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RESUME

Le tributylétain (TBT), présent dans les peintures antisalissures de bateaux, est reconnu pour
étre un composé trés toxique : induction de I'imposex chez les gastéropodes, mortalité des
larves d’invertébrés, perturbateur endocrinien, génotoxique et neurotoxique. Nous nous
sommes intéressés & son caractére cytotoxique et immunotoxique sur ’étoile de mer polaire,
Leptasterias polaris, une espéce qui semble peu sensible au TBT in vivo comme in vitro. Le
syst¢tme de défense immunitaire des échinodermes peut étre comparé au systéme inné des
vertébrés supérieurs. Les étoiles de mer n’ont qu’un seul type de cellule immunitaire, les
amoebocytes, qui représentent plus de 95 % de la population cellulaire de leur liquide
coelomique. Cette cellule a, entre autre, la fonction d’effectuer phagocytose, principale
activité immunitaire des étoiles de mer. Notre objectif €tait d’étudier le comportement ir vitro
des cellules immunitaires de I’étoile de mer L. polaris en présence de TBT, en comparant
plusieurs méthodes de mesures. Pour I’étude de la cytotoxicité, la viabilité des amaebocytes a
été évaluée aprés une exposition au TBT de 3 h in vitro a I’obscurité (12°C) selon deux
méthodes : (1) la fluorescence en microplaque et (2) la coloration au bleu trypan en
microscopie. Méme si les deux méthodes suggérent une différence dans I’intensité de la
réponse cellulaire au TBT, les concentrations d’exposition sont trés fortes pour atteindre la
LC50 (jusqu’a 5,8 uM). Ces cellules sont considérées comme trés résistantes par rapport a
d’autres cellules du méme type chez les invertébrés et les vertébrés. Pour 1’étude de
I’immunotoxicité, la capacité d’effectuer la phagocytose a été évaluée aprés une exposition
au TBT de 3 h in vitro a I’obscurité (12°C) selon deux méthodes en fluorescence : (1) au
lecteur de microplaque et (2) au cytométre en flux. La premiére méthode a été mise de coté a
cause des résultats trés variables obtenus. La deuxiéme méthode est davantage reproductible.
Cette méthode de cytométrie en flux nous a permis de travailler avec deux fractions
cellulaires. La deuxiéme fraction est une fraction plus adhérente car il faut la décoller
chimiquement pour la récupérer alors que la premiére fraction se décolle mécaniquement. Ces
cellules présentent dans la fraction sont plus actives et ne semblent pas perturbées par une
exposition de 4 uM au TBT. Nous observons plutot que les étoiles de mer réagissent trés
différemment 1’une de I’autre. Les cellules de la deuxiéme fraction, moins actives, sont plus
sensibles et une exposition a 4 uM de TBT provoque une diminution de la phagocytose. Afin
de mieux comprendre les mécanismes de toxicité du TBT, des expériences ont été effectuées
au cytometre en flux pour vérifier I’hypothése de la pénétration du TBT a l’intérieur de la
cellule. Les résultats indiquent que le TBT pénétre peu ou pas du tout quelque soit le temps et
les concentrations utilisées, laissant penser que la membrane cytoplasmique des amoebocytes
peut limiter le transport du TBT vers le cytoplasme et les composantes subcellulaires.
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INTRODUCTION

1. Les étoiles de mer

a. L’étoile de mer : un échinoderme
i.  Evolution et écologie
Les étoiles de mer, embranchement des échinodermes, forment un groupe trés ancien dont les
premiéres traces fossiles remontent a la période cambrienne (700 millions d’années). Ils
dérivent de formes a symétrie bilatérale, les hétérosteles. Les formes les plus anciennes sont
sessiles. Ils ont laissé d'abondantes traces, en particulier avec les groupes des crinoides
(plumes de mer) et des échinoides (oursins), présents dés 'ordovicien. Au total 23 classes et
13 000 especes ont été identifiées (7 classes et 7000 especes aujourd’hui). L’embranchement
comprend 5 classes: les Astéries (Etoiles de mer) et les Ophiurides ou Stelleroidea
(Ophiures), les Echinides (Oursins), les Holothurides (Comcombre de mer), les Crinoides

(Plume de mer).

