johnson et al., 1996; Delattre et al., 2005). Comme illustré chez le nématode
Caenorhabditis elegans, ou les individus a I’espérance de vie la plus longue présentaient une
meilleure résistance aux ERO, y compris a I’H202 (Larsen, 1993), associée a un niveau plus
¢levé de défenses antioxydantes, telles qu’une plus forte activité des SOD (Vanfleteren, 1993).
Par ailleurs, des individus dont la durée de vie a été expérimentalement rallongée en induisant
des mutations sur des genes impliqués dans le vieillissement (gérontogénes), présentent
globalement une meilleure résistance au stress thermique ou aux UV, connus pour induire la
production d’ERO (Johnson et al., 2001).

4.1.3 Le vieillissement chez les Cnidaires

Méme si le vieillissement constitue un phénomeéne universel, certains organismes
semblent échapper a cette constante. Les Cnidaires sont ainsi connus pour leur extréme
longéviteé sans signe visible de vieillissement. On a par exemple estimé 1’age de certains coraux
profonds a plus de 4200 ans (Roark et al., 2009) et des anémones de mer ont été maintenues en

captivité pendant plus de 90 ans (Comfort, 1979). Il a également été montré que les marqueurs
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de vieillissement, a savoir une chute de la fertilité associée a une augmentation de la mortalité

avec I’age des individus, ne sont pas observés chez 1’hydre ou les gorgones (Figure 4.3 ; Jones

etal., 2014).
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(gorgone rouge)
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Figure 4.3. Trajectoires démographiques de deux especes de Cnidaires. La mortalité relative
(rouge) et fécondité (bleu) en fonction de I'dge sont mises a I'échelle par rapport a leur moyenne. Adapté
depuis (Jones et al., 2014)

De plus, bien que les études restent limitées a I’hydre d’eau douce, cette longévité
semble étre liée a une absence de sénescence (Martinez, 1998) ou comme suggeérée par Finch
(1990, 2009) a une sénescence négligeable (« negligible senescence »). Ce terme a été proposé
pour plus prudemment considérer que les marqueurs classiquement utilisés pour mettre en
¢vidence I’entrée en sénescence chez des especes modeles, tels que I’activité de la B-
galactosidase lysosomale (Dimri et al., 1995) ou encore la perte de la lamine B1 au sein de la
lamina nucléaire (Freund et al., 2012) ou le raccourcissement des extrémités télomériques
n’avaient pas été appliqués aux Cnidaires, laissant en suspens la question de marqueurs adaptés

a ces modeles.

Cependant, chez des souches d’hydre dont le vieillissement a été induit suite & un stress
température froid (en perdant leur capacité de reproduction, Schenkelaars et al., 2018), Sun et
al. (2020) ont observé par des analyses transcriptomiques I’activation de voies connues pour
étre impliquées dans la sénescence et le stress oxydant. De plus, des études menées au
laboratoire chez le corail Stylophora pistillata soumis a une obscurité prolongée conduisant au
blanchissement, ont mis en évidence un raccourcissement des télomeres associé a une

surexpression de génes impliqués dans le stress oxydant (Rouan et al., 2022).

Enfin, il a souvent été suggéré que la longévité des Cnidaires serait étroitement liée a
une autre de leurs caractéristiques remarquables, a savoir leur capacité de régénération
largement conservée au cours de la vie de ces individus et qui leur offre la possibilité de

reconstruire leur corps entier (Reddy et al., 2019; Réttinger, 2021). La présence de cellules
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pluripotentes, ou cellules souches, tout au long de leur cycle de vie, jouerait un réle important
dans le maintien du renouvellement cellulaire nécessaire a leur capacité de régénération
extréme (Schaible et al., 2014).

4.2 Obijectifs des travaux et approche expérimentale

Les résultats des expériences menées dans le CHAPITRE 3 ont mis en évidence, dans
les cellules en culture d’A. viridis, des capacités de résistance intrinseques a des conditions pro-
oxydantes, notamment au traitement & 200M H202 et ce méme apres 7 jours. En effet, suite a
ce traitement nous n’avons observé qu’un faible impact sur la viabilité, associé a une réduction
de la croissance cellulaire, mais sans présence de dommage protéique oxydatif. Par ailleurs, la
récupération compléte des parameétres cellulaires apres une période de résilience de 7 jours tend
a suggérer la mise en place de mécanismes de défense suffisants pour répondre a ce traitement.
Au contraire, le traitement & 500uM H202 induit un arrét de croissance total associé a une
réduction marquée de la viabilité, paramétres qui ne sont pas recouvrés apres une période de
résilience de 7 jours. Ces résultats suggérant que ce traitement aurait des conséquences

irréversibles sur I’homéostasie cellulaire.

L’objectif de ce chapitre a donc ét¢ de déterminer si I’arrét de croissance induit par le
traitement H202 pourrait étre symptomatique d’une entrée des cellules en sénescence. Dans ce
but, nous avons testé si l’utilisation d’un des marqueurs cellulaires de la sénescence
(’expression de la -galactosidase lysosomale), permet dans notre mode¢le d’étude de visualiser
des cellules en état de senescence. Pour cela, nous avons suivi, dans un premier temps, le
marquage de la B-galactosidase lysosomale pendant la phase de traitement pro-oxydant (200 et
500uM d’H202) et aprés une période de résilience de 56 jours (soit I’équivalent de 36
générations). Dans un deuxiéme temps nous avons tenté¢ d’induire de la sénescence cellulaire
par un traitement a 200uM d’H202 : long et continu (28 jours) ou répété (de deux semaines
séparées par une periode de résilience). Enfin, nous avons soumis les cellules a un traitement
aux rayons X, traitement connu pour induire la sénescence chez d’autres modéles biologiques
(Panganiban et al., 2013; Ji et al., 2015; Koike et al., 2021). La démarche expérimentale est

illustrée dans la Figure 4.4.
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Figure 4.4. Démarche expérimentale menée dans ce chapitre.

