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Les éléments chimiques indispensables a la vie tsemtpeu nhombreux comparés au
nombre d’éléments stables que I'on trouve dandassification de Mendeleev. En effet, un
grand nombre d’éléments présents sur Terre n‘ostgoapeu d'intéréts dans la chimie du
vivant. Certains éléments non biologiques congtitugne menace pour les organismes
vivants du fait de leurs interactions permanentesc des fonctions cellulaires essentielles.
Parmi tous ces éléments on trouve les élémentsstraétalliques (ETMs). Ces ETMs et en
particulier le cadmium (Cd) et le plomb (Pb) sofihtdrét majeur puisque leurs propriétés
leur conferent une grande gamme d’usages techmpiegiqui favorisent ou augmentent
I'exposition professionnelle et environnementalenhine. De plus, ces éléments ont un large
éventail d'effets délétéres avec par exemple dietsefoxiques pour le systéeme nerveux ou
des effets génotoxiques (Pakisl., 2003; Florea & Biisselberg, 2006).

Pendant plus d’'un siecle, la région Nord/Pas-dex€a été le siege d’'une activité
métallurgigue intense. La région de Noyelles-Godenlest le parfait exemple (Figure 1). En
effet, la fonderie de zinc située a Auby (Zn), Uone&; est I'une des plus grande usine
d’Europe. Créée en 1869, elle produit aujourd’mgage environ 220 000 tonnes de Zn par
an. Jusque 1975, cette fonderie utilisait un précéd fabrication pyrométallurgique qui
générait d'importantes quantités de poussieres,tribaant a la contamination de
'environnement. Apres 1975, ce procédé fut remplg@mr un procédé électrolytique
beaucoup moins polluant, qui a considérablementitrdds émissions atmosphériques.
Localisée a moins de 4 km d’'Umicore, la fonderieviitaleurop Nord de Noyelles-Godault
était la seule usine productrice de plomb primare France et I'une des plus grandes
d’Europe. Cette usine a arrété son activité en 2003 des raisons économiques, mais
pendant plus d’un siecle, elle aura entrainé ket igns I'atmosphere de grandes quantités de
poussieres métalliques du fait de l'utilisation plocédé pyromeétallurgique. Les activités
métallurgigues de ces 2 usines ont entrainé I'éamsde poussiéres métalliques qui ont
affecté une aire d’environ 120 Krau plus de 55 000 personnes résident (Datiay;, 2008).
Les sols de cette région ont accumulé de grandastitgs d’ETMs dans leurs couches
supérieures. En effet, les concentrations relews&ss souvent nettement supérieures aux
normes en vigueur (Annexe 1). Ainsi, Frangi et Rich(1997) ont révélé que les couches
supérieures des sols agricoles situés a proximiténidore et Metaleurop présentaient des
niveaux de contamination pouvant atteindre 1132kqgle Pb, 21 mg/kg de Cd et 2167
mg/kg de Zn. Une étude récente a montré que leseotrations en Cd et en Pb des sols

agricoles sont respectivement 20 et 15 fois supksea celles des sols agricoles de référence.
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Il en est de méme pour les sols urbains qui préesemtes concentrations en Cd et en Pb
respectivement 16 et 10 fois plus importantes qgesls provenant de jardins de référence
(Pruvostet al., 2006). Bien que la majeure partie de la contatiuinale ces sols soit située au

niveau des couches superficielles, ces métaux ténte¢rouvés en traces dans certains cas
jusqu'a 2 metres de profondeur (Sterckensfial., 2000). Cette pollution métallique peut

induire une contamination des eaux souterrainetedta chaine alimentaire et entrainer un
transfert des métaux au travers des différentsaniverophiques avec a terme des effets
néfastes pour la santé humaine. Des cas de camcapgort avec les fortes concentrations de
Cd ont été rapportés (Nawret al., 2006) ainsi que des cas de saturnisme chez rertai

enfants en relation avec les fortes concentragonBb (Declercq & Beaubois, 2000).
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Figure 1 : Localisation et situation des 2 usines métallurggquMetaleurop nord et Umicore
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Une étude épidémiologique a été menée en 200dwidp 400 enfants de 8 a 11 ans.
Parmi ces 400 enfants, 200 vivaient dans des \slteges a proximité des usines d’'Umicore
et Metaleurop Nord et 200 vivaient loin de toutesrses d’ETMs. Ce travail a révélé que les
enfants vivant a moins de 4 km des usines présgritane charge métallique dans le corps et
une concentration en Cd dans le sang significatrgrsupérieure aux enfants vivant a plus
de 4 km de ces usines (Lerogtrl., 2000). De plus, Leroyet al. (2001) ont démontré que
la plombémie des enfants vivant a moins de 3 krudiees était significativement supérieure
a celle des autres enfants, montrant que la con&ion industrielle était un facteur pouvant
expliquer ce taux anormalement éleve.

La présence d'une quantité importante d’ETMs peussa générer un stress
environnemental susceptible d’affecter les orgaasmxposés aux sols pollués. De fortes
teneurs en métaux sont susceptibles d’affecterctesmunautés microbiennes du sol en
provoquant une diminution de la taille des popalai (Mdilleret al., 2001) ou une réduction
de la diversité bactérienne des sols (Moféetal., 2003). Ces effets ont pour conséquences
visibles, une réduction de la minéralisation qura&ne une accumulation de la litiere et une
forte teneur en matiére organique observable sdaine sites tres pollués (Cotruéb al.,
1995). La santé du sol et le maintien de sa prodtéectiépendent des organismes vivants qui
le peuplent et qui affectent le recyclage et lalisiponibilité des composés organiques et non
organiques majeurs dans leur recherche constanmteutature et de source d’énergie (Doran
& Safley, 1997). De nombreuses études chez deseglat des animaux vivant en contact
étroit avec des sols contaminés ont permis de mieomprendre les changements
physiologiques, les mécanismes d’acclimatationfden physiologique) et les mécanismes
de détoxication des métaux (Stateal., 2001; Morgaret al., 2007).

Chez les plantes, I'exposition métallique peut an&r une diminution sensible du
taux de croissance de certains arbres (Dickingoal., 1992), ou une augmentation de
I'hydrolyse de la chlorophylle due aux effets taxég de 'accumulation de métaux dans les
tissus, ce qui affecte la photosynthése (Masdi@s., 2003).

Les populations animales, et en particulier lesuteipons de macroinvertébrés, sont
elles aussi fortement affectées. Par exemple, lelsezollemboles (Insecte ; Collembole), une
exposition métallique peut conduire a une alténaties communautés (Pawetrial., 1996) ;
chez les coléoptéres appartenant a la famille degbitlae, on observe un développement
larvaire ralenti, une surmortalité des larves (Mamrckt al., 2003), une fécondité moindre
(Lagiszet al., 2002) et une sensibilité aux stress addition(@leneet al., 2001). Chez les

vers de terre qui sont parmi les organismes dosemeibilité aux métaux lourds est la plus
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exacerbée, il a été observe, par exemple, une dimmde la densité de population (Pizl &
Josen, 1995) et des changements dans la struesictmunautés (Lukkaai al., 2004a).
Selon Weeks (1995), un « biomarqueur » est unensgpbiologique a un produit
chimique (pesticides, hydrocarbures aromatiquegcpoliques (HAPs), ETMs,...) qui induit
un stress et peut donner une estimation de I'eposou une mesure des effets toxiques
potentiels. Le biomarqueur peut aussi étre défimme tout changement observable et/ou
mesurable au niveau moléculaire, biochimique, ogiolue, physiologique, biologique ou
comportemental qui révéle I'exposition présentepassée d'un organisme a au moins une
substance chimique a caractére polluant (Lagetdat., 1997). Les biomarqueurs développés
a ce jour sont pour l'essentiel des marqueurs pescod’exposition ou d'effet des
contaminants mais ne révelent pas forcément lestsefpotentiels a long terme sur
'écosystéeme. Le développement de biomarqueurs gi@ant un diagnostic précoce des
perturbations a long terme d’'un écosysteme représendéfi pour les écotoxicologues. Ces
biomarqueurs doivent concerner des fonctions plogigues dont les perturbations agissent
sur les parametres démoécologiques. L'émergencdedbsiques de biologie moléculaire
appliguées a I'écotoxicologie a permis de mieuxrépender les mécanismes d’action des
contaminants sur les organismes vivants. En efiies, profils d’expression génique
représentent le premier niveau d’intégration emé® « stress » environnementaux et le
génome qui, a travers la synthése de protéinegjuitofa réponse des organismes aux
changements externes. L’'analyse des changemenssl'dapression génique est donc un
outil puissant, 1- pour diagnostiquer I'existencendstress dans une population et 2- pour
analyser les mécanismes de réponse a un stress.
Un des groupes faunistiques les plus étudiés &staes Annélides Oligochétes. Depuis les
premiers travaux de Darwin (1883), les vers deet@@mbranchement des Annélides, sous-
classe des Oligochétes) sont considérés commegdénieurs des écosystemes du fait de leurs
effets directs et indirects sur I'eau, les nutritsegt le cycle du carbone dans les sols sous les
climats tempérés et tropicaux. Ces animaux, quiéssmtent une part importante de la
macrofaune du sol, jouent un réle clé dans la ptuges écosystémes continentaux et sont
impliqués dans I'entretien de la structure et ddeldilité des sols. Les vers ont ainsi été
adoptés par la communauté internationale pourdgndistic des écosystemes et pour I'étude
de lI'impact potentiel de contaminants, tels queplesticides, les hydrocarbures et les métaux
provenant de sources anthropiques (Spurgeah., 2003a). La quantification de la toxicité
des éléments chimiques pour les Annélides est oouemt réaliséevia la mesure des

principaux traits de vie (survie, croissance etadpction) dans les conditions contrblées au
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laboratoire avec des organismes teBise(ia fetida, Eisenia andrel et Lumbricus rubellus).
Ces organismes considérés comme prioritaires énécologie (Spurgeost al., 2003a) sont
souvent fortement affectés par la pollution méjali. Par conséquent, I'exposition métallique
de certains Annélides Oligochetes pourrait engendfes modifications exploitables
permettant de dresser un état des lieux et de srel®srrisques provoqués par la présence de
métaux polluants dans le sol.

Ces dix derniéres années, I'analyse des profilspiéssion génique a permis l'identification
de biomarqueurs candidats chez les Annélides Oigges. Le candidat le plus connu est la
Cadmium-métallothionéine (Cd-MT), une protéine déle poids moléculaire (6000-8000
Da), riche en cystéines (environ 30%), impliquéasdéhoméostasie des éléments traces
essentiels tels que le Zn mais aussi la détoxicateométaux tels que le Cd (Palmiter, 1998;
Klaasseret al., 1999). La Cd-MT est considérée comme un bon hiquer d’exposition car
elle montre une réponse dose- et temps-dépendanttains contaminants meétalliques.
Ainsi, la quantité de protéines et le nombre dedtats codant la Cd-MT augmentent lorsque
les vers sont exposés a une contamination métalkgjen particulier & une contamination au
Cd (Gruberet al., 2000; Sturzenbauet al., 2004; Demuynclet al., 2007).

La présence de métaux constitue un stress majsaesiible de perturber les grandes
fonctions physiologiques des animaux (Labebtal., 1996). Une stratégie alternative a la
recherche de protéines fixatrices des métaux (lMé&@néines (MTs) et Métalloprotéines
(MPs)) consiste en l'identification de biomarqueunrsléculaires impliqués dans de grandes
fonctions biologiques, communs a plusieurs macwri@bres et dont I'expression est affectée
par un stress métallique. Ainsi, il apparait irdéent d’identifier et de constituer une batterie
de biomarqueurs impligués dans les grandes forgtmalogiques, révélant la nature et
'amplitude des stress (biomarqueurs qui seraigéalement communs a plusieurs groupes
d’'invertébrés terrestres ou d'eau douce). Parmi demndes fonctions physiologiques,
limmunité apparait comme un candidat favorablena telle étude (Tasiemski al., 1994;
Munozet al., 2002). En effet, le systeme immunitaire est wretion complexe qui intégre
de nombreuses informations environnementales etaigit avec la fonction de nombreux
organes. Schématiquement, chez les invertébrésptamse immunitaire est de type innée et
met en ceuvre des réponses non spécifiques : phagecycascade de coagulation, choc
oxydatif, induction de protéines (Mit&h al., 2000). De plus, il est rapporté dans la littématu
gu’une pollution métallique rend des invertébrésal/age (moule, huitre, crevette) beaucoup
plus sensibles aux infections microbiennes et ase rmétaux affectent les processus de
défense immunitaire (Fishet al., 2003; Sauvést al., 2003). Cette recherche permettrait
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egalement d’aller plus avant dans la connaissaes@mcanismes de défense, de détoxication
et d’adaptation des organismes aux pollutions.

L'objectif du présent travail était de développanr des Oligochétes et plus
particulierement chez le modele de laborat&irgenia fetida, un ensemble de biomarqueurs
aspécifigues — biomarqueurs sensibles aux métaix anasi a d’autres contaminants — qui
apporteraient une image multi-variable (correspahda plusieurs grandes fonctions
physiologiques) du stress existant chez les inberge

La premiere partie de ce manuscrit est consacrée a une revue biapbgue des
connaissances acquises sur les genes répondainiirenspécifique a un contaminant donné
(ETMs, hydrocarbures, pesticides,.via l'utilisation de méthodes moléculaires permettant
'étude de ces genes (1) individuellement ou (2uspllargement lors d'études
transcriptomiques s’intéressant aux changementygmbusurvenir au niveau des profils
d’expression génique.

La seconde partie concerne la présentation de nos résultats (sousriae de
publications) et font I'objet de 2 chapitres :

- Une premiere approche qualifiée de ciblée, cpord a I'étude du niveau d’expression de
nombreux genes, identifiés dans la littératurez aheers macroinvertébrés. Ces genes ont été
retenus en raison des variations d’expression wéssrlors d’expositions & un contaminant
d’origine métallique.

- Une deuxieme approche qualifiée de globale, spomed a la construction de banques
soustractives afin d’identifier de nouveaux géenefémntiellement exprimés lors
d’expositions a un mélange complexe d’ETMs, reprtsd d’une contamination que I'on

peut retrouver sur le terrain.
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I. Contexte bibliographique élargi

Jusqu’a présent la compréhension des relations édrchangements induits par un
contaminant au niveau moléculaiiiee( expression d’ARN messagers) et les conséquences
biologiques des altérations dues a ces contaminaat®té établie que de maniére trés
partielle. En effet, seul un petit nombre de gaég®ndant spécifiquement & un contaminant
donné a été identifié chez diverses espéeces di#wes. La plupart de ces génes ont été
testés individuellement du fait de leur implicatidans les mécanismes de résistance aux
effets déléteres induits par la présence de contants.

Toutes les réponses a un stress externe, incleamomposés chimiques, impliquent
des changements dans les profils d’expression géniguelques réponses sont le résultat de
'exposition a un composé chimique, d’autres sommgensatoires, c'est a dire qu'elles
reflétent la réponse d’'un organisme aux dommagdéaulaires ou aux dysfonctionnements
cellulaires, provoqués par la présence du compbsgrigque (Ankleyet al, 2006). Depuis
guelques années, les outils permettant I'analysérahscriptome ont connu un trés grand
essor. Ainsi, la mise en oeuvre de techniques déodo moléculaire permettant
l'identification des changements globaux surveramtniveau des profils d’expression en
ARNmM en réponse a diverses conditions expérimeni{@ace a ADN, Banque soustractive
via la PCR Temps-Réel) s’est généralisée. Le teftmeicogénomique” fut inventé pour
décrire l'application de la génomique a la toxigMo (Nuwaysir et al, 1999). Les
informations obtenues grace a la génomique peldtemtutilisées pour réaliser des puces a
ADN avec tout ou partie des genes d’un organisnes. @lices peuvent étre ensuite utilisées
pour déterminer quels genes sont sur- ou sous-aépridans une cellule, un organe et/ou le
tissu d’'un organisme dans des conditions physiqlegg données ou en réponse a une
perturbation environnementale, telle que I'exposita un composé chimique toxique. Ces
approches transcriptomiques ont permis d’étudierpfession de nombreux génes et de
mettre en évidence des voies physiologiques im@égudans la réponse a un composé
chimique non essentiel (Métaux, Hydrocarbures,igidss...). La mise en évidence de voies
physiologiques mises en ceuvre pour répondre arasssthez un organisme test, ainsi que
l'identification des genes associés a ces voiestitaent des outils de choix pour identifier un
panel de marqueurs d’exposition. Ainsi, I'object cette analyse bibliographique est de faire
une synthése, chez les invertébrés vivant en coétawt avec le sol : (1) de I'ensemble des
genes ayant été caractérisés au niveau molécplaireleur réponse spécifique a un élément

chimique donné, (2) des études transcriptomiquetamosur la réponse d'invertébrés a
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différentes classes de composés chimiques non tedsenCette étude porte plus
particulierement sur les effets engendrés par 8seka de contaminants : inorganiques (les
éléments traces métalliques), organiques (les legdoores polycycligues aromatiques) et

phytosanitaires (Herbicides et Pesticides).