Ce sont des animaux marins benthiques, présents & toutes les profondeurs océaniques. Ils
possédent un certain nombre de caractéristiques uniques parmi le monde animal. Les
principales sont la symétrie radiale et le syst¢tme aquifére. La forme adulte est organisée
autour d’une symétrie pentaradiée. C’est leur forme embryonnaire bilatérale qui les range aux
cotés des chordés dans le groupe des deutérostomiens. Les deutérostomiens regroupent les
organismes dont la bouche apparait en second lors de la gastrulation de I’embryon. De
I’ancétre marin deutérostomien a découlé les phylums hémichordés, échinodermes (phylums

uniquement marins) et I’ancétre des chordés.



Grace a leur structure extérieure calcaire, les échinodermes ne sont en général la proie
d’aucun autre animal sauf de certains autres échinodermes (Astéridés). Ils se nourrissent de
mollusques, crustacés, et d’autres invertébrés. Ils peuvent également jouer un rdle écologique
clé de prédation dans certain écosysteme (Boolootian 1966). On les retrouve dans tous les
océans, de la zone intertidale aux profondeurs abyssales. Il s’agit souvent du phylum le plus
abondant dans les grandes profondeurs. La température est un facteur expliquant la
distribution des Astéries. En effet, leur distribution verticale peut étre expliquée par leur état
sténotherme. La salinité a un réle décisif dans la restriction de la zone de répartition de I’étoile
de mer puisqu’elles sont également sténohalines. Il semblerait que seules les espéces du genre

Astéries soient tolérantes aux eaux saumatres (Boolootian 1966).

L’étoile de mer Leptasterias polaris, Miiller et Troschel, 1842, est retrouvée le long des cotes
américaines de I’Atlantique Nord et de I’Arctique (Chabot et Rossignol 2003). Elle évolue
principalement dans les eaux froides, sombres mais riches du Saint-Laurent. Cette espece a 6
branches est un prédateur féroce. Elles se nourrissent de préférence de moules bleues Mytilus
edulis (Himmelman et Dutil 1991). En laboratoire depuis plusieurs années, la ponte s’effectue
une fois a4 |’automne et une température d’environ 1,5°C semble la déclencher. Les étoiles
s’enroulent alors pour couver leurs ceufs jusqu’a la transformation (Himmelman ef al. 1982).

L’apparence de la nouvelle étoile de mer est semblable a 1’adulte (figure 1).



Figure 1 Etoile de mer a la sortie de I’ceuf. La photo est prise a travers I’objectif d’un
binoculaire. (Photo : Emilie Doussantousse)

ii.  Caractéristiques

Le nom échinoderme vient des protubérances épineuses externes (papulae) (figure 2).

Figure 2 Les papulae et I’estomac d’une étoile de mer (Marthasterias glaciacis)

Les caractéristiques ci-apres regroupent I’ensemble des échinodermes :

¢ Un endosquelette dermique

e Un systéme vasculaire hydraulique ou aquifere composé de canaux dérivant de la

cavité coelomique
* Un systéme ccelomique
¢ Un systéme hémal
¢ Des pédicelles ou podia
¢ Des branchies dermiques