4.3 Matériel et méthodes
4.3.1  Matériel biologique

Des cultures cellulaires primaires ont été obtenues a partir de différents individus d'A.
viridis et maintenues comme décrit dans Ventura et al. (2018). Succinctement, les cellules ont
été cultivées a l'obscurité dans un incubateur thermorégulé a 20,0 £ 0,5°C. Le maintien des
cellules en culture est assuré par un passage hebdomadaire dans un milieu de culture optimisé
pour respecter la composition de 1’eau de mer méditerranéenne (a savoir une salinité de 40ppt
et un pH de 8,1).

4.3.2 Traitements in vitro a P’H20:>

Les cellules ensemencées dans des plaques 12 puits ont été exposées a 0 (contréle),
200 ou 500uM d’H202 pendant 1 ou 7 jours. Aprés traitement, les cellules ont été remises en
culture dans un milieu sans H202 et par la suite maintenues en culture jusqu’a 56 jours apres le
traitement (avec un passage hebdomadaire). Une autre série d’expériences a été réalisée en
exposant les cellules a 0 (contrdle) ou 200uM d’H202 soit : i) en continu pendant 28 jours, soit
i) une semaine sur deux pendant 28 jours. A la suite des différents traitements, les paramétres

vitaux (viabilité et croissance cellulaires) et le marquage de la sénescence ont été mesurés. Tous
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les traitements ont été réalisés sur au moins trois expériences indépendantes (c’est-a-dire sur au

moins trois primo-cultures différentes).

4.3.3  Traitements aux rayons X

Des cellules ensemenceées dans des plaques 12 puits ont été placées dans un irradiateur
et traitées a une puissance de 7.9 Gy/min pour atteindre des valeurs finales d’irradiations de 10
a 50 Gy. Cinq jours aprés ’irradiation, les paramétres vitaux (viabilité et croissance cellulaires)
et le marquage de la sénescence ont été mesurés. Tous les traitements ont été réalisés sur au
moins trois expériences indépendantes (c’est-a-dire sur au moins trois primo-cultures

différentes).

4.3.4  Mesure des parametres vitaux cellulaires

Les paramétres vitaux des cultures ont été mesurés apres les différents traitements
selon la méthode décrite dans Ventura et al. (2018). Brievement, la viabilité cellulaire a tout
d’abord ét¢ évaluée par la méthode de I’Evans blue, permettant d’identifier les cellules viables
(non colorées) et les cellules mortes (colorées) et de les compter sur un hémacytometre (cellule
de Neubauer modifiée). La viabilité a ainsi été définie comme le pourcentage de cellules viables
par rapport aux cellules totales. Le taux de croissance a été calculé apres un dénombrement via

la formule suivante :

Cellules viables (J+7) —Cellules viables J0
Cellules viables J0

Taux de croissance = ouJ : jour

4.3.5  Marquage de la sénescence

Les cellules sénescences ont été détectées a 1’aide d’une sonde fluorescente
(fluorescéine) constituant une cible pour la B-galactosidase lysosomale (CellEvent™
Senescence Green Detection Kit, Invitrogen). Suivant les recommandations du fabriquant, les
cellules en culture ont été fixées a 1’aide de paraformaldéhyde 2% puis incubées dans le
mélange de tampon et de sonde fluorescente du kit CellEvent™ pendant 1h30 a température
ambiante et a I’obscurité. Apres rincage, les cellules ont été re-suspendues dans 200uL de PBS
0.6M et ont été analysées par cytométrie en flux (CytoFLEX LX, Beckman Coulter) avec une

excitation de 488mm et une détection a 515-530nm.
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4.4 Résultats
4.4.1  Effets along terme de traitements 24 heures et 7 jours a I’'H20>

Aprés un traitement de 24h a I’'H202, aussi bien avec 200uM que 500uM, on observe
un effet dose-réponse sur la viabilité cellulaire (réduction significative de 10 et 35 %
respectivement ; Figure 4.5 A). A partir de 7 jours de résilience, on observe une récupération
totale des parameétres vitaux des cultures cellulaires (Figure 4.5 A) et une absence d’impact sur

la croissance cellulaire (Figure 4.5 B), et ce jusqu’a 56 jours de resilience.
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Figure 4.5. Effet a long terme de traitements a I’'H>O; sur les paramétres cellulaires des cultures

d’A. viridis. Traitements de 24 heures (A et B) ou 7 jours (C et D) a 0uM H,0; (contréle ; courbe grise),
200uM H20- (courbe orange) ou 500uM H,0; (courbe rouge) ; mesure de la viabilité (A et C) et la
croissance (B et D) cellulaires des cultures d’A. viridis. Les données sont représentées par rapport aux

valeurs contrdles, et les barres d’erreur représentent I’erreur standard a la moyenne. * p < 0.05;
**p<0.01;***p<0.001.

Aprés un traitement de 7 jours a I’H202, on observe également un effet dose-réponse
sur la viabilité cellulaire, plus accentué a 500uM (55% de réduction ; Figure 4.5 C). La

croissance cellulaire est fortement impactée & 200M et totalement inhibée & 500uM (Figure
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4.5 D). Lors de la phase de résilience, on observe une récupération totale de la viabilité
cellulaire, quel que soit le traitement préalablement subi, mais avec une cinétique plus rapide
apres le traitement & 200uM H20:2 (récupération totale des 7 jours ; Figure 4.5 C). Aprés un
traitement a 200uM, les cellules récupérent un taux de croissance équivalent au contrdle (Figure
4.5 D). A I’inverse les cellules traitées avec 500uM H202ne retrouvent pas le taux de croissance

initial méme au bout de 56 jours de résilience.