I. 1. Identification et caractérisation de geneduits “spécifiguement” par les éléments
traces métalliques

Parmi les éléments chimiques les plus étudiés emvertébrés vivant en contact
étroit avec le sol, on trouve les éléments tracémliiques (ETMs). L'estimation de I'impact
des ETMs chez les invertébrés terrestrei® I'utilisation de techniques de biologie
moléculaire est une stratégie développée par pitssiaboratoires. En effet, les ETMs sont
susceptibles de moduler I'activité transcriptiommele nombreux genes. Cependant, peu de
géenes ont été identifiés pour leurs réponses sgaeff aux ETMs. L'un de ces génes est la
Cd-métallothionéin®@u métallothionéine de type II.

I. 1. 1. Cas de la métallothionéine de type Il

Les genes codant les métallothionéines ont étdifdasnchez la plupart des espéces
d’invertébrés terrestres chez qui ils ont été émidi’analyse de leurs niveaux expression lors
d’expositions a divers ETMs a également été réalidéexpression du gene codant la
métallothionéine de type Il (Cd-MT) a fait I'objede nombreux travaux. En effet, ce gene est
caractérisé par une réponse dose- et temps-dégendanson niveau d’expression dans
plusieurs phyla. Ainsi, chez les nématodes aaenorhabditis elegand.iao & Freedman,
1998), les collemboles aveédrchesella cincta(lnsecte ; Collembole) (Timmermars al,
2005), les escargots avételix pomatia (Mollusque ; Gastéropode) (Chabicovsky al,
2003), et les Annélides Oligochetes avec notamimemtbricus rubellugStirzenbaunet al,
1998a; Galay-Burgogt al, 2003), Lumbricus terrestris(Asensioet al, 2007) etEisenia
fetida (Gruberet al, 2000; Demuynclet al, 2006; Demuynclet al, 2007), le géene de la Cd-
MT est aujourd’hui considéré comme un bon biomanqu#exposition aux ETMs et en

particulier au Cd.

[. 1. 2. Identification de genes (autres que ceodaat les métallothionéines) induits

spécifiguement par les éléments traces métalliques

I. 1. 2. 1. CheLaenorhabditis elegans
D’autres genes induits par les ETMs ont été idéstifchez le nématode
Caenorhabditis elegan€et organisme est tres frequemment utilisé etogmmlogie du fait
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de sa tres large répartition dans I'habitat tereesda facilité d’'utilisation au laboratoire, sa
sensibilité envers différents types de stress metepgu’il s’agit d’un organisme modele dont le
génome a été entierement séquencé.

Le cadmium-responsive gene ou gendr fut identifié par Liao et Freedman en 1998
par Differential Display Reverse Transcription Rograse Chain Reaction (DDRT-PCR). Ce
géene a fait I'objet d’une étude particuliere montrgu’il code une protéine membranaire des
lysosomes située dans les cellules intestinalgs. ddegangLiao et al, 2002). Lors de cette
étude, ces auteurs ont démontré que le gdné présentait une forte activité de transcription
uniquement lors d’exposition au Cd, avec une gt@amiARNmM codant le CDR-1 5 fois
supérieure aprés 15h d’exposition a 100 uM de @ik, B technique des ARN interférents a
permis de démontrer que les individus chez quiplegsion ducdr-1 était inhibée
présentaient une croissance réduite, ne se regaidni pas et avaient une durée de vie plus
courte. Ces résultats montraient que la transonpglu genedr-1 est requise che. elegans
pour développer des mécanismes de résistancewssd Cd. Par ailleurs, la technique des
ARN interférents a également permis de précisedle de ce géne. En effet, 'observation
d’'une accumulation de fluide dans la cavité du satps nématodes n’exprimant pas (ou peu)
le génecdr-1, lors d’'une exposition au Cd, semble indiquer gaegéne est impliqué dans
'osmorégulation, peut-étre par pompage du Cd awutdées ions dans les lysosomes. Par
ailleurs, en 2005 Donet al. ont démontré que ce gene faisait partie d’'unelfamé 7 genes,

similaires aux niveaux nucléotidique et protéique.

I. 1. 2. 2. Chetumbricus rubellus

L’Annélide Oligochétd_umbricus rubellus également fait I'objet de travaux visant a
identifier des genes, autres queCld-mt répondant de maniere spécifique aux métaux. Deux
genes différentiellement exprimés chez des populatinaturelles déumbricus rubellus
exposées a une contamination d’origine métalliqueste identifiés.

Stlrzenbaunet al. (1998b), ont caractérisé un gene codant une pmetéientifice
pour la premiere fois dans une tumeur humaine @&Gebsal, 1989), la Translationally
Controlled Tumour Protein ou TCTP. Dans ce trawa@k auteurs ont clairement montré que
le géne codant la TCTP était induit par les métgax le Cd et plus particulierement par le
Cu) chez des Annélides vivant sur différents sottefnent contaminés par les ETMs.

Puis, Stirzenbaurat al. (1999) ont mis en évidence qu’un géne utilisé jalqrs
comme gene de référence en biologie moléculaigsemtait 2 isoformes, dont 'une est

inductible par les métaux chdaimbricus rubellus Ce gene code une cyclophiline (ou
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peptidyl-prolyl cis-trans isomérase), une enzymepasi@nant a la superfamille des
immunophilines et impliquée entre autres dans kalyse des protéines. Les auteurs ont
distingué lacyclophiline-A(inductible) de lacyclophiline-B(non inductible), montrant que le
gene de la cyclophiline-A était induit plus de 38sfchez des individus exposés pendant 6
semaines a un sol provenant d'un site métallifé@e fortement contaminé par les ETMs (Cd
=279 mg/kg ; Pb = 7080 mg/kg ; Zn = 35265 mg/kiu;= 36.3 mg/kg). Les auteurs donnent
2 hypotheses pour expliquer cette induction :

(1) Cette induction serait due a un taux exceptionmadld fort de Zn auquel les vers sont
exposes par contact ou par ingestion durant lesnGaimes d’exposition. Ce géne
pouvant étre induit pour cibler les protéines pédes par I'exces de Zn.

(2) Ces vers montrent également une induction de pexé&le détoxication en réponse a
la présence de métaux lourds, ceci est confirmdapfarte induction du gene codant
la Cd-MT dans cette étude (+ de 1284 fois). Aissia cyclophiline-A est impliquée
dans des mécanismes de régulation de la transeripimme le suggérent Krummrei
et al. (1995), il est alors possible d’établir un lienadise a effet entre les expressions

de laCd-mtet de lacyclophiline-A

I. 1. 2. 3. CheEisenia fetida

En 2004, 'Annélide Oligochet&isenia fetidaa fait I'objet d’'une étude montrant
'existence d’'un géne différentiellement exprimésla’exposition a un sol provenant d’un
site métallifere (Pb > 600 mg/kg et Zn > 1800 my/{Rickettset al, 2004). Ce gene code
'annétocine, une hormone neuropeptidigue membrdadéamille vasopressine/ocytocine
impliqguée dans I'osmorégulation et certains tregfgroductifs (ovulation, oviposition, etc...)
(Acher, 1993; Oumiet al, 1996). Lors de cette étude, les auteurs ont mé&iér par PCR
guantitative que I'expression du gene codant I'éoeige était réprimée de I'ordre de 20 fois
suite a 20 jours d’exposition au sol métallifere. i@sultat est mis en relation par les auteurs,
avec la diminution de production de cocons obseda¥®s les mémes conditions, suggérant
un lien mécanistique entre I'expression du genéasmétocine, la reproduction des vers et

impact potentiel de la pollution sur la populatid’E. fetida

I. 1. 2. 4. CheEnchytraeus buchholzi

Willuhn et al. (1994) ont caractérisé une protéine de 25 kD&erien cystéines et
contenant de l'histidine chez I’Annélide Oligoch&echytraeus buchholzCes auteurs, qui
ont nommeés cette protéine « Cystein Rich ProtefCRP) ont montré qudes vers

accumulent des concentrations de cadmium trés tanues associées a l'induction du géne
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codant cette protéine. Une étude complémentairdiufuvi et al, 1996), a montré que le
niveau de transcription du géomp est directement lié a la concentration de Cd. figt,aine
concentration de 100 pg/l de Cd est suffisante paluire une expression massive de ce gene
apres 2 heures d’exposition pour atteindre son maxi d’expression apres seulement 6
heures. Ces résultats suggerent que la CRP possedae central dans le processus de
détoxication du Cd cheEnchytraeus buchholzDe plus,ces auteurs ont démontré que le
géenecrp est induit uniquement par le Cd et dans une meimaesure par le Zn. En 2004,
Schmitt-Wredeet al. ont séquencé la portion d’ADN génomique correspana@ ce gene. lls
ont démontré que celui-ci était d’'une longueur agpnative de 12 kbp, et consistait en 10
exons dont les exons 2 & 9 codent des régions dei@ds aminés presque identiques. Chacun
de ces domaines répétés contient 9 cystéines tosbist disposées en motifs Cys-X-Cys et
Cys-Cys, ce qui est primordial pour la liaison diy @omme pour les MTs (Kagi & Schaffer,
1988). Une tres grande conservation de ces moidteines lors de comparaisons avec les
séquences protéiques de MTs appartenant a desidia®br et plus particulierement avec
celles deLumbricus rubellusa été observée. Ainsi, ces études comparativeslasedTs,
suggerent que le gewep peut étre considéré comme un membre de la trésigfamille des

MTs et qu'il dériverait d’une duplication d’'un exappartenant a un gene ancestral de MT.

I. 2. Identification de genes répondant a d’aut@®aminants

I. 2. 1. CheZaenorhabditis elegans

Peu d'études ont porté sur I'analyse de I'expresdi® génes lors d’expositions a des
contaminants autres que les ETMs. En 2001, Mestzall ont montré que certaines isoformes
de la famille des cytochromes P450, étaient indud@res 72 heures d’exposition du
nématodeC. elegansa différents composés chimiques. Cette famill@élees a pour but de
catalyser le métabolisme oxydatif de nombreux ca@p@xogenes et endogenes, avec entre
autres, une implication dans la biotransformaties drogues et toxiques organiques. Parmi
les 18 éléments testés, un hydrocarbure aromapiolyeyclique (HAP), le fluoranthene (2,47
KM) et un herbicide, l'atrazine (115,9 uM) induesa I'expression de genes appartenant a
cette famille. Ces résultats furent confortés edb2@ar la mise en évidence de I'induction de
certaines isoformes de la famille des cytochrom&OPRaprés 48 heures d’exposition, pour
des concentrations plus réalistes de fluoranthééawazine respectivement de 1,23 et 23,2
UM (Menzelet al, 2005).
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I. 2. 2.ChezEisenia fetida

Une étude trés récente portant sur I'analyse deaniVexpression de deux génes chez
Eisenia fetidalors d’expositions a divers HAPs a été réalig#ms cette étude, Zhewrg al.
(2008) ont étudié le niveau d’expression du genéadeCTP et de I'annétocine car il a été
démontré que les HAPs peuvent engendrer des effetsérigenes et une toxicité pour la
reproduction (Santodonato, 1997). Ainsi, des vernséé soumis pendant 4 semaines a des
concentrations sub-létales de phénanthrene, pyfi@oeanthéne et benzo(a)pyréne (de 0,1 a
10 mg/kg). Les résultats ont montré que le benpg(ahe avait potentiellement plus d’effets
gue les autres HAPs, avec la mise en évidenceutiimhs comprises entre 58 et 83 fois pour
le géne codant I'annétocine et d’inductions congsrisntre 14 et 106 fois pour le géne codant
la TCTP.

I. 3. Analyse des profils d’expression chez degitébrés terrestres

I. 3. 1. ChezCaenorhabditis elegans

Plusieurs organismes ont fait I'objet d’études s$iptomiques en réponse a une
exposition a des composés chimiques non-essenfiédst plus particulierement le cas du
nématodeCaenorhabditis elegansDepuis que son génome est connu, un grand nombre
d’études portant sur les relations fonctionnellegres expression génique et réponses
phénotypiques ont été réalisées. Plusieurs apsotthascriptomiquesyia l'utilisation de
puces génomiques, ont permis d'étudier I'expressiesm genes et de mettre en évidence les
voies physiologiques impliquées dans la réponsieérsicomposés chimiques (Tableau 1).
En 2005, Reichert et Menzel, ont étudié les vaneid’expression génique survenant ez
elegansvia l'utilisation d’'une puce génomique, lors d’expasits & 5 composés chimiques
différents. Parmi ces 5 composés, on retrouvautedinthene et I'atrazine. Des expositions de
48 + 5 heures au fluoranthéne (2,47 pM) et a e (115,9 uM) ont été réalisées. Les
résultats de ces expositions ont montré que lerdhibéene et I'atrazine engendraient
respectivement l'induction de I'expression de gesiple 79 et 52 genes. Parmi les genes
identifiés dans ces 2 groupes on retrouve des gansarticulierement impliqués (1) dans
les voies de biotransformation des éléments chiesiquoies de détoxication de phase | et |l,
e.g.la superfamille des cytochromes P450 et la fandiéle glutathion-S-transférases (GST));
(2) dans la formation de la cuticule, via I'industide génes appartenant a la superfamille des
genes codant le collagéne ; (3) dans les mécanidendéfense immunitairga I'induction de

géenes codant les lectines de type C.
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Un second travail réalisé en 2007 par €ual. avait pour but d’identifier les changements
globaux survenant au niveau des profils de trapson lors d’expositions courtes (4 et 24
heures) au Cd. En effet, dans les études précéjesetad un petit nombre de génes répondant
spécifiguement au Cd ont été testés individuelldndenfait de leurs implications dans des
mécanismes de résistance aux effets déléteres dgcfCH 1. 1. et I. 1. 2. 1)) . Les
expérimentations menées par ces auteurs ont pdemisettre en évidence un groupe de 290
genes différentiellement exprimés (237 sur-exprigtés3 sous-exprimeés) a la fois apres 4 et
24 heures d’exposition a 100 uM de Cd. Une analysénformatique utilisant Gene
Ontology (GO) (Ashburneet al, 2000) a révélé que la plupart des genes surfeggrapres

4 heures d’exposition étaient impliqués dans déssvphysiologiques régulant 'homéostasie
(localisation et transport) des especes chimigtiphie particulierement des ions métalliques.
Les genes impliqués dans ces voies sont par exehaptetl-2 et le cdr-1, confirmant par
ailleurs leurs inductions spécifiques dans le cakliee exposition au Cd. En 2005, Noviéo

al. ont rapporté la sur-expression des geodsl mtl-2 et du collageneaprés 7 jours
d’exposition au Cd . Ces résultats sont similasieseux obtenus par Cet al. (2007), a
I'exception de la mise en évidence de la sur-egwasde quelques génes impliqués dans
l'activité ATPase et de genes possédant un domdimguitine Transferase. Les différences
observées peuvent étre attribuées aux concensatierCd utilisées (0,1 ; 1 et 10 uM), au
temps d’exposition plus long (7 jours) et aux méd#wd’analyses (utilisation d’'une banque
de données autre que GO pour I'annotation). Datade de Cuet al. d’autres voies sont
associées aux genes sous-exprimeés apres 24 héexpssition. C’est le cas de la voie du
métabolisme des acides gras et de la voie du m&aigodes lipides cellulaires. Les géenes
sur-exprimés apres 24 heures représentent majentant les voies de la protéolyse. Enfin,
les genes sur-exprimeés a la fois apres 4 et 24ekaliexposition ont majoritairement une
activité catalytique et des activités de liaisordigerses especes ioniques. Ces résultats
suggerent que la premiére réponse a une expositidbd est un ajustement transcriptionnel
pour maintenir 'homéostasie des ions et réajustenétabolisme énergétique. Puis, pour une
exposition plus longue (24 heures), les genes qups dans la protéolyse sont induits,
suggérant une accumulation de protéines endommalgétst de leur exposition prolongée
au Cd. Enfin, les genes impliqués dans le traflluleére et le métabolisme des acides gras
sont sous-exprimés aprées 24 heures d’expositiggésant que plusieurs fonctions cellulaires
sont perturbées par la toxicité du Cd. Il est aammer que lors de cette étude, les 49 ADNc
identifies en DDRT-PCR comme variant lors d’'une asifpon au Cd (Liao & Freedman,

1998), ont été de nouveau identifies par ces asitdde plus, plusieurs familles de genes
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n'ayant pas fait I'objet d’'une bonne caractérisatians le cadre d’'une exposition au Cd I'ont
été. Parmi ceux-ci on retrouve des géenes codamréedines de détoxication de phase | et Il
(sur-expression de 14 genes appartenant a la éands cytochromes P450 et de 6 génes
appartenant a la famille des GSTs) et des protgnasant étre impliquées dans I'immunité
innée (répression de 4 genes lysosomaux et inadudio8 génes appartenant la famille des
lectines de type C). Cependant, la base de dora€er’est pas assez vaste pour prédire la
fonction de tous les génes répondant au Cd mividerice dans cette étude. En effet, sur les
290 genes montrant une variation significative elar Iniveau d’expression, seul 83 geénes
(29%) sont liés a un processus biologique dans GD0@ (38%) sont liés a une fonction
moléculaire. Ainsi, la fonction d’'un grand nombre genes dont I'expression varie fortement
en réponse a une exposition au Cd demeure incohi@ede de ces genes pourrait permettre
de mieux comprendre la réponse physiologique dganmes lors d’une exposition au Cd et

d’identifier de nouveaux candidats biomarqueurs.