¢ Une symétrie radiale ou biradiale



L’endosquelette mésodermique calcifié est retrouvé chez 1’ensemble du phylum que ce soit
sous la forme de plaques ou de petits ossicules éparpillés. Sa fonction est protectrice. Trois
systémes distincts sont retrouvés chez les étoiles de mer: le systéme hydrovasculaire (ou
aquifére), le systéme ccelomique et les systémes hémal et périhémal (Bang 1982). Le systéme
aquifere remplit la fonction de squelette hydraulique permettant le mouvement de
Porganisme. Ce systéme est ouvert sur I’extérieur par le madréporite qui agit comme une
soupape (Smith 1981). Parallélement, le systeme ccelomique assure quelques unes des
fonctions du sang et quelques autres comme les échanges gazeux, la locomotion et la
nutrition. Le systéme digestif est complet et parfaitement fonctionnel. Les systémes hémal et
périhémal forment un réseau de communication a travers le tissu connectif et une analogie
avec le sang des vertébrés est souvent effectuée (Boolootian 1966). Le systéme hémal,
entouré par le systéme périhémal, semble également permettre le transport de molécules
complexes et des gaz. Le systéme périhémal est absent chez les holothuries chez qui le
systéme hémal est trés bien développé (Smith 1981). Ces systémes ne semblent pas pouvoir
étre dissociés de I’organe axial et seraient apparentés a la rate (Bang 1982). Mais le role de

’organe axial est encore méconnu.

Le systéme nerveux est constitué d'un anneau autour de ’orifice buccal duquel s’étendent des
nerfs radiaires le long de chacun des bras (figure 3). Il n'y a pas de systéme nerveux central ou
de cerveau. Les ramifications des nerfs radiaires forment un réseau aux multiples connexions
qui assure la coordination des mouvements. Les organes des sens, tels qu'on les connait, sont
rares. On peut signaler toutefois un systeéme olfactif assez développé : les échinodermes
percoivent la présence et la nature de substances chimiques dissoutes dans l'eau de mer

(Hickman et al. 1996).



Figure 3 Anatomie d’une étoile de mer (www.anselm.edu/.../ 33-38-SeaStarAnatomy-L.jpg)

Les sexes sont séparés. Le sperme et les ovocytes sont libérés simultanément dans le milieu,
la fécondation a lieu au hasard dans le milieu extérieur. Les échinodermes, et particuliérement
les oursins ont été trés utiles dans la compréhension du phénoméne de fécondation,
notamment en ce qui concerne les mouvements ioniques lors de la pénétration du

spermatozoide dans I’ceuf (Hickman ez al. 1996).



b. L’immunité chez les échinodermes

L’étude comparée des systemes de défehse des vertébrés met en évidence une évolution
progressive vers le systétme immunitaire sophistiqué des mammiféres. Les origines
phylogéniques du systéme immunitaire des invertébrés restent obscures, surtout au niveau
moléculaire. L’étude des réactions immunitaires non spécifiques peut étre approchée par
I’étude des invertébrés qui représentent 95 % des espéces animales. Le choix de modeles
d’étude reste presque illimité, mais se tourne trés souvent vers les arthropodes et les
mollusques (protostomiens). Notre compréhension de I'immunité des échinodermes, plus
proche d’un point de vue évolutif des vertébrés (deutérostomiens), reste encore limitée (Smith

et Davidson, 1994) mais pourtant si importante.

i.  Evolution de l’im’munité
Les réponses immunitaires peuvent étre de deux types: réponse innée (naturelle) et/ou
réponse acquise (spécifique). La réponse innée sollicite les cellules phagocytaires tels les
monocytes, les macrophages et les neutrophiles polynucléaires chez les vertébrés supérieurs.
Il s’agit de la reconnaissance primitive. D’un autre cOté il y a les réponses acquises,
spécifiques au type de dommage (bactérien, viral) et plus efficace aprés une deuxiéme
exposition. Les cellules impliquées sont les lymphocytes B et T chez les vertébrés supérieurs.
Lorsque les deux types de réponses innées et acquises sont présents chez un organisme, il y a
interaction entre ces deux types de réponses. En effet, certaines cellules-phagocytes présentent
a leur surface un antigéne pour stimuler la réponse acquise. Par la méme occasion, des
lymphocytes vont sécréter des cytokineé stimulant la phagocytose (Roitt ef al. 1997). Dans les

paragraphes suivants, 1’état des connaissances immunitaires sur les invertébrés et



particuli€rement les échinodermes est présenté. On retrouve uniquement une activité

immunitaire de type innée chez les échinodermes (Chia et Xing 1996).