L’analyse de la B-galactosidase lysosomale a montré une augmentation de cellules
sénescentes apres 24 heures de traitement a 200uM et 500uM d’H20:2 (environ deux fois plus
que dans le contrle ; Figure 4.6 A). Apres 7 jours de traitement, seules les cellules traitées a
500uM d’H20: présentent un niveau de sénescence significativement élevé (3,5 fois plus que
le contréle ; Figure 4.6 B). Il est important de noter que méme si le taux de cellules marquées
est grandement augmenté en comparaison de la condition contrdle, cela ne représente qu’une
faible partie de la population totale des cellules en culture, a savoir environ 13% aprés un
traitement a 500uM d’H202 pendant 7 jours, sachant que le pourcentage de cellules en
sénescence dans la condition contréle est en moyenne de 5,3 £ 1%. Cependant, plus aucune
augmentation de la sénescence n’est mesurée apres 56 jours de résilience et ce quel que soit le

traitement subi préalablement par les cellules (Figures 4.3 A et B).
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Figure 4.6. Mesure de la sénescence au sein des cultures cellulaires d’A. viridis suite aux traitements

H,0,. Mesure de la B-galactosidase lysosomale apres un traitement H,O, de 24h et une phase de
résilience de 56j (A) ou apres un traitement de 7j et une phase de résilience de 56j (B) : contrdle OuM
(histogramme gris), 200uM (histogramme orange) ou 500uM (histogramme rouge). L’activité de la -
galactosidase lysosomale a été mesurée par marquage fluorescent des populations cellulaires. Les
données sont représentées par rapport aux valeurs controles, et les barres d’erreur représentent 1’ erreur
standard & la moyenne. * p < 0.05 ; ** p < 0.01.
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4.4.1  Effets de traitements continus ou répétés a I’ H20-

Au regard des résultats obtenus sur la mesure des parametres vitaux et de la sénescence
apreés des traitements de 7 jours a I’H202, nous avons décidé d’appliquer deux nouveaux
traitements expérimentaux a 200uM H202 pour évaluer la capacité des cellules d’A. viridis en
culture a entrer en sénescence, de fagon massive et irréversible. Un traitement continu de 28
jours a 200uM H20:2 a un effet limité sur la viabilité au cours des trois premieres semaines
(environ 5% de mortalité), avec un retour aux conditions basales apres 28 jours (Figure 4.7 A).
L’effet sur la croissance cellulaire au cours des trois premiéres semaines est plus marqué avec
une réduction maximale de 60% a 21 jours. Néanmoins au bout de 28 jours les cellules
retrouvent leur taux de croissance initial (Figure 4.7 B). L’analyse de la B-galactosidase
lysosomale n’a révélé aucune différence significative du pourcentage de cellules sénescentes
dans les cultures au cours de la cinétique par rapport au pourcentage mesuré dans les cultures

controles (Figure 4.8).

Le traitement répété a montré un effet transitoire sur la viabilité et la croissance apres
7 jours (5% de mortalité et 30% de réduction de la croissance ; Figure 4.7 C et D). L’absence
d’impact du deuxiéme traitement H202 sur ces mémes parametres suggére un effet de pré-
conditionnement induit par le premier traitement. Par ailleurs, méme lors du traitement répéte,
aucune différence significative du pourcentage de cellules sénescentes n’a été observée dans
les cultures traitées par rapport a la condition contrdle, et ce tout au long de la cinétique (résultat

non montré).
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Figure 4.7. Effet de traitements continu ou répété a 200uM d’H.O, sur les parametres cellulaires

des cultures d’A. viridis. Traitement continu: (A) et (B), courbe orange ; traitement répété (C) et (D),
courbe verte ; mesure de la viabilité (A) et (C) ; mesure de la croissance (B) et (D). Les hachures bleues
représentent les périodes de traitement a 1’H20x, et les courbes grises les conditions contrdles. Les
données sont représentées par rapport aux valeurs controles, et les barres d’erreur représentent I’ erreur
standard a la moyenne. * p < 0.05.
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Figure 4.8. Résultat représentatif de la mesure de I’activité de B-galactosidase lysosomale dans les

cultures cellulaires d’A. viridis suite au traitement continu a 200uM d’H20,. Analyse par cytométrie en
flux de populations de cellules d’A. viridis non traitées (A) ou traitée a 200uM d’H.0; (B) aprés un
traitement continu de 28 jours. Ces analyses issues d’une expérience indépendante sont représentatives
des expériences menées sur tous les points de cinétique. Le pentagone représente la fenétre d’analyse
dans laguelle les cellules fluorescentes (P3) sont mesurées.

4.4.2  Effets de traitements aux rayons X

Les radiations ionisantes étant connues pour induire la sénescence cellulaire chez des

espéces modeles, nous avons procedé a des traitements aux rayons X sur les cultures cellulaires
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d’A. viridis, I’objectif étant d’évaluer la capacité des cellules en culture de notre modele d’étude
a entrer en sénescence massive (c’est a dire majoritaire dans la population cellulaire) et
irréversible suite a un stimulus exogene (tel que les rayons X). Dans un premier temps, nous
avons mesuré 1I’impact des différents traitements (10, 25 et S0Gy) sur les parametres vitaux ces
cellules en culture. Ainsi, seul le traitement a 50Gy a un effet significatif sur la viabilité
cellulaire (réduction de 30% environ). Par ailleurs, une diminution significative de la croissance
cellulaire a été mesurée a partir de 25 Gy (réduction de 62% a 25 Gy et de 51% 50 Gy ; Figure
4.9).
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Figure 4.9. Effets de traitements aux rayons X sur les parameétres vitaux des cultures cellulaires
d’A. viridis. La viabilité (A) et la croissance (B) cellulaires ont été mesurées 5 jours apres le traitement
sur une gamme de 10 a 50Gy. Les données sont représentées par rapport aux valeurs controles, et les
barres d’erreur représentent 1’erreur standard a la moyenne. * p <0.05 ; ** p <0.01.