I. 3. 2. CheZd.umbricus rubellus

Récemment, I'Annélide Oligocheteumbricus rubellusa fait I'objet de plusieurs
études transcriptomiques. Contrairement.aelegansle génome dé.. rubellus n’est pas
encore connu mais 17 225 séquences ont été obt@ouescette espéce lors de travaux
antérieurs (Sturzenbauet al, 2003). En 2008, Oweet al. ont utilisé ces séquences pour les
annoter et faire la premiere puce a ADN chamnbricus rubellus Ainsi, une analyse
bioinformatique a permis I'identification de 8128gsiences uniques, chacune correspondant a
un gene. Concréetement, pour chaque produit chimigsierzers ont été maintenus dans des
sols naturels contaminés artificiellement pendar@ période relativement longue (28 jours)
en comparaison avec les périodes préconisées psuests de toxicité aigte (48h sur papier
filtre et 14 jours dans le sol). Les auteurs oritbééément choisi une période d’exposition
longue pour mesurer la réponse transcriptomiquesrgbs a un niveau correspondant au
plateau d’acclimatation physiologique, plutét quensl une phase dynamique associée au
stress initial. Puis, une puce a ADN contenant ples8100 éléments a été fabriquée, avec
pour but d’identifier les profils de transcripti@pécifiques a trois classes de contaminants :
inorganiques (le Cd), organiques (le fluoranthéeephytosanitaire (I'atrazine). Plusieurs
doses ont été utilisées : pour le Cd : 0, 13, 48, 500 mg/kg ; pour le fluoranthéne : 0, 13.8,
46, 158, 533 mg/kg; et pour latrazine: 0, 9.4.72 35, 59 mg/kg. Chaque type de

contamination entraine I'apparition d’'un profil djgression caractéristique (Tableau ).
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I. 3. 2. 1. Exposition au cadmium

Outre l'activation de voies de protection et de oditation (voie des
métallothionéines), le Cd est connu pour ses eff@tieérigénes pour I’'homme (IARC, 1993).
Il induit également des dommages oxydatifs, mothut&paration de I'ADN et interfére avec
le métabolisme des ions métalliques essentielgjantle fer, le calcium et le Zn. L'analyse
des profils d’expression obtenus chiezrubellus a confirmé I'existence de profils dose

dépendant en accord avec ces mécanismes.

I. 3. 2. 2. Exposition au fluoranthéne

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques sopbphiles et peuvent donc
s’incorporer et perturber les fonctions des memdsdniologiques (Walker, 2001). Chez les
mammiféres, ils sont également suspectés pour leffiess cancérigenes et tératogenes a
faible concentration (IARC, 2008). Chéz rubellus I'exposition au fluoranthene cause la
modulation de voies associées aux Aryl hydrocafReceptor (AhR). De plus, la répression
de l'expression de certains génes impliqués danprdéolyse et l'induction d’'un géne
impliqué dans la voie de détoxication de phasgst (le classe pia été observée. D’autres
voies indépendantes de I'’AhR montrent des variatiowéressantes. C’est le cas des voies
associées a l'inflammation et I'hypoxie, via l'inction de cytokines cellulaires en réponse
aux dommages cellulaires provoqués par les espéeetives de I'oxygene générées par
'exposition aux hydrocarbures. Ainsi, les impac#lulaires provoqués par les HAPs sont
associés: (1) a un disfonctionnement mitochondnednant a des perturbations de la
respiration mitochondriale et une inhibition dunsport des électrons (géene®NADH
déshydrogénase sous-unités 1& 24, cytochrome bet cytochrome ¢ oxydase sous-unité |l
montrent une répression de leur expression) ; ®)Xd@mmages génotoxiques (genes associés
a la réparation des adduits de I'ADN) ; (3) a urypdxie avec génération de d’espéces
réactives de I'oxygene (ROS).

I. 3. 2. 3. Exposition a I'atrazine

En comparaison du nombre tres important de rechsreh relation avec la toxicité de
I'atrazine (PAN-Pesticides-Database), peu de chesetconnues sur les voies moléculaires
affectées par une exposition a cet herbicide. Ostext. (2008) ont confirmé que I'exposition
a l'atrazine était liee aux voies de détoxicatioétabolique de phase | et Il par I'induction
d’isoformes du cytochrome P450 et de GSTs. De mleite exposition montre une induction

de génes impligués dans la réparation des domntagses a ’ADN, en réponse aux effets
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canceérigenes provoqués par I'atrazine (Morgaal, 1996). Une augmentation du nombre de
transcrits impliqués dans le contrdle du cycleutaite a été également observé.

Le mode d’action de I'atrazine consiste en uneupeation du transport d’électrons
affectant le photosysteme Il des chloroplastes dhezplantes (Pfisteet al, 1981). La
réponse observée chéz rubellus indigue une augmentation significative de plusseur
membres associés a la voie de phosporylation aetydie des acides tricarboxyliques. Ces
résultats indiquent que I'atrazine entraine la neisglace de voies alternatives a la génération
d’ATP pour compenser les effets sur la voie de pbpdation. Au cours de cette étude, le
groupe de genes le plus représenté correspondait groupe impliqué dans la synthese
protéique et le catabolisme (induction de genesambdies protéines ribosomales, des
transporteurs d’'acides aminés et des enzymes aggsga |'ubiquitine dont le réle est de
cibler les protéines pour leur dégradation). Ungieation possible est que I'atrazine entraine
la formation de protéines mal repliées. Ainsi, lagdation de ces protéines non-
fonctionnelles et la synthése de protéines corseptut expliquer I'observation d’'un tel
profil.

I. 3. 2. 4. Exposition au cuivre

Un second travail a porté sur la mise en évidemsepdofils de transcription observés
chez L. rubellus lors d’'une exposition longue (70 jours) en méspmsa un sol naturel
artificiellement contaminé par différentes concatitns de Cu (Bundgt al, 2008). Outre la
mise en évidence de génes impliqués dans diversanis®ces de détoxication,e.
métallothionéineshsp40 et 70, etc, les auteurs ont observé que des genes imglidans 3
voies présentaient de forts changements de lewesunx de transcription : (1) la voie associée
au transport des électrons ; (2) la voie impligdaes la liaison des métaux essentiels tels que
le calcium ou le fer ; (3) la voie du métabolisrmdique. D’autre part, nous savons que le
Cu entraine une génotoxicité du fait de la gén@natle ROS (Cervantes-Cervantsal,
2005), ainsi que des dommages menant a l'apopteses(et al, 2000). Il n'est pas
surprenant des lors d’observer I'induction de dest@enes codant des protéines impliquées
dans la réparation des dommages causés a I'ADNamt th régulation des mécanismes

apoptotiques.

I. 3. 2. 5. Identification d’une réponse transadaphelle commune a 3 expositions
Tres récemment, Svendsen al. (2008) ont étudié la réponse transcriptomique de
Lumbricus rubelludors d’expositions séparées a 3 composés chimif(dds fluoranthéne,

atrazine) en concentrations sub-létales (~10% ECEA) utilisant leur puce a ADN, ces
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auteurs voulaient identifier les geénes impliguésnsdda « réponse environnementale
commune » a ces 3 éléments. Seuls 11 génes piéstkas variations similaires pour les 3
contaminants. Parmi ces 11 génes, 7 ont montré hameologie significative avec des
séquences présentes dans les banques de donnétgugsn incluant des transcrits associés
avec la fonction mitochondriale et le métabolismergétique €.9. ATP synthase, protéine
ribosomale S24 et l'acyl-coA monoacylglycerol atsferase 2), ainsi que la synthese
protéique et la réplication de 'ADN. Il est surpamt de ne pas observer la présence de géenes
codant des protéines associées a des fonctionsoteeqon telles que les protéines de choc
thermique, les métallothionéines, les cytochroméSOP les glutathion-S-transférases et les
protéines impliquées dans les systemes antioxydanteffet, la plupart de ces génes ont été
identifiés pour leurs réponses lors d'un stressrenmemental (Klaasseet al, 1999; Lewis

et al, 1999; Stranget al, 2001; Hanukoglu, 2006).

I. 3. 3. CheZ£isenia fetida

Trés peu de données génétiques étaient dispomiatesles banques de données pour
I'’Annélide Eisenia fetida(< 200 dans GenBanhK). Pour combler ce manque, Piroozataal.
(2007) ont mis en place une stratégie menant anagkde 4032 ESTs (Expressed Sequence
Tags) en utilisant une approche passant par lasafiah de banques soustractives. Ces
auteurs ont construit 2 banques en utilisant 3sekgle produits chimiques : (1) un nitro-
aromatique (ex: Trinitrotoluéne (TNT)); (2) lesétérocycles nitro-amines (ex:
Cyclotrimethylenetrinitramine (RDX)) ; (3) les ETMEd, Pb, Zn, et Cu). Concrétement, ils
ont récupéré les ADNc obtenu pour chaque exposi@iomn contaminant donné aprés 3
périodes d’exposition (4, 14 et 28 jours). Puis,aht mélangé ces ADNc par groupe de 5
composés chimiques pour ensuite réaliser une basgustractive. Ainsi, ces auteurs ont
obtenu un mélange de séquences représentatif dii ghexpression correspondant a une
exposition a 5 contaminants environnementaux (cfuféi 2). Cette approche a permis
'obtention de 4032 séquences correspondant a 228liences uniques aprés soumission
dans les banques de données génétique. Puis, notofoa été assignée a chacune des 2231
séquences via l'utilisation de la banque de donGm®e Ontology (Ashburnet al, 2000).
Suite a I'annotation des séquences, les auteursdentifié plusieurs voies physiologiques
atteintes chez les animaux exposés. Il s’agit da@esvdu métabolisme énergétique, du
métabolisme des acides aminés, de génes impliqas des processus cellulaires
immunitaires, nerveux et sensoriels. Les voiesaestuction, de transcription de 'ADN, de

traduction de ’ARN sont également perturbées (aipll).
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Figure 2 : Dispositif expérimental mis en ceuvre par Piroostial. (2007) pour réaliser leurs

banques soustractives

Puis, Gonget al. (2007), ont construit une puce a ADN reprenanélg®2 séquences

issues des travaux de Piroozetaal. (2007) pour étudier les profils d’expressioi dfetidg

lors d’expositions a un composé explosif, le TNrés une exposition de 28 jours les voies
affectées par une exposition au TNT sont principala liees a la contraction musculaire, la
signalisation neuronale, la croissance, la fibgee| la coagulation, I'hnoméostasie du fer et du
calcium, le transport de l'oxygéne et l'immunité.ndJ seconde exposition au TNT
(concentration plus forte, 50 au lieu de 38,7 mpkdgau RDX en exposition unique ou en
mélange a permis d’obtenir des résultats sensilsieidentiques a ceux observés dans I'étude
avec le TNT seul (Gongt al, 2008). Lors d’'une exposition au TNT, les auteanmsidentifié
des genes impliqués dans le transport de I'oxygéidoméostasie du fee(g. la ferritine),

la coagulation du sang et fibrinolydé(inogeéneetfibronecting, la contraction musculaire et
la mobilité cellulaire &ctine tropomyosingettroponine3, la réponse immunitaireljitinase

et protéine de reconnaissance des

peptidoglycanés), réponse antioxydante

(métallothionéineks le transport d’électrons (cytochromes ¢ oxydgdas/oie de détoxication
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phase Il (GSTs), I'homéostasie du calcium (censrie¢ autres protéines contenant des
domaines de liaison au calcium EGF-like), protéidesdégradation (lysozyme destabilase).
Les nouvelles voies mises en évidence lors de @&tide sont les voies associées a la
structure des ribosomes, la traduction, le trarispes protéines, la dégradation des protéines
non-lysosomales, inhibiteurs de protéases, le robksabe énergétique, la glycolyse et de
multiples signaux de transductior.d. la phophorylation des protéines et ribosylation de
'ADP). L’exposition au RDX entrainait l'inductionde génes associés aux fonctions
mitochondriales (exnadh déshydrogénase, hu métabolisme énergétiqua synthase 0

a la synthese protéique (Ubiquitine ligase) et eéfdication de I'’ADN. De plus, ces auteurs
ont remarqué qu'une exposition au TNT engendraitaféets plus marqués sur I'expression
des génes qu’'une exposition a un mélange contahariNT et du RDX. En effet, seul
'expression de 3 génes était plus particulieremaerturbée par ce mélange. Ces génes

codent une ferritine, une chitinase et une dopaifn@te mono-oxygénase.

l. 4. Conclusion

La toxicogénomique est une approche innovante pétude des effets des produits
chimiques sur un organisme, l'appréciation de leaffets et contribuera peut-étre a
I'estimation des risques engendrés pour les éoarsyest. Appliqué a I'écotoxicologie, cet
outil de génomique augmente notre capacité a cordpele mode d’action des éléments
chimiques chez des especes modeles et des espatagdécces comme clés pour les
ecosystemes. En effet, cette approche permet diigenla nature des changements
transcriptomiques lors de I'exposition d’'un orgamés & un élément toxique. Depuis une
dizaine d’années, I'emploi de ces techniques ddogi@® moléculaire s’est largement
généralisé, pour aujourd’hui concerner la plupaes erganismes vivants, qu’ils soient
vertébrés ou invertébrés, continentaux ou marire. but principal étant d’obtenir de
meilleures connaissances sur les modes d’actioprdelsiits chimiques pour réduire le doute
dans l'estimation des risques encourus par un &t&®y, un organisme, etc. Ainsi, des
polluants majeurs présents dans I'environnemenétintestés. Trois classes de composés ont
éte plus particulierement étudiés, les élément} (inprganiques (les Eléments Traces
Métalliques), (i) organiques (Hydrocarbures Pobliues Aromatiques) et (i)
phytosanitaires (Herbicides et Pesticides).
L'objectif de cette analyse bibliographique était fhire une synthese de I'ensemble des
études transcriptomiques portant sur les inverglbigant en contact étroit avec les sols.