Selon Smith et Davidson (1994), les caractéristiques du systéme immunitaire. des
échinodermes semblent étre un héritage des deutérostomiens. Ainsi, a cause de leur affinité
phylogénique, le syst¢tme de défense des échinodermes est entrevu comme un précurseur du
systéme de défense des Vertébrés. Tous les deutérostomiens présentent une similitude dans
leur systéme de défense naturelle. C’est la réponse celiulaire non spécifique effectuée par une
cellule immunitaire : phagocytose, encapsulation, chémotaxie, cytotoxicité, dégranulation de
composés bactéricides, de lectines, d’hémolysines, d’hémagglutinines et des réactions de
cicatrisation. Tous les invertébrés multicellulaires ont cependant des cellules-phagocytes. La
phagocytose est d’ailleurs une caractéristique de la réponse fmmunitaire présente dans tout le
régne animal. Il s’agit de la premiere ligne de défense interne pour un organisme (Greenberg
1995). Son principe mécanique est resté intact a travers |’évolution. Elle s’effectue en quatre
étapes : le chimiotactisme, 1’adhésion, 1’ingestion et la destruction (figure 4) (Ratcliffe es al.

1985).
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Figure 4 Les étapes de la phagocytose (pedagogie.ac-montpellier fr/.../ biologie. html)

ii.  Description et role des cellules du liquide ccelomique

Les ccelomocytes sont les cellules présentes dans la cavité ccelomique. Ces cellules sont
également retrouvées dans les tissus conjonctifs et les €pithéliums ainsi que les lacunes
hémales (Chia et Xing 1996). Plusieurs types cellulaires ont été identifiés dans le liquide
ceelomique des échinodermes : les phagocytes (amcebocytes), les cellules sphérules, les
ce-llules progénitores, les hémocytes, les cellules vibratiles et les cellules cristales (Smith
1981). Une analogie peut étre faite avec les quatre premiers types cellulaires, dans I’ordre : les
macrophages, les mastocytes, les lymphocytes et les érythrocytes nucléés retrouvés chez les

vertébrés inférieurs (Chia et Xing 1996).



Les cellules progénitores, chez le concombre de mer, proviendraient du mésenchyme des
vaisseaux hémaux et subiraient une différenciation subséquente en hamocytes, amcebocytes
et cellules sphérules. Les cellules vibratiles générent une circulation ceelomique dans la cavité
corporelle, quand elles sont présentes (Smith 1981).

Tous les types cellulaires ne sont pas retrouvés chez tous les échinodermes et leurs
proportions varient. Des six types cellulaires décrits, seuls les amcebocytes et les
sphérulocytes ont été reconnus comme acteurs importants des réponses immunitaires. Les
ceelomocytes sécrétent des facteurs antibactériens comme les agglutinines et les lysines. Ces
cellules peuvent aussi directement phagocyter ou encapsuler des particules étrangeres (Chia et
Xing 1996). La relation entre les différents types cellulaires est trés floue et pour I’instant,

aucun travail convaincant n’a pu apporter de réponses plausibles.