Aucun des traitements aux rayons X n’a par ailleurs induit une différence significative
du taux de cellules sénescentes dans les populations traitées par rapport a la condition controle
(Figure 4.10). Ceci suggere donc que méme un traitement aux rayons X de 50Gy n’induit pas

de sénescence dans les cultures cellulaires d’A. viridis.
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Figure 4.10.  Mesure de la sénescence au sein des cultures cellulaires d’A. viridis suite aux traitements
aux rayons X. Les cellules ont été soumises a des radiations ionisantes de 10Gy, 25Gy ou 50Gy.
L’activité de la B-galactosidase lysosomale a été mesurée par marquage fluorescent des populations
cellulaires. Les données sont représentées par rapport aux valeurs contrdles, et les barres d’erreur
représentent I’erreur standard a la moyenne.

4.5 Discussion et perspectives

Cette étude a mis en évidence une absence de phénotype de sénescence irréversible
des cellules en culture d’A. viridis suite a des traitements H202 continus et répétés ainsi que
suite & des périodes de résilience de plusieurs semaines. Seul un marquage discret et transitoire
des cellules, reflétant I’activité de la B-galactosidase lysosomale, a été observé apres un
traitement de 24 heures a 200 et 500uM d’H202, ainsi qu’aprées 7 jours a 500uM et associé a
un arrét de la croissance. Les traitements aux rayons X n’ont quant a eux pas induit de
phénotype de sénescence, méme aprés une dose a 50Gy. La résistance des cellules d’A. viridis
aux rayonnements X est d’autant plus remarquable qu’il a été montré 56% et 87% d’entrée en
sénescence dans des cellules humaines aprés des traitements & 4Gy et 8Gy (Ji et al., 2015), voire
méme apres 2Gy dans des cellules de félin (Koike et al., 2021). Des traitements similaires (5Gy)
sur des cellules tumorales de cerveau humain ont également mis en évidence d’importants
dommages a ’ADN (Teodori et al., 2014). Néanmoins, des études menées au laboratoire sur
I’anémone de mer Nematostella vectensis ont montré une absence de mortalité chez des
individus traités a 300Gy (Amiel et al., 2019).

La potentielle absence de sénescence cellulaire induite dans notre modéle d’étude est
en accord avec la théorie d’absence de vieillissement des Cnidaires (Jones et al., 2014). En
effet, il a été montré dans la littérature que I’hydre est capable d’échapper a la sénescence, ne

montrant aucun signe du phénotype de vieillissement avec un taux de mortalité qui reste tres
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bas tout le long du cycle de vie, et un taux reproduction qui ne diminue pas avec 1’age des
individus (Martinez, 1998; Danko et al., 2015). A une échelle cellulaire, cela pourrait
s’expliquer par la présence continue de cellules souches qui participeraient ainsi au
renouvellement infini des cellules, garantissant a ces organismes d’échapper au vieillissement,

ce qui expliquerait alors leur longévité remarquable (Boehm and Bosch, 2012).

Les Cnidaires, qui semblent ainsi pouvoir « échapper» aux mécanismes de
vieillissement, font partie des espéces considérées comme ayant une « sénescence
négligeable ». Cette notion qui a été proposée par Finch (1990, 2009) suggere que certaines
especes, comme le rat-taupe nu ou encore le requin du Groenland par exemple, présentent une
potentielle absence de sénescence associée a un risque faible de développer des maladies liées
a I’age (Stenvinkel and Shiels, 2019). La littérature a depuis suggéré que cette « senescence
négligeable » pouvait étre synonyme d’une meilleure résistance au stress conférant ainsi a ces
especes une capacité exceptionnelle du maintien de leur homéostasie. Cette théorie pourrait
expliquer les résultats obtenus sur notre modéle d’étude chez qui des traitements pro-oxydants

n’induisent ni de dommage oxydatif ni d’entrée massive en sénescence.

Dans notre étude, le marquage choisi pour mettre en évidence une entrée en sénescence
a été la mesure de I’activité de la B-galactosidase lysosomale. Cette enzyme hydrolytique
résidant dans les lysosomes des cellules ne montre en effet une activité que dans les cellules
sénescentes, dont elle est I’un des marqueurs. Ce marqueur a €té mis en évidence initialement
chez un modele de cellules humaines (Dimri et al., 1995), et a depuis été adapté et utilisé
régulierement aussi bien in vivo qu’in vitro, mais principalement sur des modéles de cellules
humaines ou de mammiféres. On peut ainsi se demander si ce type de marquage est adapté a
des modeles emergents ou non conventionnels tels que les Cnidaires, qui pourraient présenter
des processus de vieillissement trés différents de ceux décrits chez les mammiferes. Ce
marquage a également été remis en cause dans un contexte in vitro, car il ne montrait pas de
specificité vis-a-vis de la sénescence a I’échelle cellulaire (Severino et al., 2000). En effet, le
marquage semblait étre grandement dépendant de la densité cellulaire dans la culture et du
nombre de passages qu’elle avait connu, mais pas de 1’age de I’individu sur lequel les cellules
avaient été prélevées. Cela suggere donc que I’activité de la -galactosidase peut ne pas étre
pertinente pour tous les types de sénescence, a savoir réplicative ou induite, et que la mise au
point d’autres marqueurs doit étre considérée pour €tudier la sénescence a I’échelle cellulaire

chez les modeles Cnidaires. La sénescence cellulaire est en effet caractérisée par de nombreux
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changements au sein des cellules, aussi bien morphologiques, que métaboliques et
physiologiques, ce qui implique une grande hétérogénéité phénotypique des cellules
sénescentes en fonction du stimulus utilisé pour I’induire (Roux et Bischoff 2019), et nécessite
donc une approche multi-marqueurs pour mettre en évidence les processus complexes de

sénescence.