L’identification de génes clés, associés a dessvgp&cifiques peut étre fait chez des especes

© 2009 Tous droits réserves. 29 http://www.univ-lille1.fr/bustl



These de Franck Brulle, Lille 1, 2008
Analyse bibliographiqgue

clés pour établir des connaissances sur les mddesott des produits chimiques. En effet,
selon Ankley etal. (2006), I'exploration des effets des produits dlques au travers de
'étude de diverses espéeces, est un domaine oumailéeure compréhension des modes
d’action via la transcriptomique pourrait fournie ghrécieuses informations. Par exemple,
guelques mécanismes de toxicité sont trés bienecods entre les especes, tandis que
d’autres ne le sont pas. Les techniques de toximmmg&ue pourraient permettre de définir les
similarités ou au contraire les différences entipeees, afin d’estimer si I'extrapolation des
risques des produits chimiques d'une espece éel'asit techniquement faisable et pertinent.

Parmi toutes les voies physiologiques identifides, composés chimiques ont plus
particulierement un impact sur les voies de déation de phase | (génes des cytochromes
P450) et Il (genes des GSTs), les voies de I'homésdu calcium et du fer (ex : génes de la
Sarcoplasmic Calcium Binding Protein (SCBP) et @dérritine), les voies associées a la
dégradation protéique (voie des ubiquitines) etvliss associées au transport des électrons
(génes des cytochromes ¢ oxydases). L'identificatie ces voies, ainsi que les genes qui y
sont associés pourrait permettre de constituenoogelle batterie de candidats biomarqueurs
potentiels. En effet, combinés aux résultats olselnus de la réalisation d’'une banque
soustractive chek. fetidg il apparait possible d’étudier le niveau d’exgres des genes
appartenant a ces voies physiologiques lors d'up@sition a un composé chimique, chez
cette espéce. Un tel groupe de génes pourrait it@rstine signature de I'ensemble des
changements survenant au niveau transcriptomiduez, en organisme test, par exemple lors
d’'une contamination d’origine métallique. L’étude ces changements au niveau moléculaire,
pourrait également permettre d’identifier une sigra stress spécifique dans les profils
d’expression génique, pour diagnostiquer I'impattndxénobiotique sur les populations
(Snellet al, 2003; Lettieri, 2006).

30
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Organismes Substances testées Subst_rat et . , Dure_e_ Outil m_o_le9u|awe Observations : Voies physiologiques atteintes Réfces
concentrations testées d’exposition utilisé
. . Puce génomique 2 Voies de détoxication de Phase | (x3,1) (cytocle®if450) et II .
Fluoranthéene Milieu de culture S ; 0 et/ou PCR semi-  (x2,6) (GST),? voie des lectines de type C ( x5,8 a 42,3 atoie du Reichert &
2,47 uM o A Menzel 2005
gquantitative collagene (x2,7)
. Milieu de culture S : - Puce genomique 7 V0|e§ de détoxication de Phase | (x2,4 a 8,,7))(:tyrbmes P45Q) et Reichert &
Atrazine 115.9 UM et/ou PCR semi- 1l (x2,6 & 6,3) (GST, UDP-glucoronosyltransférag®PGT)), A voie Menzel 2005
~ H quantitative des lectines de type C (x2,5 a 14,98%toie du collagéne (x2,4)
Groupe de génes a réponse précoce (#hpgtoxication et
homéostasie des ions métalliques (x28,7 pour [2mt¥3.4 pour le
cdr-1) A voie de détoxication de Phase | (Cytochromes Rx¥&)) et I
N - ) (GST (x3,8), UDPGT (x5))
Caenorhabditis Cadmi Milieu de culture S ; O- 24h Puce génomique ) . . Cuietal. 200
elegans adgmium 100 pM 4 et 24 heures et/ou gPCR Groupe de génes a réponse tardive (24hMétabolisme des acides uietal.,, 2007
gras,N métabolisme des lipides cellulairé® voies de la protéolys&¥
voie des lectines de type C (x1,6 a 2)
4 & 24h ; A Voies Catalytiques, voies associées a I'activiedigison
de divers ions métalliques (Ca, Fe,...)
. . Cn. 2 Détoxication et homéostasie des ions métalligomegk® (x2,5) , cdr-1 .
Caeer:grr::]t;dltls Cadmium M'heg ?Ii(_alc_:;gureMS 0 7 jours Puce génomique (x2)), & voie du collagéne (x2,5M voies de la protéolyse (ATPases), Novglgotét al,
9 ' H 72 genes possédant un domaine Ubiquitine transférase
fﬁ 2 Détoxication des ions métalliques (mt (x11 & :)nétabolisme des
ions métalliques (Ca, Fe, Zrfgfritine, scbp2 calcineuring, A Voie de
Sol test (cf Spurgeost N _ détoxication de Phase | et Il (x1,5 a Q)réparation de I'ADN
Lumbricus rubellus Cadmium al., 2003b) ; 0-13-43- 28 jours Puce aéAr?eli)( 8100 (équivalent du géned51 (x3)), A génes impliqués dans la formation Owggg;al,
148-500 mg/kg 9 du cytosquelettetfopomyosine Zx24)), W voies associées au transport
des électrons (Cytochromes ¢ oxydases (x4), Cybootb),N voie des
protéases
A Voie de la protéolyse (ATP ases (x2) voie de détoxication de
Sol test (cf Spurgeoet N _ Phase Il (x2)A voies impliquées dans la réponse immunitaire
Lumbricus rubellus Fluoranthéne al., 2003b) ; 0-13,8-46- 28 jours Puce aéAr?eli)( 8100 (inflammatoire, cytokines cellulairesW voies associées a la respiration Owggg;al,
158-533 mg/kg 9 cellulaire (NADH déshydrogénases (x2ytochrome c oxydase (#2),
cytochrome i{x10)), A réparation de 'ADN (x2,8 4 7,1)
2 Voie de détoxication de Phase | (x1,65) e@lyoies de réparation
Sol test (cf Spurgeoet 5 _ de I’ADN (generad23(x1,7)), A génes associés au contrdle du cycle
Lumbricus rubellus Atrazine al., 2003b) ; 0-9,4-20,7- 28 jours Puce ZéArIIDeI:)( 8100 cellulaire, voie de phosphorylatiof, cycle des acides tricarboxyliques, Owg(r)lgtgal,

35-59 mg/kg

2 voies de synthese protéique (x1,7 & 3,3) et chsam® (génes
d’enzymes conjuguant l'ubiquitine) (x1,5 a 2,2).

Tableau | : Travaux de recherche utilisant dedodg transcriptomique et de génomique pour identiés genes différentiellement exprimés

lors d’une exposition a un contaminant et les vpi®gsiologiques qui y sont associées
72 . induction des gene : répression des génes ; Les variations d’'expressint indiquées entre parenthése quand ellesispunibles.
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Organismes Substances testées Subst.rat et . , Dureg. Out m'o.lef:ulalre Observations : Voies physiologiques atteintes rRéfEEs
concentrations testées d’exposition utilisé
Sol naturel ([Cu] 2 Détoxication des ions métalliques (mt (x1,5 a)5, &) voie des
initiale= 16,1 mg/kg) N = chaperonneshép 40(x1,7) et70 (x1,5 a 3))A voie de détoxication de
Lumbricus rubellus Cuivre contaminé 70 jours Puce & éArEZeNs)( 8100 phase Il (x1,7 a 2,9), voie du transport des é@eastrmétabolisme des Bunzdgoeft; al,
artificiellement ; 0-10- 9 ions métalliques (Ca, Fe, Zn), réparation de '’ARNgenes de
40-160-480 mg/kg régulation de I'apoptose (x2)
Sol test (cf Spurgeoet
. al., 2003b) ; Cd : 0-13- . . . . . . .
Cadmium, ' y ; N _ 2 Voies associées aux fonctions mitochondriatesit déshydrogénase
Lumbricus rubellus Fluoranthéne, FL‘,‘AS(1)418358026mlgélégs33 28 jours Puce ZéAr?e’\sl)( 8100 1), A Voie associée au métabolisme énergétiqtie gynthase 0 A Sventzj(s)grset al,
Atrazine mglkg ; ATZ : 0-9,4- synthése protéique (genbiquitine ligas¢ et A réplication de I’ADN
20,7-35-59 mg/kg
Cd, TNT, Sols artificiels ; 4 14 et 28 o . o ] N » Piroozniaet al
Eisenia fetida 2,6-DNT, RDX, respectivement : 292- ' Banque soustractive ldentifications de genes impliqués dans le métabwiénergeétique 2007
HMX 100-54-50-10 mg/kg Jjours (ATP synthase), le métabolisme des acides gras, ldarvoies de
détoxication nt), dans le transport des électrons (cytochromes c
oxydase), dans le métabolisme des ions métalli(faa#tine, SCBPSs)
Sols artificiels ; dans I'immunité, dans les processus sensorielsreenx. Génes
Eisenia fetida Cu, Pb, Zn, respectivement : 293- 4,14 et28  Puce &4 ADN (~8100 associés aux signaux de transduction, a la tramigzride I'ADN, la Piroozniaet al,
2,4-DNT, TNB 8778-357-100- jours génes) traduction de '’ARN. 2007
100 mg/kg
2 Voies associées a la contraction musculaire, \aseseciées a la
liaison du calcium (SCBPs, Calmodulines, centrirels) croissance, a la
Sol naturel contaminé Puce 4 ADN (~4032 signalisation neuronale, la fibrinolyse (protéabariolytique), la
Eisenia fetida TNT artificiellement ; 0-2- 28 jours coagulationN le métabolisme des ions métalliques (Ferritid®)e Gonget al, 2007

10,6-38,7mg/kg

éléments)

transport de I'oxygéne (Hémoglobine, myohemerythyiet la réponse
immunitaire (protéines de reconnaissance des mEpyicanes)N génes
impliqués dans l'ubiquitinylation

Tableau | (Suitel) : Travaux de recherche utilishes outils de transcriptomique et de génomique pleumtifier les genes différentiellement

exprimés lors d’'une exposition a un contaminame®t/oies physiologiques qui y sont associées
7 : induction des genes : répression des genes ; Les variations d’expessint indiquées entre parentheése quand ellesispunibles
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Organismes Substances testées Subst.rat et . , Dureg. Outil m'o.lef:ulalre Observations : Voies physiologigues atteintes RélEes
concentrations testées d’exposition utilisé
2 Genes impliqués dans le transport de I'oxygéd@@méostasie du
fer (e.g.laferritine (x7)), N la coagulation du sang et fibrinolyse
(fibrinogene(x11) etfibronecting, N la contraction musculaire et la
mobilité cellulaire {ropomyosingx9), ettroponines(x9)), la réponse
immunitaire (chitinase et protéines de reconnaissaies
Sol naturel contaminé ) peptidoglycanes), la réponse antioxydan}e (mé@oéines, (}ST, .
Eisenia fetida TNT artificiellement ; 28 jours Puce’a’ADN (~4032 cytochrpmes ¢ oxydases etles NAPH deshydrogend&&g)weosta&e Gonget al, 2008
50 mglkg ! éléments) du calcium (centrine et autres protéines contedesitdomaines de "
liaison au calcium EGF-like), protéine de dégramfaflysozyme
destabilase). Voies associées a la structure loesornes, la traduction,
le transport des protéines, la dégradation degipex non-lysosomales,
inhibiteurs de protéases, le métabolisme énerggtiguglycolyse et de
multiples signaux de transduction (e.g. la phoplatign des protéines
et ribosylation de ’ADP)
Sol naturel contaminé Puce 4 ADN (~4032 2 Voies associées aux fonctions mitochondriatesif déshydrogénase
Eisenia fetida RDX artificiellement ; 28 jours 14 1), A au métabolisme énergétique (g&TeP synthase HOA synthése Gonget al, 2008
éléments) - N S e ;
30 mg/kg protéique (géne ubiquitine ligase)®tréplication de 'ADN
Soégﬁggigﬁga?mme Puce & ADN (~4032 L’expression de 3 génes est plus particulieremertubée par le
Eisenia fetida TNT + RDX y 28 jours mélange A ferritine (x2),W une chitinase (x2), & une dopamine Gonget al, 2008

respectivement
50 et 30 mg/kg

éléments)

beta mono-oxygenase (x2)

Tableau | (Suite2) : Travaux de recherche utilishes outils de transcriptomique et de génomique pleumtifier les genes différentiellement
exprimés lors d’'une exposition a un contaminame®t/oies physiologiques qui y sont associées
7 . induction des gene : répression des géngsles variations d’expression sont indiquées gmarenthése quand elles sont disponibles
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Il. Présentation des effecteurs sélectionnés

Il existe dans la littérature un grand nombre @etiéurs testés a la fois aux niveaux
protéiqgue ou génique chez différents macroinveé®blne étude bibliographique nous a
permis d’en identifier un grand nombre dont le elga et I'analyse du niveau d’expression a
été entreprise chez notre modele de laboratoire.

Les résultats obtenus par une approche par DDRT-{PUfrential Display Reverse
Transcription Polymerase Chain Reaction), réalisge Liao et Freedman (1998) ch€z
elegans (Nématode) suggérent que le Cd fait varier I'exgims d’un grand nombre de genes.
Parmi les 32 génes cités par ces auteurs, une ajunzodent des effecteurs protéiques
potentiellement impliqués dans des mécanismes fngk tels que des protéines de choc
thermique (HSP 60 & 70), la superoxide dismutas®f la catalase (CAT), la
métallothionéine (MT), etc. En complément, une gsmldes séquences protéiques nous a
permis de sélectionner une dizaine d’effecteurstraabun fort degré de conservation chez
les macroinvertébrés. Il s’agit de protéines impdigs dans des mécanismes physiologiques
essentiels et donc tres conservées d’'une espéaeti@.| Ces effecteurs peuvent étre rangés

dans plusieurs catégories en fonction de leurs i@leniveau cellulaire. Ces catégories sont :

II. 1. Protéines de choc thermique
Ces protéines sont parmi les plus abondantes aeauivintracellulaire. Une

accumulation est rapidement observée sous leffet siress variés incluant plus
particulierement la température, les infections let contaminations métalliques. Ces
effecteurs sont des molécules chaperonnes intndmiedls fortement conservées,
évolutivement trés anciennes et constituées paieults super-familles multigéniques. Ces
HSP sont présentes et exprimées de maniere canstitdans tous les compartiments
subcellulaires (noyau, mitochondries, réticulum agldsmique, etc) de tous les types
cellulaires des procaryotes jusqu’aux organismeglies complexes (Robert, 2003).

Les réles majeurs de ces effecteurs sont :
= Prévenir 'agrégation des protéines lors d’un stres
» Servir de protéines chaperonnes lors de transpootgiques entre les différents organites
cellulaires
= Contribuer a la récupération (aprés dénaturatienflans la mise en place initiale (aprés

synthese) de la conformation tridimensionnelle tiesiprotéines.
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Elles se répartissent en plusieurs familles sedan mmasse moléculaire, les principales
étant les HSP 60 et 70 auxquelles s’'ajoute l'uliiogj protéine plus particuliérement
impliquée dans la dégradation non lysosomale dettipes cellulaires (Dhainawt al.,
1997). ChezLumbricus terrestris suite a une contamination meétallique (Cd, Cu, Bb o
Mercure (Hg)), aprés 3 jours d’exposition, on olsearne quantité d’'HSP 70 plus importante
au niveau des tissus intestinaux (Nadenal., 2001). De méme, des travaux réalisés par
Homaet al. (Homaet al., 2005; Homaet al., 2007) ont montré par immuno-cytochimie que la
guantité de protéines HSP 70 augmentait signifieatent dans les ccelomocytegidéenia
fetida lors d’expositions sur des papiers filtres contesi par un mélange complexe de
métaux (Cd, Pb, Zn, Cu).