Chez les étoiles de mer, plus de 95% des cceelomocytes sont des amcebocytes, qui sont
responsables de la phagocytose (figure 5) (Kaneshiro et Karp 1980 ; Chia et Xing, 1996). Les
phagocytes ou amcebocytes sont de taille variant entre 10 et 40 um. Ces cellules sont
également responsables de la formation du clou plaquettaire et de la formation d’un
syncytium en cas de coupure tégumentaire. Une augmentation de la concentration
d’ameebocytes a été observée lors d’une réaction d’inflammation ou d’un stress
environnemental important induit par un choc de température ou de salinité (Pelletier,

communication personnelle et observation personnelle).
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Figure 5 Les amcaebocytes de 1’étoile de mer (Chia et Xing 1996).

iii.  Immunité innée

Une réponse humorale et cellulaire est engendrée chez les invertébrés sous la stimulation d’un
antigéne. L’immunité humorale est la neutralisation ou |’épuration de particules étrangeres
par la production et la sécrétion de facteurs humoraux (solubles) par les cellules. La réponse
cellulaire est alors I’évacuation de matériel grace & la phagocytose, [’encapsulation, la réponse

cellulaire cytotoxique (Roitt ef al. 1997).

Les échinodermes évoluent dans un milieu riche en bactéries et leur survie dépend des
mécanismes naturels de défense, comme la phagocytose. Son initiation se fait par ’extension
et la fusion d’un pseudopode autour de la cible, suivi par la fusion avec un lysosome et la
formation du phagosome (vésicule extracellulaire). Ce mécanisme de défense est tres efficace
pour I’élimination des particules étrangeres du liquide coelomique. Le matériel gobé par la

cellule est digéré grice & des enzymes lysosomales comme des phosphatases acides et
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alcalines, B-glucuronidase, des protéases acides et des aminopeptidases et des lipases
alcalines. La particule digérée peut servir a la nutrition de 1’organisme. Par contre, lorsqu’une
particule est indigeste, un voyage suicide du phagocyte est entrepris vers le milieu extérieur
(Bayne 1990). Plusieurs voies de sorties sont suggérées par les auteurs comme les papulae

chez I’étoile de mer (Smith 1981) ou le madréporite et le canal alimentaire (Endean 1966).

iv.  Molécules immunostimulantes

Les Vertébrés possedent un grand nombre de molécules avant une action stimulatrice sur les
cellules immunutaires. En fait, des molécules nommées opsonines lient la particule étrangere
afin d’améliorer ou de permettre la reconnaissance par la cellule-phagocyte. Ce sont par
exemple les molécules du systéme du complément et les anticorps. Plusieurs auteurs ont
montré la présence de molécules a caractére opsonisante chez les invertébrés comme les
concombres de mer (Xing et Chia 2000) et les étoiles de mer (Beck ef al. 1993). En travailiant
sur Asteria forbesi, Beck et Habicht (1986) ont caractérisé une protéine qu’ils ont nommé
I’interleukine-1 (IL-1 [like) des invertébrés a cause des caractéristiques fonctionnelles
partagées avec I'Il-1 des Vertébrés. Cette molécule participe a la régulation de la
phagocytose chez 1’astérie. Non seulement, elle a une action opsonisante mais aussi une
action directe sur 1’activation des phagocytes. L’ IL-1 /ike n’a cependant aucun effet direct
sur les phagocytes des vertébrés et des tuniciers (Beck et al. 1993). Des molécules
immunostimulantes, comme des hémagglutinines et des hémolysines, ont été retrouvées mais
peu d’entre elles ont été caractérisés (Chia et Xing 1996). Un progrés dans leur identification
représenterait un pas important dans la compréhension du systéme de défense des vertébreés

mais aussi des invertébrés.
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v.  Immunité adaptative

Les échinodermes ne semblent pas avoir vraiment de mémoire immunitaire (immunité
acquise) sauf peut étre a court terme. Plusieurs travaux ont permis de démontrer une
augmentation de la rapidité du rejet des allogreffes (Chia et Xing 1996). Mais comment ces
invertébrés peuvent-ils survivre depuis tant d’années sans systéme acquis développé?
Quelques auteurs ont tenté de répondre a cette énigme et plusieurs hypothéses ont été
avancées. Méme si les bactéries sont continuellement soumises & I’aléa des mutations, elles
conservent toujours des 