Méme si les différents traitements imposés aux cellules en culture d’A. viridis n’ont
pas semblé induire de sénescence, d’importantes réductions voire des arréts de croissance ont
pu étre observés. Dans le cas de traitements a 200uM d’H202 entrainant une réduction de la
croissance cellulaire d’environ 35%, une période de résilience a permis aux cellules de
recouvrer leurs parametres cellulaires initiaux, ce qui peut suggérer une entrée dans un état
alternatif dormant, appelé « quiescence » (Clopton and Saltman, 1995). Il a été montré que des
cellules quiescentes peuvent en effet stopper leur croissance pendant une période de stress ou
de manque de nutriments par exemple, tout en maintenant leur métabolisme réduit, mais actif
et en étant capables de reprendre leur cycle cellulaire lors du retour a la normale des conditions
environnementales (Stuart and Brown, 2006). Méme si des analyses sont a prévoir afin de
montrer que les cultures cellulaires qui ont un taux de croissance diminué contiennent
réellement des cellules ayant stoppé transitoirement leur cycle cellulaire (Coller et al., 2006),
la capacité de résilience illustrée dans cette étude suggere qu’une stratégie de défense est mise

en place au sein des cultures, participant ainsi a leur éviter un vieillissement prématuré.
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CHAPITRE 5. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

L’objectif de ce travail de thése était centré sur 1’étude des capacités de réponse au
stress des Cnidaires symbiotiques a I’échelle cellulaire, en utilisant le modéle d’étude A. viridis.
Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés a la capacité de réponse face a des
stress extrinseques, tels que des polluants chimiques, des cellules de Cnidaires en culture
(CHAPITRE 2). Cette premiére approche a permis de mettre en évidence 1I’impact de polluants
chimiques utilisés dans I’industrie cosmétique, tels que les filtres UV, mais également de
mélanges de filtres ou de produits finis. Ce volet s’est par ailleurs concrétisé par I’utilisation de
ce test d’écotoxicité in vitro comme support pour la formulation de produits éco-responsables
par SO.F.ILA Cosmétique, I’entreprise partenaire de cette thése CIFRE. Dans un deuxiéme
temps, nous nous sommes intéressés a 1’étude des capacités de réponse face a des stress
intrinseques, tels que des conditions pro-oxydantes liées a la vie en symbiose. Lors de ces
travaux, nous avons ainsi démontré des propriétés remarquables de résistance a un traitement a
I’H202 (CHAPITRE 3), avec comme phénotype de résistance majeur un arrét de la croissance
cellulaire dont nous avons pu montrer qu’il ne semble pas li¢ a une entrée en sénescence

(CHAPITRE 4).

51 Le test d’écotoxicité marine in vitro : un nouvel outil pour I’évaluation

de la pollution du milieu marin

Le contexte de la pollution de I’environnement marin, couplé a 1’absence de tests
marins non invasifs, rend urgent le développement de nouvelles méthodes d’analyse. Dans ces
travaux de thése, nous avons ainsi entrepris d’utiliser une technologie in vitro innovante issue
d’un Cnidaire symbiotique, Anemonia viridis, afin de mener des études d’écotoxicologie marine
appliquée a I’industrie cosmétique. Nous avons ainsi validé I’utilisation de cet outil in vitro sur
des matiéres premieres tels que I’avobenzone et le benzophénone-3, filtres UV largement
utilisés par I’industrie cosmétique. En effet, les analyses menées sur ces mati€res premicres par
la mesure de valeurs d’ECso, nous ont permis de positionner ce test innovant par rapport aux
études existantes et de valider sa sensibilité et sa pertinence. De plus, ce test a permis
d’appréhender I’impact de mélanges de composés (tels que des mélanges de filtres UV) ou de
produits finis. Ces études permettent d’envisager deux types de perspectives, tant d’un point de
vue écotoxicologique et industriel, que sur le plan de la recherche fondamentale via I’étude des

mécanismes d’action des polluants sur les Cnidaires, et ce, a 1I’échelle cellulaire.
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5.1.1 Les applications écotoxicologiques et industrielles du test

L’obtention d’une preuve de concept robuste pour notre test d’écotoxicité dans le
domaine des cosmétiques nous permet d’envisager, aujourd’hui, une diversification de ses
applications. En effet, 1’origine des pollutions auxquelles doivent faire face les organismes
marins peut étre trés diverse et comprendre aussi bien les cremes solaires, mais également toutes
substances relarguées dans le milieu et amenées a la mer par le biais ses effluents (voir pour
revue Patel et al., 2020). Cela concerne non seulement les substances d’origine pharmaceutique,
mais aussi les polluants plastiques et tous leurs dérivés, depuis le polymeére qui les constitue
jusqu’aux additifs tels que les bisphénols, qui sont connus pour leur perturbation endocrinienne.
De nombreux produits phytosanitaires tels que des pesticides utilisés en agriculture sont
également une source de pollution majeure pour les océans. Des résultats préliminaires tres
encourageants ont pu montrer une sensibilité de notre test pour évaluer la toxicité d’herbicides
ou de conservateurs, tels que le glyphosate ou le bisphénol A. Cela nous permet d’envisager
d’étendre I’utilisation du test a de nombreux autres types de produits chimiques afin de mieux
évaluer les effets de polluants encore peu étudiés dans le milieu marin, mais également de
proposer une solution aux industriels pour mesurer leur impact sur I’environnement marin et

les aider a créer des produits plus éco-responsables.