II. 2. Protéines impliquées dans les systemesayants

L’exposition des organismes a divers stress petrai@er la production d’especes
réactives de I'oxygéne (communément appelées R@®% Reactive Oxygen Species). Ces
ROS incluent les différentes formes actives deylg®ne, les hydroperoxydes, et des espéeces
radicalaires. Dans les milieux biologiques, ces énales réactives peuvent attaquer les
constituants cellulaires (protéines, lipides, pabcharides, acides nucléiques) et entrainer une
destruction et/ou un dysfonctionnement des syst@middaires (Cosset al., 1997). Afin de
contrer I'action oxydante des espéces réactiveBodggene, les organismes possedent de
nombreuses enzymes antioxydantes, parmi lesqumllgreut citer la Superoxyde dismutase
(SOD) et la Catalase.

La superoxide dismutase : on regroupe sous ce aermétalloenzymes capables de
dismuter I'anion superoxide ¢O) en peroxyde d’hydrogéne £8.) (Figure 3). L’action
oxydante de I'anion superoxide est assez faiblpe@@ant, il peut générer des radicaux plus
agressifs (Nakazawat al., 1996). La SOD s’attaque donc a ce produit et pediarréter les
réactions en chaine au début. Trois SOD différentesété identifiées dans les cellules
eucaryotes. Nous nous sommes intéressés a la S@I,Cyui est exprimée de maniére
constitutive et retrouvée dans le cytosol.

La catalase est une peroxydase hémique, expriméenateere constitutive, se
retrouvant principalement dans les peroxysomes aidisiles. Cette enzyme catalyse la
réduction du peroxyde d’hydrogéne () en eau et en oxygene moléculaire (Figure 3).
Quelques travaux portant sur I'activité de ces ares/ sous exposition métallique ont été
réalisés chez des Annélides Oligochetes. Laszceyca. (2004) ont étudié les profils
d’'activité de ces enzymes chez les espépesrectodea caliginosa, Lumbricus terrestris et
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Eisenia fetida provenant de sols pollués par différents métauxt ¢k Cd. Ces travaux ont
permis d’observer une diminution de lactivit¢ de CAT ainsi que de la glutathion
peroxydase et de la glutathion-S-transférase, datnes enzymes impliquées dans la défense

antioxydante (Figure 3).

/Hzo \/GSSG\/NADPHF\

\
Catalas Glutathion Glutathion \ Glucose-6-Phosphate
\ peroxydase réductase I géshydrogénase

/
Hzoz/\GSH ‘/ \‘ NADP*'/
A

Superoxyd Glutathion-S-Transférase

dismutase

O L-y-Glu Cys Glutathion conjugué
Synthetase

Synthése du Glutathion

Figure 3: Principales enzymes impliquées dans la réponseséress oxydatif
Abréviations :GSH : Glutathion réduit GSSG: Glutathion oxydé

Il. 3. Protéines de signalisation cellulaire

Chaque cellule d'un organisme multicellulaire espasée a de nombreux signaux
différents provenant de son environnement. La thaction de ces signaux se fait soit a la
surface des cellules, soit dans leur cytoplasmedparprotéines spécialisées qui forment un
systeme de transmission du signal afin de géngm&plonse cellulaire appropriée.

La cellule répond a ces différents signaux en atagec ses propres caractéres acquis
au travers de la différenciation cellulaire pendardéveloppement. Une cellule peut répondre
a un type de signal par une prolifération, a umegpér la mise en place d’une fonction ou par
de la différenciation cellulaire. Parmi les progsnsélectionnées, nous trouvons un certain
nombre de protéines impliquées dans les mécanidmegynalisation cellulaire : la protéine
kinase C (PKC), la calmoduline (Calm) eBladrénergique récepteur kinageafk).

La Protéine Kinase C (PKC) est une sérine/thréoriiimase membranaire ou
cytosolique a la base de I'activation/inactivatamvoies de signalisation. La PKC représente
une famille d’enzymes dépendantes du calcium etptepholipides, catalysant le transfert

d'un phosphate d’'une molécule d’ATP vers un résdune ou thréonine d’'une protéine
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substrat. Cette enzyme entraine donc une modditates propriétés structurales et
fonctionnelles de protéines-cibles en les phospgantyCasabona, 1997).

La calmoduline est une protéine intracellulairelideson du calcium qui appartient a
la famille des protéines a « mains EF », cara@éénmr un motif hélice-boucle-hélice. Le site
de liaison au calcium est un motif composé de 3deacaminés et contenant 2 héliogk et
F) reliées par une boucle. Lors de la fixation dlcicom, I'hélice F passe d’'une conformation
« fermée » & une conformation « ouverte ». Somm@aadnsiste en I'activation de trois sérine
/thréonine protéines kinases parmi lesquelles wouee la PKC.

Enfin, la B-ark est une protéine dont la fonction est de phosper le récepteur
adrénergiqué lorsque celui-ci est occupé par son agonisteo&alisation est essentiellement
cytosolique (Benoviet al., 1987).

Il. 4. La Pyruvate Carboxylase
La pyruvate carboxylase (PyC) est une enzyme nuaghale permettant
d’augmenter le taux d’oxaloacétate dans la matngéochondriale, selon la réaction

suivante :

Acetyl-CoA, Mg
Pyruvate + ATP + HCQ =—————= Oxaloacétate + ADP + Pi

La production d’'oxaloacétate permet de conduimgyteivate et les composés glucoformateurs
qui le précédent (lactate, alanine, sérine,...s Var gluconéogenése permettant ainsi, la
formation de glucose et de lipides. Pour ces sasstta Pyruvate Carboxylase est 'enzyme

clé de la gluconéogenese.

II. 5. La Translationally controlled tumour protein

La Translationally controlled tumour protein (TCTR¥t une protéine fortement
conservee, exprimée chez tous les eucaryotes dassdp 500 tissus et types cellulaires
étudiés. La TCTP tire son nom d'une étude ayanimjzerle clonage de son ADN
complémentaire dans une tumeur humaine et 'observae sa régulation au niveau de la
traduction (Grosst al., 1989). La TCTP aurait plusieurs fonctions, palesguels on trouve
une activité de liaison au calcium ou a la tubuliGachetet al., 1999; Bommer & Thiele,
2004). De plus, cette protéine serait importanter ga croissance cellulaire et la division.
Enfin, les observations conjointes de la mise eideixe d'une similarité avec des
chaperonnes (Thaet al., 2001) et de sa caractérisation comme une prossti@poptotique
(Li et al., 2001) suggerent que la TCTP exerce plus généealieame fonction cytoprotectrice
(Figure 4) (Bommer & Thiele, 2004).
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g Developmental j tissu-specific factors
s .
ugf Growth signals Certain cytokines
o -
Stress conditions \ / Pro-apoptotic signals
\. .
TCTP levels
— Microtubule
o| Celleyde \ stabilisation
Q
8¢ Cell growth |
= g Cell morphelogy
T 3_ Transformation
= £ Apoptosis Chemo-resistance
L
el el Cytokine-like activities
functions

Figure 4 : Régulation et importance fonctionnelle de la TCTRtte figure résume les
signaux extracellulaires et les conditions permm¢ttarégulation du niveau de la TCTP ainsi

gue son importance au niveau cellulaire et exthalegde. D’aprés Bommer et Thiele, 2004

Une publication fait état d’une induction du gemelant la TCTP chez un Annélide
Oligochete. Dans cette étude le niveau d’expressiogéne codant la TCTP a été étudié chez
I’Annélide Oligochétd_umbricus rubellus provenant d’'un sol minier fortement contaminé par
les ETMs (Pb/Zn/Cd). Stirzenbauwanal. (1998b), ont montré que le niveau d’expression du
gene codant la TCTP était 4 fois plus importanizdies animaux provenant d’un sol minier

par rapport a des individus provenant de sitessain

Il. 6. Effecteurs immunitaires

Il. 6. 1. La Cyclophiline-A
La cyclophiline-A est une enzyme cytosolique ayante activité peptidyl-prolyl
cis/trans isomérase et appartenant a la famille id@sunophilines. Ces protéines sont
responsables du « pliage » des protéines et dagl@gpet ont un rdle dans la transmission
d’'information pour toutes les cellules eucaryotesreparticulier les lymphocytes (Frumein
al., 1994). L'expression de cet effecteur tres corésqreut-étre affectée par une pollution

métallique. En effet, Stlirzenbawhal. (1999) ont mis en évidence une trés forte induactio
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(38 fois) de la cyclophiline-A chez I'Annélide Otighete Lumbricus rubellus aprés 6

semaines d’exposition a un sol contaminé par uktad@'ETMs (Cd/Pb/Zn/Cu).

Il. 6. 2. La Lysénine
La lysénine est une protéine de 297 acides amBi&k[Da) isolée pour la premiére

fois dans le liquide ccelomique de I'Annélide Oligete Eisenia fetida (Sekiwazaet al.,
1996) Cette protéine appartient a une famille multi-géeiqdans laquelle on retrouve la
fétidine, donnant plusieurs isoformes ayant un h@eolytique et une activité antibactérienne
(Bruhn et al., 2006). La lysénine, produite dans les chloragexy{Ohtaet al., 2000) est
connue pour étre strictement dépendante de la gphyyéline. Elle forme des oligomeres
menant a la formation de pores d’'un diamétre dm3lans les membranes cibles (Retél.,
1989; Yamajiet al., 1998).

Il. 6. 3. La Coactosin-Like protein

La Coactosin-like protein (CLP) fait partie du gpeudes protéines ADF/Cofilin se
liant a l'actine. La CLP se lie spécifiquement &{apoxygénase (5-LO) la premiere enzyme
impliquée dans la biosynthese des leucotrieneowet un réle de chaperonne. La 5-LO
catalyse deux étapes dans la conversion de I'aigehidonique (20:4) en leucotrienes qui
sont les médiateurs lipidiques impliqgués dans éastions inflammatoires lors de désordres
d’ordre allergique (Radmardt al., 2007). La liaison de la CLP a la 5-LO a été obsempour
la premiére fois chez la levure (Provesal., 1999). La CLP peut induire et réguler la voie de
la 5-LOin vitro (Rakonjacet al., 2006). Elle est le support de I'activité de laBG-induite par
le calcium. Ainsi, il semble que la CLP joue leer@le chaperonne pour la 5-LO. De plus, la
CLP peut se lier a la 5-LO en absence de calciuepe@dant, le calcium est indispensable a
l'activité de la 5-LO. Ainsi, le mode de liaison te5-LO a la CLP semble dépendre de la

présence de calcium (Annexe 2).

II. 7. Protéines impliquées dans la séquestratesndétaux
De nombreuses protéines possedent des ions meééslldans leur structure propre ou
sont capables d’en fixer sur des sites actifs. diegs protéines ne possédant pas d’activité
enzymatique sont également capables de fixer des imétalliques, ce sont les
métallothionéines (MTs). Les métallothionéines afypanent a une famille de protéines
riches en cystéines de faible poids moléculairaatarisées par une absence en acides aminés
aromatiques, connues pour étre impliquées danpréeessus de détoxication des éléments

traces métalliques tel que le Cd mais aussi démmsniéostasie de certains métaux essentiels
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comme le Zn ou le Cu (Palmiter, 1998; Klaasateal., 1999; Vasak & Hasler, 2000). Le lien
fonctionnel entre MTs et détoxication des ETMsailité leur exploitation comme marqueurs
de stress lors de contaminations métalliques (Kibmaeal., 2002; Galay-Burgost al., 2003;
Lemoine & Laulier, 2003; Stirzenbaushal., 2004; Timmermanst al., 2005; Trinchellaet

al., 2006; Swiergosz-Kowalewslahal., 2007).

Classiquement, les métallothionéines sont subdigigh trois classes, les métallothionéines
codées par un géne qui montrent beaucoup ou atamelogie avec la métallothionéine de
cheval, respectivement les métallothionéines deseld et 1l et celles synthétisées de maniere
post-transcriptionnelles que I'on nomme aussi ptlyétatines (Fowleret al., 1987).
Récemment, ce systeme de classification a étééaffigparant les phytochélatines de la trés
grande famille des genes codant les métallothi@séi@obbett & Goldsbrough, 2002).

II. 7. 1. La métallothionéine de type Il

Chez la plupart des animaux, la tolérance aux éi&rteaces métalliques dépend de
'induction de métallothionéines codées par desegemyant une homologie limitée avec la
métallothionéine de cheval. Ces métallothionéingesdde classe Il sont des protéines
cytosoliques de faible masse moléculaire (6 a 8 kibehes en cystéines et caractérisées par
'absence d'acides aminés aromatiques (Fowleal., 1987). L'estimation de I'impact des
métaux sur les macroinvertébrés du sol par la dficatton du niveau d’expression de la
métallothionéine de classe Il a été réalisé cheaamebreuses especes terrestres, incluant les
Annélides Oligochétes commeumbricus rubellus (Stirzenbaunet al., 2004) ouEisenia
fetida (Demuyncket al., 2006) le nématod€aenorhabditis elegans (Liao & Freedman, 1998)
et le collembolerchesella cincta (Insecte ; Collembole) (Timmermaasal., 2005).

II. 7. 2. La phytochélatine synthase

Chez les plantes, la tolérance aux métaux a étéciass a la synthése post-
transcriptionnelle des métallothionéines de cldseu phytochélatines (PCs) (polymeéres
poly-[y-Glu-Cys}-X) (Grill et al., 1985; Cobbett & Goldsbrough, 2002) (Figure 5).€Het,
depuis leur découverte chez la levi@anizosaccharomyces pombe (Grill et al., 1985), les
phytochélatines ont été caractérisées chez la pldpa plantes chez qui elles ont été étudiées
(Cobbett, 1999). Elles jouent un réle majeur danddtoxication des ETMs chez les plantes
en tant que chélateurs de haute affinité de ceaurget plus particuliérement des ions’Cd
Les PCs interviendraient également dans la régulates concentrations intracellulaires de
meétaux essentiels, chez les plantes, les champmgabtes microalgues (Clemens, 2006).

Chez les plantes supérieures, ces PCs sont swéibetile maniére post-transcriptionelle par
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la phytochélatine synthase (PCS),yelutamylcysteine dipeptidyl transférase, une ereym
dont les facteurs activateurs sont les élémentedraétalliques, catalysant le transfert net
d'une unité y-Glu-Cys dune molécule de Glutathion a une autre
[y-Glu-Cys-Gly + y—Glu-Cys-Gly = (y—Glu-Cys)-Gly + Gly], ou a une molécule de
phytochélatine précédemment synthétisée pour génér@olymere contenant de 2 a #1
Glu-Cys repétés (Grikit al., 1989).

En outre, une étude réalisée chez l'aillilm sativum) a montré par RT-PCR semi-
guantitative que la phytochélatine synthase é&ulée au niveau transcriptionnel par les
métaux lourds et plus particulierement par le Cab(fet al., 2005). De plus, ces auteurs ont
démontré que le niveau d’expression de cet effeciit significativement induit par un
stress au Cd, dans les racineAlkium sativum.

Avant 2001, Il n’y avait aucune preuve de I'existerde PCs ou d’'une PCS chez des
animaux. Cependant, trés peu de temps apres lat@asation du génome complet de
Caenorhabditis elegans deux publications ont décrit indépendamment I'we l'autre
'existence d’'une PCS fonctionnelle chez ce modelertébré (Clemenst al., 2001;
Vatamaniuket al., 2001). De plus, Clemens et ses collaborateurgmig I'hypothése que la

PCS pourrait étre impliquée dans la tolérance hantiéostasie des métaux chez tous les

eucaryotes.
CO,H O
H NH OH
NH NH
O O
HS
| _In=2-11

v-GLu Cys Gly

Figure 5 : Structure des phytochélatines, peptides syntisadigzartir du glutathion. Dans la

plupart des cas, des phytochélatines avec n > dtérdétectées.
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[ll. Modele d’étude : I'Annélide OligochéteEisenia fetida (Savigny 1826)

Le ver du fumierEisenia fetida (Savigny 1826) appartient a 'embranchement des
Annélides, sous-classe des Oligochetes, ordre dmslotdxida, sous-ordre Lumbricina,
famille des Lumbricidae, genre Eisenia et espeiigafe

Ce ver présente un tégument avec un ensemble dedbevuges foncées en alternance
avec des aires intersegmentaires jaunes moins pigewe(Figure 6E. fetida mesure de 50 a
120 mm de long, 3 a 5 mm de large pour une mass@rege entre 200 et 500 mg a I'age
adulte. Cet animal possede un régime alimentairetype détritivore, se nourrissant
principalement de bouse de vache ou de crottinhégat dans un habitat de type épigé,
vivant a la surface du sol et en particulier danditiere. La durée de vie de ce ver est de
'ordre de 1 a 2 ans. Au laboratoire, ces vers g&tenés dans de grands bacs contenant un
milieu d’élevage composé de 50% de tourbe blondke 0% de bouse de vache. Le pH est
ajusté a 6,5 £ 0,5 a l'aide de carbonate de calcliartempérature ambiante est maintenue a
20 £ 2°C et le taux d’humidité a 60% par ajout liegwd’eau distillée.

Figure 6 : Photographie de I’Annélide Oligochétesenia fetida

Eisenia fetida est une espece recommandée par I'OCDE en tantgamisme test
depuis de nombreuses années (OCDE, 1984, 2004aiét’'abjet de plus de 700 publications
scientifiques depuis 1973. Il a été démontré quie @spéce pouvait bioaccumuler les ETMs
(Grelle & Descamps, 1998; Conder & Lanno, 2000;K.&cJanssen, 2001; Conder al.,
2002). Comparés a d’autres groupes taxonomiques$omebriciens peuvent bioaccumuler de
treés fortes teneurs en métaux, supérieures a dedlegées dans les sols contaminés ou non

© 2009 Tous droits réservés. 42 http://www.univ-lille1.fr/bustl



These de Franck Brulle, Lille 1, 2008
Modéle d’étude

contaminés, ceci a été vérifié pour le Cd (Neuhaetsa., 1995; Grelle & Descamps, 1998;
Heikenset al., 2001). Il a également été démontré que la géadétmétaux présents dans le
corps d’individus de l'espece&. fetida augmentait parallelement a l'augmentation de la
concentration en métaux du substrat (Reinetka., 1999; Scapst al., 2002). De plus, les
effets des ETMs sur les principaux traits d’histode vie de cette espece sont bien
caractérises. En effet, I'exposition a des conegioins sub-létales de métaux (représentatives
des concentrations présentes dans un sol natutefent contaminé) engendre des effets sur
les principaux traits d’histoire de vie tels queslavie, la reproduction et/ou la croissance. De
tres nombreuses études ont montré I'existence dhlnge forte mortalité, d’'une maturité
sexuelle retardée, d’'une réduction de la produatiercocons de pontes et d'une croissance
ralentie (Spurgeon & Hopkin, 1996; Fischer & Molna®97; Hellinget al., 2000; Nahmani

et al.,, 2007). Cependant, bien qu'étant considérée comune espéce modele en
ecotoxicologie E. fetida a fait 'objet de trés peu d’études au niveau mukre. En effet,
jusqu’en septembre 2007, seulement 103 séquencEoptidiques et 96 séquences protéiques
étaient déclarées dans les banques de donnéesd@ENB ce qui est trés peu compte tenu

de son statut d’espéce recommandée par 'OCDE.
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Chapitre |

Clonage et analyse du niveau d’expression de 16 chaats biomarqueurs chezEisenia
fetida lors d’expositionsin vivo a des €léments traces métalliques

Publication 1

Cloning and real-time PCR testing of 14 potenti@niarkers inEisenia fetida following
cadmium exposurdé&nvironmental Science and Technology. 2006, Vol. 40, 2844-2850

Chez une majorité d’organismes, la tolérance autaumxérepose, au moins en partie,
sur l'induction de génes codant des molécules dapatte fixer les métaux. Parmi ces
molécules, les métallothionéines (MT), protéinesailele masse moléculaire (6000-8000 Da)
riches en cystéines (environ 30%), et caractéripaefabsence d’acides aminés aromatiques
sont connus pour étre impliquées dans la détoricates métaux traces tels que le Cd et dans
’lhoméostasie des métaux essentiels tels que let Zm Cu (Palmiter, 1998; Klaassehal.,
1999; Vasak & Hasler, 2000). Une stratégie altévaad la recherche de protéines fixatrices
des métaux (MTs et MPs) consiste en l'identificatdee biomarqueurs protéiques impliqués
dans de grandes fonctions biologiques, communsugiepirs macroinvertébrés et dont
I'expression est affectée par un stress métalliQuere leur capacité a accumuler de grandes
guantités de métaux, et en particulier le Cd (@r&ll Descamps, 1998), les Annélides
Oligochetes sont des modeles biologiques sur lésgieenombreuses études ont permis de
mettre en évidence un éventail d’'effets néfastes rdétaux. Concretement, les effets sur
certains traits de vie comme la survie peuventaactériser par I'éradication de certains
genres d’Annélides (Abdul Rida & Bouché, 1995) au des effets létaux (Spurgeenal.,
2004). Un retard de maturité sexuelle peut survemizEisenia fetida (Spurgeon & Hopkin,
1996) et la croissance des individus peut étre rdige (Abdul Rida & Bouché, 1995;
Spurgeon & Hopkin, 1996; Lukkaet al., 2004a). L'activité de certaines enzymes peut
également étre modifiée (Laszczygtal., 2004; Lukkariet al., 2004b).

Un important travail bibliographique nous a perrdiglentifier plusieurs effecteurs
présents chez la plupart des macroinvertébrésrmoriiux dont I'expression est affectée par
une pollution métallique. Dans la premiére pareece chapitre, le choix de ces effecteurs a
été guidé en partie par les travaux de Liao etdfnem (Liao & Freedman, 1998). En effet,
ces auteurs ont démontré cliggenorhabditis elegans (Nématode) I'existence d’'un groupe de
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32 genes dont I'expression varie lors d’expositiansCd. Nombre de ces effecteurs sont
impliqués dans des mécanismes de défense des simgaEmiet présentent un fort degré de
conservation phylogénique. Ce haut degré de coatienvest lié au role physiologique
essentiel exercé par ces effecteurs. Ainsi, nous sommes focalisés sur le clonage de ces
effecteurs par RT-PCR chez notre modd&esenia fetida. Puis, l'analyse du niveau
d’expression de ces effecteurs lors d’'une expasiioun contaminant métallique a été
entreprise par PCR en temps réel.

Concrétement, les 14 effecteurs sélectionnésnétala calmoduline, les HSP 60 et 70,
la superoxide dismutase Cu/Zn, la catalase, la €@diothionéine, Igt-adrenergic receptor
kinase, la pyruvate carboxylase, la TCTP, la pnatéinase C, et I'ubiquitine. Du fait de leur
implication dans des mécanismes de défense, lenageé a été entrepris sur le tissu ayant un
réle immunitaire majeur chez notre modele, lesuéedl circulantes de la cavité ccelomique :
les ceelomocytes. Le clonage est une étape préimimalispensable, puisque pour analyser
le niveau d’expression par PCR en temps réel, m»oss besoin de connaitre, au moins
partiellement, la séquence des génes sélectionnés.

Puis, le niveau d’expression de ces candidats anat§sé lors d’expositiona vivo a des sols
artificiels contaminés par différentes concentraide Cd au moyen de la PCR en temps-réel.
Lors de ces intoxications expérimentales la pluphas effecteurs n’ont pas montré de
variations intéressantes de leur niveau d'exprass@euls les génesatalase et Cd-mt
présentent des variations intéressantes. Le génka dmtalase se caractérisait par une
diminution significative de son niveau d’expressapres 14 heures et 1 jour d’exposition a
80 et 800 mg Cd/kg, alors que le géne de la Cd-kdit éaractérisé par une augmentation
dose et temps dépendante quelque soit le niveawrdtamination étudié (induction aprés 1
jour et 14 heures pour des intoxications de 8006tr8g Cd/kg respectivement). A la vue de
ces résultats, leatalase et laCd-mt peuvent donc étre considérées comme des biomasjueu
d’exposition précoces au Cd. De plus, il est irggaat de noter que lors de cette
expérimentation a été observé une diminution deaiivd’expression d’'un grand nombre
d’effecteurs aprés 14 heures d’exposition quelguie Is niveau de contamination. Cette
baisse observée est a mettre en relation avecnfiantation significative du nombre de
transcrits codant la Cd-MT, qui survient au mémamat. Ceci suggere un colt métabolique
pour la synthese de Cd-MT et la séquestration d&sur au niveau subcellulaire ou dans
d’autres types cellulaires. Ce mécanisme peutaétssi appelé Trade-off.
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mwnAood

Important biological activities could be affected in metal
exposed species, and among the main physiological functions,
immunity may provide one (or more) effector(s) which
expression can be directly affected by a metal exposure
in various macroinvertebrates. As many proteinic effectors
showed a high degree of homology between species,

we have developed a PCR approach to characterize partial
mRNA sequences of selected effectors in the laboratory
model, Eisenia fetida. After cloning, levels of expression of
each gene were analyzed following exposures (80 and
800 mg/kg) to cadmium spiked soils using real-time PCR.
An implemented approach was allowed to test quickly
potential biomarkers in Eisenia fetida. Selected effectors
were calmodulin, heat shock proteins, superoxide dismutase,
catalase, metallothionein, 5-adrenergic receptor kinase,
pyruvate carboxylase, trancriptionally controlled tumor protein,
protein kinase C, and ubiquitin. Most of the selected
effectors did not show variations of expression level after
exposure. Others expressed weak changes of expression
as heat shock proteins. At last for catalase and metallothionein,
early suitable variations of expression were observed.

Introduction

According to Weeks (1) a “biomarker” is a biological response
to a chemical (pesticides, polycyclic aromatic hydrocarbons
(PAHs), metals, ...) which induces a stress and could assess
exposure or point out toxic effects. Biomarkers have been
also defined as any observable and/or measurable variation
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at molecular, biochemical, cytological, physiological, bio-
logical, or behavioral levels revealing past or present exposure
of an organism to one or several pollutants (2). The
development of biomarkers allowing an early diagnosis of
long-term ecosystem dysfunctions represents a challenge
for ecotoxicologists. Biomarkers affiliated with physiological
functions whose alterations disturbed life history traits
seemed promising candidates. Our aim was the identification
and the constitution of a battery of proteinic biomarkers
implied in main biological functions. This study also con-
tributed to enrich the knowledge of adaptation, detoxification,
and defense mechanisms of invertebrates to pollutants.

Since the pioneer observations of Darwin (3), the key role
of earthworms in soil ecosystems is well-known. These
animals represent an important part of soil macrofauna
biomass. The species Eisenia fetida is one of the most
commonly used in ecotoxicology and was recommended by
the OECD for the testing of chemicals since 1984 (4), mainly
because earthworms are distributed worldwide, their life
cycles are short, they have a wide temperature and moisture
tolerance range, and they are resilient earthworms which
can be readily handled (5).

The presence of metals constitutes a major stress likely
to disturb the main physiological functions of animals (6).
An alternative strategy to the research of metal-fixing proteins
(metallothioneins (MTs) and metalloproteins (MPs)) would
consist in the identification of proteinic markers implied in
important biological functions, common to macroinverte-
brates, and which expression was affected by metallic stress.
In addition to their capacity to accumulate metals and
especially cadmium (Cd) (7), oligochete annelids were
biological models often used in toxicological studies with
endpoints related to life history traits (survival can be
characterized by the disparition of some species (8) or by
lethal effects (9)). Delay of sexual maturity (10) and a decrease
of growth have been observed in Eisenia fetida after metallic
exposure (8, 11, 10). Accordingly, it has been demonstrated
that the activity of several enzymes can also be modified
after metal exposures (12, 13). Metallic pollutions sensitize
invertebrates used in aquaculture (mussel, oyster, shrimp)
to microbial infections by altering the defense processes (14,
15). Similar observations were also reported in Lumbricus
terrestris (16) and Eisenia andrei (17). Examination of the
literature has enabled the identification of effectors present
in most continental macroinvertebrates which expression
could be affected by metallic pollutions. Liao and Freedman
(18) showed in Caenorhabditis elegans (Nematod) the exist-
ence of a group of 32 genes which expression varied following
Cd exposures. Many effectors were implied in defense
mechanisms of this organism and presented a high degree
of phylogenic conservation that could be related to their
essential physiological role. Among them, we selected 11
genes which cloning in the laboratory model Eisenia fetida
was first conducted. Second, to identify suitable potential
biomarkers, the expression of each gene was studied after in
vivo Cd-spiked soil exposures using real-time PCR.

Material and Methods

Animals and Treatment. Adult earthworms came from
controlled cultures of our laboratory. They were bred at an
ambient temperature of 22 & 2 °C, in the dark, on vegetable
mould with fresh cattle manure as food source. Moisture
content was maintained around 60%.

Artificial substrates were prepared as described in the
OECD guidelines (4) (1984). Briefly, the substrate was
composed (percentages refer to dry weight) of 10% sphag-
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num, 20% kaolinite clay, and 70% quartz sand. The pH was
adjusted to 6 + 0.5 with CaCOs. The cadmium (CdCl,) was
added to the soil within half an hour of introducing the worms.

Two concentrations (80 and 800 mg/kg) of cadmium (19)
were tested, and 25 adult worms per condition were used.
The latter concentration, although very high, is under the
LC50 (1000 mg/kg) reported for Eisenia fetida in OECD
artificial soil (20). Exposure periods were 2 h, 6 h, 14 h, 1 day,
2 days, and 6 days.

Atthe end of the exposure periods, the worms were rinsed
in distilled water before coelomocyte extrusions and cellular
RNA extractions were processed as described below.

Ethanol and Electrical Extrusion. Twenty-five worms
were placed for 5 min in a 50-mL polypropylene tube
containing 30 mL of cold extrusion medium (2.5 mg-mL™!
EDTA, 8.5 mg-mL~! NaCl, pH 7.3, 5% ethanol). Then, the
worms were stimulated 10 times using short (<5 s) exposure
to 9 V alternate current (21). After removal of the worms, a
centrifugation (1000g, 5 min) was performed. Cellular pellet
weights were noted.

RNA Extraction and Reverse Transcription. All expression
analyses were conducted on total RNA extracted from
coelomocytes, using Tri-Reagent (Molecular Research Center,
Inc. Cincinnati, U.S.A.) according to manufacturer’s instruc-
tions. RNA purity and integrity were checked by ensuring
that absorbance ratios (A260/280) were between 1.8 and 2.0
and by agarose gel electrophoresis (2%). First strand cDNA
synthesis was performed using 4 units of Omniscript (Qiagen,
Paris, France), 200 ng of random primer, and 1.5 ug of total
RNA in order to allow the cloning using degenerate primers.
For real-time PCR analysis, reverse transcription was con-
ducted with 200 units of SuperScript Il reverse transcriptase
(GibcoBRL, Cergy-Pontoise, France), 500 ng of oligo (dT)
primer (18-mer), and 1.5 ug of total RNA. The use of oligo
(dT) allowed to select mRNA and consequently the coding
RNA.

Reverse Transcription PCR Optimization. Specific con-
ditions of amplification (temperature and Mg?* concentra-
tion) were determined for each selected effector.

All the effectors were cloned from circulating cells of the
coelomic cavity of Eisenia fetida by Reverse Transcription-
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) using degenerate sense
and antisense primers (Table S1, Supporting Information).

Sequencing. To clone each gene, degenerate primers were
used. To determine such primers, protein sequences of the
selected effectors (already cloned in other invertebrates
species) were obtained from NCBI. Alignments were done
with the online/Web tools (MULTALIN; CLUSTALW) (22,
23). Primers were then determined using software available
online (CODEHOP) (24). Forward and reverse primers were
designed on their degenerescence level and the temperature
for DNA hybridation during PCR reactions. Eisenia fetida
cDNA was used as the matrix to amplify various fragments
corresponding to the selected genes.

PCR reactions were done with HotstartTaq polymerase
(Qiagen), and typical PCR cycling conditions were 1 min at
95 °C, 1 min at 55 °C, and 2 min at 72 °C for 30 cycles.

Expected size products were resolved on a 2% (w/v)
agarose gel stained with ethidium bromide and subsequently
cloned into the pGEM-T Vector (Promega, Charbonnieres,
France). The recombinant clones were purified using Wizard
Plus SV Miniprep DNA Purified system kit (Promega). One
or two clones were sequenced in both directions by Geno-
screen (Lille, France). Sequence analysis was performed using
Genbank (NCBI).