Cette volonté d’évaluer les impacts des molécules utilisées couramment dans
I’industrie d’une part, et de mieux renseigner les consommateurs sur 1’innocuité des produits
vis-a-vis de I’environnement marin, m’a poussée a entreprendre un projet de création
d’entreprise, afin de proposer cette solution innovante aux entreprises souhaitant avoir une

démarche éco-responsable.

5.1.2  Analyse fonctionnelle des modes d’action des polluants

Notre approche basée sur la mesure des parametres cellulaires (i.e. viabilité et
croissance cellulaires) s’est révélée pertinente pour atteindre une sensibilité nous permettant
d’identifier une large gamme de réponses selon les produits testés. Toutefois, nous pouvons
envisager d’utiliser d’autres marqueurs afin d’effectuer des analyses plus complétes et mieux

comprendre les voies moléculaires spécifiquement impactées.

Dans un premier temps, les biomarqueurs utilisés au cours de ces travaux de thése pour

suivre la réponse a des conditions pro-oxydantes induites par de 1’'H202 (CHAPITRE 3),

124



pourraient étre utilisés dans le cadre d’études d’écotoxicité. En effet, il a d’ores et déja été
montré I’efficacité et la pertinence d’une approche multimarqueurs pour révéler la présence ou
les effets biologiques de molécules sur des organismes marins (Amato et al., 2006), notamment
via D'utilisation de biomarqueurs tels la peroxydation des lipides (par la formation de
malonedialdehyde par exemple), ou I’augmentation de la quantité d’enzymes antioxydantes
(Smii et al., 2021).

Une stratégie complémentaire reposerait sur 1’utilisation de techniques omiques
(protéomique, transcriptomique...) afin de mettre en évidence des changements d’expression
de génes suite a une condition stressante et ainsi d’identifier les protéines cibles impliquées
dans des réponses écotoxicologiques. Cette approche dans le domaine de I’écotoxicologie est
utilisée depuis les années 2000 et permet d’atteindre une meilleure compréhension des

mécanismes de résistance et de sensibilité aux polluants (Monsinjon and Knigge, 2007).

L’utilisation et le développement de cultures cellulaires dans le cas des modeles
mammiféeres ont eu un important impact sur la recherche fondamentale et les découvertes
scientifiques, en particulier grace a 1’établissement de lignées cellulaires transgéniques, par
transfection ou transduction. L’obtention de lignées transgéniques de cultures d’A. viridis
pourrait ainsi permettre d’obtenir des marqueurs spécifiques et précis de la réponse au stress de
notre modele. Pour que ces méthodes puissent étre appliquées sur les cultures primaires
d’A. viridis utilisées au laboratoire, une méthode de transfection adaptée (avec des vecteurs
compatibles) doit étre développée. Chez les invertébrés marins, les résultats les plus
prometteurs ont ét¢ obtenus a partir de cultures de cellules issues d’éponges (Pfannkuchen and
Brimmer, 2009; Grasela et al., 2012), mettant ainsi en évidence des promoteurs fonctionnels
ainsi que des méthodes de transformation adaptées a ces types de cellules (bombardement,
lipofection). Récemment, les stratégies d’édition du génome par CRISPR/Cas9 ont montré des
résultats encourageants chez plusieurs especes de Cnidaires (Ikmi et al., 2014; Cleves et al.,

2018; Sanders et al., 2018) et pourraient étre appliquées a notre modeéle cellulaire.

5.1.3  Toxicité des polluants dans le contexte du réchauffement climatique

Les menaces qui pésent sur les océans et leur biodiversité constituent un challenge
d’autant plus grand que leurs impacts cumulés peuvent avoir des conséquences bien plus graves
qu’estimées. En effet, ’action des changements climatiques sur les océans va non seulement

mener a une augmentation de la température de 1’eau et a son acidification, mais pourra
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également exacerber les effets des pollutions subies par les écosystemes marins. Méme si les
liens entre réchauffement climatique et pollution chimique restent aujourd’hui peu connus, on
peut estimer que les modifications climatiques pourront influencer la distribution des pollutions
a I’échelle mondiale et entrainer une augmentation de la toxicité de certains polluants (Noyes
and Lema, 2015; Cabral et al., 2019). Lorsque plusieurs agents stressants sont appliqués a des
organismes, leurs interactions sont généralement synergiques, suggérant alors qu’une
combinaison d’un stress climatique et d’une pollution chimique causeront des dégats bien plus
importants (Noyes and Lema, 2015). Il semble alors plus que pertinent d’adapter le test
d’écotoxicité utilisé dans ces travaux afin d’estimer les impacts combinés d’un stress climatique
et d’une pollution chimique. Des résultats précédemment obtenus ont permis de valider
I’utilisation de la culture cellulaire d’A. viridis comme modéle biologique pour appréhender
I’impact d’un stress hyperthermique a 1’échelle cellulaire (Ventura et al., 2018). Ainsi, ce
protocole pourra facilement étre appliqué en combinaison d’un traitement avec divers polluants
chimiques. Les approches biochimiques, omiques ou I’utilisation de lignées transgéniques,
seront par ailleurs essentielles pour déchiffrer la réponse moléculaire des Cnidaires a 1’échelle

cellulaire.