Real-Time Quantitative PCR. Partial characterization of
several recombinant clones allowed us to design homologous
primers, subsequently used in real-time quantitative PCR
using the Light Cycler Probe Design Software version 1.0
(Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany).
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PCR reactions were performed according to the Light-
Cycler Manual (Roche Molecular Biochemicals). Mastermix
contained (final concentrations) the following: 4.3 uL of water
(DEPQC), 1.2 uL of MgCl, (4 mM), 0.5 uL of forward primer (0.4
uM), 0.5 uL of reverse primer (0.4 M), and 1 uL of LightCycler
Fast Start DNA Master SYBR Green I (Roche Diagnostics,
Meylan, France). A 7.5 uL LightCycler Mastermix was filled
in the LightCycler glass capillaries, and 2.5 uL. of cDNA was
added as PCR template. The following PCR conditions were
used: denaturation step (95 °C, 10 min), amplification and
quantification step repeated 40 times (95 °Cfor 15 s, annealing
temperature for 6 s, 72 °C for 16 s), melting curve step (60—
95 °C with a heating rate of 0.1 °C per s and continuous
fluorescence measurement), and a cooling step at 40 °C.
Analyses of melting curves allowed optimization of annealing
temperatures for S-actin and other amplification products.
Single highly specific amplifications were obtained using
annealing temperature equal to 1 °C below the Tm of primer
pairs. For each reaction, the crossing point (CP; defined as
the cycles number at which the noise band intersects the
fluorescent curve) was determined using the “Fit Point
Method” of the LightCycler Software 3.3 (Roche Diagnostics).

For each mRNA, absence of contamination (genomic
DNA) was checked using a no-RT control with f-actin
primers.

Relative Quantification of Expression Levels. To calculate
amplification efficiencies (E) of cDNAs, relative standard
curves were generated using serial dilutions (1:10, 1:100,
1:1000, and 1:10 000) of a single cDNA sample (cal) constituted
of a pool of the 14 analyzed cDNAs. Relative standard curves
were based on CP values and the log value of standard cDNA
dilution.

Real-time PCR efficiencies (E) were calculated from the
given slope of the standard curve according to the equation
E=10"1slope), They ranged from 1.93 to 2 (Pearson correlation
coefficient r > 0.99) (Table S2, Supporting Information), and
a strong linearity was observed.

Levels of expression of the target gene (Tg) were compared
to the expression of the constitutively expressed -actin (act)
gene (25). The expression ratio (R) was calculated according
to the formula R = (Erg) P18/ (Eac) P2, Another constitutively
expressed gene coding the ribosomal protein S13 was used
as an additional control.

Statistical Analysis. Expression levels were compared by
means of two-way analysis of variance followed by Student
post-hoc t-tests. The normality of each distribution was
verified by Kolmogorov-Smirnov’s tests and variance het-
erogeneity by Hartley’s tests. An o level of 0.05 was used in
all procedures. All results are represented as mean standard
error.

Results

RNA Extraction. No significant difference was observed for
RNA quantities obtained between control and exposed
worms. A lower RNA quantity was obtained after 6 days of
exposure to 80 or 800 mg/kg (p = 0.04) (Figure S3, Supporting
Information).

Cloning and Sequencing. Our experimental approach
allowed us to clone and to characterize partial fragments of
the 11 selected genes. At this step, we noticed that two related
but distinct sequences for three of them (protein kinase C
(PKC), calmodulin (Calm), and -adrenergic receptor kinase
(B-ark)) were obtained. Fourteen genes of interest were thus
partially cloned and sequenced. The f-actin and the S13
ribosomal protein were also cloned in order to be used as
expression controls for real-time PCR. Each sequence was
identified using the BlastX software. The sequence data were
submitted to GenBank (accession number DQ286708 to
DQ286722) (Table S1, Supporting Information).

VOL. 40, NO. 8, 2006 / ENVIRONMENTAL SCIENCE & TECHNOLOGY = 2845

http://www.univ-lille1.fr/bustl



These de Franck Brulle, Lille 1, 2008

TABLE 1. Induction Factors and p Values for Animals Exposed to 80 mg/kg Cadmium?

SOD PKC2 TCTP PKC1 PyC Calm16-1 Calm16-2 Bark 1-4 Bark 2-3 Ubiq HSP70 HSP60 CAT MT
2h 091 0.83 1.06 0.96 0.90 0.97 0.97 1.11 1.25 1.27 1.38 0.83 1.59 1.23
ns ns ns ns ns ns ns 0.03 0.03 ns 0.02 ns 0.03 ns
6h 1.63 0.77 0.96 1.27 0.69 1.02 1.61 1.50 1.59 2.01 0.71 1.95 1.05 1.98
ns ns ns ns ns ns 0.004 0.002 0.002 4 x10~* 0.044 0.01 ns ns
14 h 0.62 0.36 099 0.73 0.52 1.06 1.04 0.91 0.84 1.19 0.99 0.67 0.45 1.23
ns ns ns ns 0.04 ns ns ns ns ns ns ns 0.004 ns
1day 0.85 0.68 1.041 1.33 0.78 1.21 1.21 0.97 1.09 1.43 0.83 1.89 0.66 3.45
ns ns ns ns ns ns ns ns ns 0.03 ns 0.023 0.016 0.002
2days 1.03 0.92 0.865 1.24 0.61 1.43 1.15 1.09 1.256 1.22 1.14 0.82 1.26  23.20
ns ns ns ns ns ns ns ns 0.02 ns ns ns ns 0.0016
6days 1.07 0.88 0.855 1.29 1.06 1.37 1.29 0.76 1.16 1.07 1.42 1.30 1.32 33.33
ns ns ns ns ns ns ns 0.045 0.045 ns ns ns ns 0.007

2 ns: nonsignificant.

Expression levels (arbitrary units)

FIGURE 1. Expression levels of metallothionein mRNA in control
and Cd exposed (80 or 800 mg/kg) earthworms after 2 h, 6 h, 14 h,
1day, 2 days, and 6 days of exposure. Legend: blue square: 0 mg/kg;
red square: 80 mg/kg; yellow square: 800 mg/kg; *: significant
difference (p < 0.05).

Real-Time PCR Analysis of Expression of Genes. Ex-
pression Analysis of the 14 Effectors. Three effectors
(superoxide dismutase (SOD), PKC2, and transcriptionally
controlled tumor protein (TCTP)) did not show any difference
in their level of expression following exposures to cadmium
(Figures S4—S6, Supporting Information).

Significant differences in terms of gene expression were
observed for all the other effectors, either with exposure
periods and cadmium concentrations, but some changes of
expression were not clear, either transient or not dose-related.

Metallothionein. In animals exposed to 80 mg/kg of Cd
(Table 1), a significant increase in the quantity of mRNA
expressed after 14 h was observed compared to the quantity
observed in control animals (p = 0.018). After 1 day of
exposure metallothionein (MT) was induced 3.5-fold more
than in control worms. Then, mRNA levels were 23- and
33-fold higher after 2 days (p = 0.0016) and 6 days (p = 0.007)
of exposure, respectively (Figure 1).

When animals were exposed to 800 mg/kg of Cd, the
induction pattern was quite similar. Gene induction started
earlier, and significant inductions (8-fold, 67-fold, 108-fold,
and 205-fold) were observed after 14 h, 1 day, 2 days, and
6 days of exposure, respectively (Table 2, Figure 1).

Catalase. The catalase (CAT) showed a different pattern
of induction (Figure 2). No dose effect relationship was
observed for this effector.
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In worms exposed to 80 mg/kg of Cd, an increase in the
mRNA level was observed after 2 h (p = 0.033) compared to
the controls. A significant decrease in the mRNA level after
14 h of exposure (p = 0.004) was also noticed. Thereafter, the
level of expression returned toward values close to those
observed for control animals.

A quite similar pattern was demonstrated when worms
were exposed to 800 mg/kg excepted that the increase was
observed after 6 h of exposure (p = 0.019) and the significant
decrease in mRNA level after 14 h of exposure (p = 0.019).

Protein Kinase C1 and Pyruvate Carboxylase. No sig-
nificant difference was observed between controls and worms
exposed to 80 mg/kg except for a decrease after 14 h for
pyruvate carboxylase (PyC) (Figure S8, Supporting Informa-
tion) (p = 0.04 and p > 0.05 in all cases). For the exposure
of 800 mg/kg, we observed increases in mRNA levels after 14
h (p=10.03), 1 day (p = 0.046), and 6 days (p = 0.03) for PKC1
(Figure S7, Supporting Information) and after 1 (p = 0.015),
2 (p=0.049), and 6 days (p = 0.012) of exposure for pyruvate
carboxylase.

Calmodulin 16-1 and 16-2. Some differences were
assessed between control and exposed E. fetida.

At 80 mg/kg, an increase in mRNA quantity after 6 h of
exposure (p = 0.004) for the effector Calm 16-2 (Figure S10,
Supporting Information) was reported.

In worms exposed to 800 mg/kg increases after 6 days (p
= 0.04) of exposure for Calm 16-1 (Figure S9, Supporting
Information) and after 6 h (0.002) and 1 day (p = 0.002) for
Calm 16-2 (Figure S10, Supporting Information) were noted.

p-Adrenergic Receptor Kinase 1-4 and 2-3. For -ark
1-4, significant increases in mRNA levels between control
and worms exposed for 2 h (p = 0.03) and 6 h (p = 0.002)
to 80 mg/kg Cd were observed (Figure S11, Supporting
Information). Results for the other exposure periods were
not significant.

At 800 mg/kg, no significant difference was observed (p
> 0.05) in all cases.

For -ark 2-3 (Figure S12, Supporting Information), results
are quite similar to those obtained with -ark 1-4 in animals
exposed to 80 mg/kg of Cd (Figure S11, Supporting Informa-
tion). Observations were therefore comparable between the
two concentrations of Cd in soil.

Ubiquitin. For exposure times of 6 h and 1 day, significant
increases in the quantity of mRNAs both at 80 mg/kg (p =
0.0004 after 6 h and p = 0.027 after 1 day) and 800 mg/kg
(p=0.034 after 6 hand p=0.00011 after 1 day) were reported
(Figure S13, Supporting Information). For exposure times
longer than 1 day, the mRNA quantity returned to the basal
level.

A 3-fold increase was observed after 1 day of exposure to
800 mg/kg of cadmium in artificial substrate (p = 0.00011).
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TABLE 2. Induction Factors and p Values for Animals Exposed to 800 mg/kg Cadmium?

SOD PKC2 TCTP PKC1 PyC Calm16-1 Calm 16-2 Bark 1-4 Bark 2-3 Ubiq HSP70 HSP60 CAT MT
2h 1.09 083 125 1.39 1.35 1.07 1.132 1.30 1.13 1.06 1.34 0.93 1.31 1.52

ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 0.03 ns ns ns
6 h 1.17 0.70 0.98 1.27 1.06 1.42 1.48 1.39 1.51 1.34 1.06 1.42 1.72 1.62

ns ns ns ns ns ns 0.002 ns 0.003 0.03 ns ns 0.02 ns
14 h 0.73 0.65 1.28 1.79 1.16 0.791 0.95 0.93 1.05 1.12 1.80 1.32 0.72 7.98

ns ns ns 0.03 ns ns ns ns ns ns 0.045 ns 0.02 0.04
1day 1.04 2.03 1.08 1.45 1.63 1.35 1.85 2.26 1.94 3.03 1.23 223 0.77 67.22

ns ns ns 0.046 0.015 ns 0.002 0.04 4x10% 1x107* ns 0.01 0.03 3 x10°°
2days 1.04 155 1.36 1.25 1.47 1.32 1.35 1.07 1.1 1.53 1.39 1.158 1.36 108.20

ns ns ns ns 0.049 ns ns ns 0.02 ns 0.046 ns ns 4 x 107°
6days 1.89 1.06 1.65 2.20 254 2.215 1.18 1.29 1.15 2.12 1.36 3.02 0.98 205.80

ns ns ns 0.03 0.012 0.04 ns 0.015 0.045 1x107® 0.046 6 x 107* ns 2 x 107

@ns: nonsignificant.
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difference (p < 0.05).

Heat Shock Protein (HSP) 70. A significant increase in
the quantity of mRNA was observed after 2 h of exposure to
80 mg/kg (p = 0.017) (Figure 3). After 6 h, a decrease in the
quantity of mRNA was evidenced (p = 0.044). Thereafter,
there was a return to a level comparable to those observed
in control animals.

For 800 mg/kg no variation of expression was reported.

HSP 60. After a significant increase at 6 h (p = 0.011)
then, a return to control levels, an induction of HSP 60 was
observed after 1 day of exposure to 80 mg/kg (p = 0.023).
Animals exposed longer than 1 day did not show significant
variations compared to controls (Figure 4).
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For 800 mg/kg exposure, the induction pattern was
completely different. Indeed, the point corresponding to 6
days exposure showed a significant difference compared to
controls (p = 0.0006). At this point, HSP 60 exhibited a
significant increase in the number of messengers (3-fold
higher) compared to controls.

All the results presented and summarized in Tables 1 and
2 are those corresponding to the expression of the cloned
effectors compared to the housekeeping gene f$-actin. A
second constitutively expressed gene was cloned and used:
the ribosomal protein S13. Results obtained with $-actin and
the ribosomal protein S13 were comparable (data not shown).
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Discussion

This work was based on the description of proteinic effectors
in invertebrates. Effectors were selected among highly
preserved proteins for which variations (in terms of protein
quantity and/or expression) following a metal exposure were
reported in the literature (18, 26). Although present in most
macroinvertebrates, most of the proteins we selected had
not yet been cloned in the invertebrate laboratory model
Eisenia fetida. In this study, 14 potential biomarkers were
partially cloned in our biological model, and an expression
of each gene was then studied using real time PCR after in
vivo exposure to Cd in artificial soil. Since the majority of the
selected effectors are known to be implied in defense
mechanisms, immune circulating cells of the coelomic
cavities, i.e. the coelomocytes, were used.

After extraction of total RNA of coelomocytes, no differ-
ence between the quantities of extracted RNA for the two Cd
concentrations was observed. However, a significant reduc-
tion of the quantity of RNA extracted from cells obtained at
6 days of exposure to 80 and 800 mg/kg of Cd was noticed.
This decrease could be explained by a loss of viability of
coelomocytes. Indeed, authors (27, 28) have shown that the
activity and the viability of coelomocytes were affected in
other oligochete annelids such as Allolobophora chlorotica
and Lumbricus terrestris following metal contaminations
(copper, zinc, cadmium, and lead). In E. fetida, one can
observe three different types of coelomocytes according to
the examination of coelomic cells obtained by extrusion (29):
granulocytes, amoebocytes, and eleocytes. The significant
reduction in the quantity of extracted RNA could correspond
to a reduction in the viability of one or the other cell type.
However, coelomocytes collected by extrusion seem com-
pletely viable since they allowed the collection of large
quantities of RNA. Moreover the study of the expression
carried out thereafter proves that the coelomocytes are
perfectly viable. The heterogeneity of the cellular population
of coelomocytes must be taken into account for the study of
the messengers present following an exposure of the worms
to cadmium. Induction of some effectors could be effective
in one of the three cell types only.

During the analysis of sequences, two related but distinct
sequences for three (PKC, Calm, $-ark) of the selected genes
were obtained. It is not surprising since it has been
demonstrated in other species that these genes were poly-
genic (30). Two related genes can exhibit specific responses
toward the same stress or stimulus. For instance, it has been
shown in mammals that three distinct genes coding a slightly
different Calm protein were differentially regulated at the
transcriptional level (3I). For this reason, we choose to
measure the expression of all cloned genes following Cd
exposure.
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The cloning by RT-PCR followed by real-time PCR allowed
for identifying effectors which expression varies following
soil exposure to cadmium. Real-time PCR was a method
allowing areliable and fast quantification of gene expression,
compared to northern-blot and semiquantitative PCR meth-
ods. Other techniques, especially qualitative or semiquan-
titative methods based on the immunological detection of
proteins, such as Dot Blot or Western Blot (32), allowed for
determination if a protein was regulated at a post-transcrip-
tional level.