5.2 La résistance au stress oxydant d’4nemonia viridis et ’implication de la

symbiose

5.2.1 L’origine de la résistance intrinséque cellulaire d’A. viridis

Les travaux menés dans le cadre de cette these ont permis de mettre en évidence une
importante résistance aux conditions pro-oxydantes induites par un apport exogéne en peroxyde
d’hydrogene, et ce, aussi bien a 1’échelle de I'individu qu’a I’échelle cellulaire chez notre
modele A. viridis. En effet, cet apport exogéne n’a eu aucun impact sur 1’état de santé global
des individus ni de conséquence a 1’échelle tissulaire. Les cellules en culture ont quant a elle
réussi a gérer les afflux d’ERO intracellulaires méme a la plus haute concentration testée
(500uM d’H202), puisque les seuls effets observés sur les paramétres cellulaires ou les
biomarqueurs chimiques de stress étaient partiellement réversibles aprés 1’arrét du traitement.
Ces résultats ont par ailleurs révélé une plus grande sensibilité des symbiotes d’A. viridis, du
genre Philozoon, face aux traitements pro-oxydants, avec 1’apparition de dommages protéiques.

Cela suggére une moins bonne prise en charge de I’H202 par le systeme de défense antioxydant
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des zooxanthelles en comparaison de celui de ’hote animal. Cette sensibilité aux ERO a déja

¢té démontrée chez d’autres genres de Symbiodiniaceae (Roberty et al., 2016).

L’une des principales questions soulevées par cette remarquable résistance est donc la
potentielle implication de la relation symbiotique dans les mécanismes de défense d’A. viridis.
Ainsi I’implication pourrait étre directe, a savoir dépendre de la présence de la zooxanthelle
pendant la condition de stress. Les Symbiodiniaceae sont en effet capables de produire des
métabolites a pouvoir antioxydant, tels que le Dimethylsulfoniopropionate (DMSP) (Steinke et
al., 2011). Cependant, les régulations de la production de métabolites pendant les périodes pro-
oxydantes, ainsi que leur potentiel transfert vers la cellule héte sont des parametres qui restent
a démontrer. Une autre explication serait une résistance intrinséque du phylum des Cnidaires
qui aurait présenté des avantages évolutifs pour une meilleure tolérance a la présence du
symbiote et d’une production d’ERO au sein de leurs cellules (Apprill, 2020). L utilisation du
modele A. viridis est particulierement adapté pour répondre a la question du réle global de la
zooxanthelle dans la réponse au stress de 1’holobionte, par la possibilité d’obtenir des individus
aposymbiotiques, c’est-a-dire sans leur symbiote, et de les maintenir en bonne santé en
aquarium en leur fournissant un apport nutritif suffisant. C’est le cas actuellement au
laboratoire, ou des organismes ont été blanchis par un maintien a 1’obscurité pendant plusieurs
mois (en 5 mois, perte de 90% des symbiotes). On peut donc envisager d’effectuer sur ces
organismes aposymbiotiques les mémes traitements a 1’H202 que ceux réalises au cours de cette
thése. Cette étude devrait permettre de déterminer si I’hote animal en absence de son symbiote
conserve ses capacités de résistance aux conditions pro-oxydantes. Des résultats préliminaires
montrent qu’un traitement & 200uM ou 500uM d’H202 sur une semaine n’a aucune incidence
sur I’état de santé global des individus puisqu’aucune mortalité n’a été observée méme des
semaines apres le traitement. Pour s’assurer d’une absence d’état de stress chez ces individus,
des analyses complémentaires, sur les biomarqueurs de stress, sont en cours. Elles permettront
de caractériser plus précisement la réponse des organismes aposymbiotiques a ces traitements

et de la comparer avec celle observée sur les organismes symbiotiques et les cellules en culture.

Enfin, des analyses comparatives entre un Cnidaire symbiotique comme A. viridis et
un Cnidaire non symbiotique nous permettraient de déterminer si les mécanismes de résistance
sont communs a tous les Cnidaires ou seulement aux espéces symbiotiques. Des études a
I’échelle cellulaire seraient également a envisager, nécessitant alors 1’obtention de cultures
cellulaires a partir d’un Cnidaire non symbiotique. L’anémone de mer Nematostella vectensis

constitue 1’un des organismes les plus pertinents pour cela. En effet, son cycle de vie est maitrisé
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en laboratoire et de nombreux outils moléculaires et génétiques sont disponibles (Réttinger,
2021). Bien qu’il ait ét¢ démontré que N. vectensis est plus sensible a I’H202 a I’échelle de
I’organisme (Friedman et al., 2018), I’obtention d’un modele de culture cellulaire in vitro a
partir de N. vectensis permettrait de mieux comprendre quelles sont les voies impliquées dans

la réponse (sensibilité vs résistance) aux conditions pro-oxydantes chez les Cnidaires.

5.2.2  Le choix du peroxyde d’hydrogéne et ses limites

Parmi les agents oxydants susceptibles de créer un stress oxydant chez notre modéle
de Cnidaire symbiotique, le choix s’est porté pour nos analyses sur le peroxyde d’hydrogene
non seulement pour son role clé dans la photosynthése en tant que sous-produit de la production
d’oxygeéne par les zooxanthelles, mais également pour ses propriétés physico-chimiques qui en
font un produit tres perméable et capable de diffuser de la cellule productrice vers la cellule de
I’hote trés facilement. En revanche, I’absence de réponse a I’H202 n’est peut-étre pas
représentative de la réponse a une condition pro-oxydante induite par une autre ERO. En effet,
I’H202 ne constitue habituellement pas I’espéce la plus réactive ou la plus oxydante des ERO,
contrairement au radical hydroxyle connu pour posséder un pouvoir oxydant plus puissant et
pouvant ainsi créer de plus importants dommages aux cellules (Halliwell and Gutteridge, 1992).
De plus, I’exposition récurrente a des concentrations allant jusqu’a 60uM H20:2 a la surface des
polypes de Cnidaires (Ousley et al., 2022) peut vraisemblablement constituer un processus de

pré-adaptation conditionnant une réponse efficace a cette ERO.

5.2.3  Les mécanismes de résistance impliqués

5.2.3.1 Identification de processus de resistance par des processus de quiescence

Mé&me si nous avons pu au cours de ces travaux montrer une remarquable résistance
cellulaire, les mécanismes impliqués restent a étre élucidés. En absence de phénotype marqué
de sénescence (CHAPITRE 4), nous pouvons suggérer que 1’arrét de croissance, observé apres
les traitements pro-oxydants, pourrait &tre expliqué par une entrée en quiescence des cellules.
En effet, ce mécanisme consiste en un état de dormance réversible au cours duquel les cellules
stoppent leur cycle cellulaire et maintiennent leur métabolisme a un taux suffisant pour étre
capable de reprendre leur croissance. Méme si nos observations montrent que I’arrét de
croissance est effectivement transitoire et que les cellules montrent une capacité de résilience

importante, il nous reste a prouver que les cellules ont bel et bien stoppé leur cycle cellulaire.
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Cela pourrait se mettre en place par des techniques telles que la cytométrie en flux permettant
une visualisation du cycle cellulaire grace a un marquage a I’iodure de propidium, ou une

analyse du métabolisme cellulaire (i.e. technologie Seahorse).
5.2.3.2 Identification des acteurs moléculaires de résistance

L’un des moyens pour mettre en évidence les acteurs moléculaires impliqués dans la
résistance a des conditions pro-oxydantes serait une approche métabolomique, en comparant
les profils des cellules stressées par rapport a une condition contrdle. Cette stratégie permettrait
d’identifier des métabolites produits par la cellule pour répondre a un stress oxydant. Souvent
couplée a des analyses en spectrométrie de masse, cette approche est de plus en plus utilisée
dans le domaine marin. Elle a ainsi déja permis I’identification de produits issus d’organismes

marins, a intérét pharmaceutique ou médical (Carroll et al., 2019; Reverter et al., 2020).

Toutefois, des challenges techniques inhérents a cette analyse doivent pouvoir étre
dépassés. On peut citer en premier lieu la nature méme des métabolites produits qui peuvent
présenter des niveaux de production incompatibles avec leur détection. Ou bien encore, la
grande diversité chimique des métabolites produits qui peut complexifier le choix du solvant
afin qu’il ait une affinité avec le plus grand nombre de molécules possible (Bayona et al., 2022).
De plus, les échantillons provenant du milieu marin sont généralement trés concentrés en sels,
ce qui est incompatible avec plusieurs méthodes d’analyses telles que la chromatographique en
phase liquide, car le sel affecte la résolution et la separation chromatographique. Des analyses
préliminaires réalisées au laboratoire en collaboration avec I’Institut de Chimie de Nice (ICN)
ont en effet mis en lumiére ces différents verrous, avec par exemple la quantité de métabolites
d’intérét qui semble étre difficile & concentrer et a détecter, du fait de la présence d’un bruit de

fond important dii aux constituants de I’eau de mer et du milieu de culture cellulaire utilisés.

53 Les enjeux de I’étude du vieillissement chez les Cnidaires

Au cours du CHAPITRE 4 de ce manuscrit, nous avons étudi¢ la possibilité d’induire
une entrée en sénescence des cellules en culture d’A. viridis a la suite de traitements pro-
oxydants. Pour cela, nous avons suivi un marqueur cellulaire caractéristique d’une entrée en
sénescence, a savoir la mesure de I’activité de la B-galactosidase lysosomale. L’étude menée au
cours de notre travail nous a néanmoins conduits a la conclusion qu’aucun signe de sénescence

a I’échelle cellulaire n’est visualisable dans nos conditions expérimentales. Ces premiers
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résultats obtenus a 1’échelle de la cellule chez un Cnidaire semblent étre en accord avec la
théorie de la sénescence négligeable chez les Cnidaires (Finch, 1990). On peut toutefois se
demander si ce marqueur de sénescence cellulaire est adapté aux cellules de Cnidaires et si une
analyse multi-marqueurs serait plus appropriée pour identifier ce processus au sein de notre
modéle. D’ailleurs, des études récentes ont montré un raccourcissement des télomeéres, 1’un des
marqueurs qui semble étre fortement lié au vieillissement (Blackburn et al., 2015), chez une
espece de corail soumise a un stress d’obscurité continu (Rouan et al., 2022). Il serait donc
intéressant de pouvoir suivre la modification de la longueur des téloméres dans des cultures

cellulaires apres 1’induction d’un stress oxydant.

On peut toutefois se demander a quel point on peut affirmer que le vieillissement ne
concerne pas ces animaux, alors qu’il pourrait potentiellement impliquer d’autres voies de
signalisation et de processus cellulaires que ceux décrits dans les espéces modéles comme les
mammiferes (Lundberg et al., 2000). Des analyses approfondies du réle de genes liés a la
sénescence, identifiés récemment chez I’hydre par une approche transcriptomique (Sun et al.,
2020), seront autant d’éléments qui permettront de corroborer ou non cette théorie. Par ailleurs,
une approche « single-cell transcriptomics », comparant des cultures de cellules en condition
de stress a des cultures en condition contrdle, pourrait aider a 1’identification de populations de
cellules présentant une signature liée a la sénescence. Cette approche serait envisageable a deux
titres : i) au moins trois études récentes de « single-cell transcriptomics » ont été publiées chez
les Cnidaires (Sebé-Pedros et al., 2018; Siebert et al., 2019; Levy et al., 2021; Plessier et al.,
2022) ; ii) des efforts récents du laboratoire ont permis d’obtenir le séquencage complet du
génome d’A. viridis, donnant ainsi accés aux annotations nécessaires pour 1’identification des

génes d’intérét.
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