Some of the analyzed effectors did not show significant
variations of expression level in response to Cd exposures:
pyruvate carboxylase, protein kinase C, calmodulin, ubiquitin
(Ubiq), f-adrenergic receptor kinase superoxyde dismutase,
and transcriptionally controlled tumor protein. However,
variations of expression of these genes in other organs,
especially those implied in detoxification processes such as
the chloragogenous tissue (33) or intestinal tract (34), could
not be excluded. Complementary studies are in progress in
order to analyze gene expression in other tissues.

Stiirzenbaum et al. (26) demonstrated that the expression
of TCTP could be induced by a metal stress in Lumbricus
rubellus. These authors demonstrated that TCTP was slightly
up-regulated in a population originating from a Pb/Zn/Cd
polluted mine and heavily up-regulated in a population native
to a copper polluted mine. In the present study, E. fetida did
not exhibit variation of the expression level of TCTP following
Cd exposures. It must be noted that animals used were not
originating from a polluted area and that TCTP seemed to
be copper specific.

Other effectors presented weak variations as heat shock
proteins (HSP 60 and HSP 70). Lewis et al. (32) and Nadeau
et al. (35) demonstrated an increase in the quantity of these
proteins after a metal exposure in L. ferrestris and in E. fetida
(36). They proposed HSP as suitable biomarkers of metal
exposure despite the difficulty to quantify these proteins. In
our study, the two effector expressions did not vary except
for HSP 60 for which a significant increase in the level of
messenger after 6 days of exposure to 800 mg/kg of Cd was
reported. A later induction was not excluded, and studies
will have to be carried out using longer exposure times (14
days). Our results seemed in contradiction with those of
Nadeau etal. (2001). They showed by immunocytochemistry
that the quantity of protein HSP 70 in coelomocytes increased
after 3 days of exposure, whereas any variation of messenger
RNA quantity at 6 days of exposure was observed here. The
regulation might take place at a post-trancriptional level.

Metallothionein gene expression was characterized by a
very strong induction (more than 200 times after a 6-day
exposure to 800 mg/kg of Cd). Studies reported a proteinic
synthesis of this effector after exposure to cadmium in
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annelids (36, 37). Here, induction was described in a new
organ having a major immune role (circulating cells of the
coelomic cavity) and was quantified in a precise way. Real-
time PCR quantification allowed for the establishment of an
induction of the gene coding for metallothionein after 14 h
(800 mg/kg) and 24 h (80 mg/kg) of exposure, whereas
previous works described a proteinic synthesis only after 1
month (38) or more than 1 month of exposure (9).

Catalase, an enzyme implied in oxidative stress, showed
a completely different induction pattern characterized by a
significant decrease in the quantity of messengers after 14
h of exposure. Enzymatic activity of this effector has been
studied (6, 12), and contradictions appear since no or weak
variations of activity were assessed. To our knowledge, results
presented are the first at the transcriptional level.

Metals, especially cadmium, can have genotoxic effects
(39) that could result in the appearance of DNA breaks.
Authors suggest besides that such breaks measured by the
comet assay could affect the expression of genes (40). Under
our experimental conditions, it was excluded that DNA
damage was responsible for changes in expression observed
insofar as DNA breaks occurred randomly, and our mea-
surements were carried out from a stock of RNA resulting
from several millions of circulating cells themselves extracted
from a group of 25 worms.

Real-time PCR quantification of gene expression distin-
guished metallothionein and catalase among the 14 effectors
that we selected and cloned. For these two effectors, we
demonstrated early variations of expression (14 or 24 h)
whatever the level of Cd contamination in soil (80 or 800
mg/kg). Catalase and metallothionein could thus be con-
sidered as early biomarkers of exposure to cadmium. A
decrease in the level of expression after 14 h of exposure for
the majority of the effectors was also observed. This repression
appears as a general tendency indicating an energetic cost-
effective response of individuals. Sokolova et al. (41) described
asignificant decrease (60—80%) of levels of intracellular ATP
related to severe disturbances of cellular energetic status.
Duquesne et al. (42) suggested that the fitness (or selective
value) of the individuals was reached during a sublethal
exposure to Cd. A significant reduction in the glycogen
concentration in the exposed invertebrates was also observed.
Existence of a metabolic cost of the synthesis of metal-
lothionein and of the transport of metals toward subcellular
sites of sequestration or in other cell types was also reported
(43). In addition to its role in metal detoxification, metal-
lothionein played a secondary antioxidant role with respect
to the reactive species of oxygen formed following an exposure
to cadmium (44). The assumption of consecutive cellular
effects to the synthesis of metallothionein such as a tradeoff
should have to be investigated in further studies.
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S1

Table S1 : Sequences of Primers used to partially cloned effectors in Eisenia fetida

Effectors Primers GenB_an k™
accession no.
Caimodulin cdm-1_for 5-CCGAGCTGCAGGACATGATHAAYGA-3' DQ286708
cdm-2_rev 5-CGGCCTCCCGGATCATYTCRTC-3 DQ286709
hgp60-3_for 5-GCCATCGAGCTGAAGGACAARTDBCARAA-3
Hspe0 h$p60-4_rev 5-GCGGAGATGGTGGCCACY TGNGCDAT-3 DQ286710
hgp70-5_for8 5-TTTACCACCTACTCGGACAAC-3'
Hsp70 hsp70-6_rev8 5-TTGAGCTTCTCATCCTCGAC-3 DQ286711
: s0d-3_for 5-TGACCCCAGGCAAGCAYGGNTTYCA-3
SuperoxydeDismutase (1~ o, 5. CCGGGCGCCGGYRTTNCCNGT-3' DQ286712
catal_for 5-GCGGCCCGAGACCACNCAY CARGT-3'
Catalase cata2_rev 5-GATCTGCTCCACCTCGGCRAARWARTT-3 Q286713
i MEF-1_for 5-CGCAAGAGAGGGATCAACTT-3
Metallothionein ) EF 5 rey 5-CTATGCAAAGTCAAACTGTC-3 DQ286714
- ubig-1_for 5-TGAAGGCCAAGATCCAGGAYAARGARGG-3'
Ubiquitin ubig-2_rev 5-GCCGGTCAGGGTCTTCACRAADATYTGCA-3' DQ286715
PG pke-1_for 5-ACGTGATCATCCAGGACGAYGAYGTNGA-3 DQ286716
pkc-2_rev 5-GATGTAGTCGGGGGTGCCRCARAANGT-3 DQ286717
pycarb-1_for 5-CAAGGTGATGGTGGCCAACMGNGGNGARAT-3'
Pyruvate Carboxylase . orh-2 rev 5-CGGGCGGCCACCTTRTCNCCCAT-3 DQ286718
park p-ark-1_for 5-GACGTGTCCTACCTGATGGCNATGGARA-3' DQ286719
B-ark-2_rev 5-AGCTGCATGTTCAGCTCCARRTTY TTCCA-3 DQ286720
TCTP-3_for 5-TGACGGGCGTGGACATHGTNATGAA-3
TeTe TCTP-4_rev 5-CCAGGCCGTGCTTGAARAADAWCAT-3 DQ286721
p-actin p-actind for 5-TCTCCACCTTCCAGCAGATG-3 DO286722

B-actin2_rev 5-CGAAAAATGTCCTCCGCAAG-3

IUB code for mixed base sites:
N=A,C,G, T D=GAT H=ATC W=AT M=AC R=GT Y=CT
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S2

Table S2 : Amplification efficiencies of selected genes for Real-Time PCR.

Selected gene Amplification efficiency
(%= 10 010 L1 10 Tt ot S 1.95
CaAMOUUIIN 16-2.......eeeeeeee et e et sre e e te e beeste e seeeseeenseesseeenseenneeanen 1.99
S TG0 USSR 2
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Figure S3 : Quantities of RNA extracted from exposed (80 or 800 mg/kg) earthworms after 2
hours, 6 hours, 14 hours, 1 day, 2 days and 6 days. * : significant difference (p<0.05)
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Figure $4 : Expression levels of Superoxide Dismutase mMRNA in control and Cd exposed
(80 or 800 mg/kg) earthworms after 2 hours, 6 hours, 14 hours, 1 day, 2 days, 6 days of
exposure

Legend :[@ : 0 mg/kg; : 80 mg/kg;[] : 800 mg/kg; = : Significant difference (p<0.05)
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Figure S5 : Expression levels of Protein Kinase C 2 mRNA in control and Cd exposed (80 or
800 mg/kg) earthworms after 2 hours, 6 hours, 14 hours, 1 day, 2 days, 6 days of exposure

Legend :[0 : 0 mg/kg;d : 80 mg/kg;[] : 800 mg/kg; * : Significant difference (p<0.05)
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Figure S6 : Expression levels of TCTP mRNA in control and Cd exposed (80 or 800 mg/kg)
earthworms after 2 hours, 6 hours, 14 hours, 1 day, 2 days, 6 days of exposure

Legend :[ : 0 mg/kg;@ : 80 mg/kg;[] : 800 mg/kg; = : Significant difference (p<0.05)
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Figure S7 : Expression levels of Protein Kinase C 1 in control and Cd exposed (80 or 800
mg/kg) earthworms after 2 hours, 6 hours, 14 hours, 1 day, 2 days, 6 days of exposure

Legend : [ : 0 mg/kg;E : 80 mg/kg;[] : 800 mg/kg; = : Significant difference (p<0.05)
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Figure S8 : Expression levels of Pyruvate Carboxylase mRNA in control and Cd exposed (80
or 800 mg/kg) earthworms after 2 hours, 6 hours, 14 hours, 1 day, 2 days, 6 days of exposure

Legend :[@ : 0 mg/kg;E : 80 mg/kg;[] : 800 mg/kg; * : Significant difference (p<0.05)
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Figure S9 : Expression levels of Calmoduline 16-1 mRNA in control and Cd exposed (80 or
800 mg/kg) earthworms after 2 hours, 6 hours, 14 hours, 1 day, 2 days, 6 days of exposure
Legend : [0 : 0 mg/kg;[@ : 80 mg/kg;[] : 800 mg/kg; = : Significant difference (p<0.05)
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Figure S10 : Expression levels of Calmoduline 16-2 mRNA in control and Cd exposed (80 or
800 mg/kg) earthworms after 2 hours, 6 hours, 14 hours, 1 day, 2 days, 6 days of exposure

Legend :[d : 0 mg/kg;d : 80 mg/kg;[] : 800 mg/kg; * : Significant difference (p<0.05)
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Figure S11: Expression levels of B-Adrenergic Receptor Kinase 1-4 mRNA in control and
Cd exposed (80 or 800 mg/kg) earthworms after 2 hours, 6 hours, 14 hours, 1 day, 2 days, 6

days of exposure

Legend :[d : 0 mg/kg;E : 80 mg/kg;[] : 800 mg/kg; = : Significant difference (p<0.05)
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Figure S12 : Expression levels of B-Adrenergic Receptor Kinase 2-3 mRNA in control and
Cd exposed (80 or 800 mg/kg) earthworms after 2 hours, 6 hours, 14 hours, 1 day, 2 days, 6
days of exposure
Legend :[0 : 0 mg/kg;d : 80 mg/kg;[] : 800 mg/kg; * : Significant difference (p<0.05)
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Figure S13: Expression levels of Ubiquitin mRNA in control and Cd exposed (80 or 800
mg/kg) earthworms after 2 hours, 6 hours, 14 hours, 1 day, 2 days, 6 days of exposure

Legend :[d : 0 mg/kg;E : 80 mg/kg;[] : 800 mg/kg; = : Significant difference (p<0.05)
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Publication 2

The strong induction of metallothionein gene folibavcadmium exposure transiently affects
the expression of many genedHisenia fetida: A trade off mechanism®omparative
Biochemistry and Physiology, Part C. 2007, Vol. 144, 334-341

Une variation d’expression dans d'autres organepluet particulierement dans les
épithélia de contact avec le sol contaming, principalement I'épiderme, le tractus digestif
ou le tissu chloragogéne qui entoure le tractusddifyjne pouvant pas étre négligé, dans la
deuxieme partie de ce chapitre nous présentonalyse du niveau d’expression des
candidats sélectionnés sur individus entiers.

Ainsi, des groupes de 6 individus ont été exposgsmémes concentrations de Cd
gue celles utilisées lors de I'étude sur coelomacyiecela s’ajoute le clonage et I'analyse du
niveau d’expression d’'un nouveau candidat biomarqu&n effet, le géne codant la
cyclophiline-A, une enzyme appartenant a la supgha des immunophilines, a été identifié
dans la littérature comme variant chieambricus rubellus, une espece proche Hisenia
fetida, lors d’'un stress métallique (Stirzenbagtnal., 1999). De plus, des expositions a trois
concentrations de Cu (40, 120 et 400 mg Cu/kg)évitréalisées en paralléle. En effet, une
analyse complémentaire de la littérature a permimdttre en lumiére que certains candidats
étudiés lors d’intoxications au Cd pouvaient égalenétre inductibles par le Cu. C'est le cas
de laCd-mt, dutctp et de lacyclophiline-A (Stlrzenbaunet al., 1998a, 1998b; Stlrzenbaum
et al., 1999; Galay-Burgo®t al., 2003). Enfin, chacun des effecteurs a fait I'dlgaine
exposition plus longue que celle réalisée lorsé@eade sur les cellules circulantes de la cavité
ccelomique, jusque 14 jours au lieu de 6. Cet atlorent de la période d’exposition avait
pour but de ne pas négliger une induction plusitardui pourrait survenir pour I'un des
candidats.

Les résultats de cette étude ont montré que pamsi les effecteurs étudiés seul le
geneCd-mt était caractérisé par une induction précoce esiviasle son niveau d’expression
guelque soit le niveau de contamination considén® d’expositions aux sols contaminés par
le Cd (plus de 5 fois apres 14 heures d’exposiid80 mg Cd/kg et plus de 3 fois apres 6
heures d’exposition a 800 mg Cd/kg). Ces résulatd similaires a ceux observés sur les
ccelomocytes, cependant I'induction@émt observée au niveau de l'individu entier est plus
précoce. De plus, un maximum d’induction était dapient atteint aprés 2 jours d’exposition
a 800 mg Cd/kg. Cette forte induction qui est nmainoe tout au long de I'exposition (14
jours) peut étre interprétée comme un phénomereldizatation, c'est-a-dire un phénomeéne

physiologique permettant a un organisme d'étre phlérant lors d’'une exposition a un
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contaminant. Ici, la synthese massive de protéingdiquées dans les mécanismes de
détoxication telle que la Cd-MT permettrait de mendes individus tolérants a une
contamination métallique.

Lorsque les vers étaient exposés a des sols @itdiment contaminés par le Cu, la
Cd-mt montrait une augmentation significative de soneaiv d’expression pour les
concentrations de 120 et 400 mg Cu/kg. En effeukntité d’ARNm codant la Cd-MT était
jusqu'a 16 fois supérieure a celle observée chexdes témoins. Ces résultats démontrent
I'existence d’'une réponse dose-dépendante du @ésmet pour des concentrations sub-létales
de Cu cheEisenia fetida.

Enfin, au-dela des résultats non informatifs obsepaur la plupart des effecteurs, il
est intéressant de noter une diminution signifieatiiu niveau d’expression de 13 des 15
effecteurs étudiés apres 14 heures d’expositior0@ r8g Cd/kg. Une telle répression a
également été observée pour 9 effecteurs chendiegdus exposés depuis 2 jours a 80 mg
Cd/kg. Cette répression peut étre mise en relaiecr l'induction massive d€d-mt se
produisant aux mémes moments. Lors d’un stresdliggtintense, la synthése de la Cd-MT
pourrait se faire temporairement au détriment désutprotéines non-essentielles. Ainsi,
I'énergie détournée pour la synthese accrue de TdiMtégerait les organismes des effets
toxigues du Cd. Ce phénomene nommé Trade-off d¢oestit une réponse globale des

organismes a une situation de stress intense.
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Abstract

Metal pollution causes disturbances at various levels of biological organization in most species. Important physiological functions could be
affected in the exposed individuals and among the main physiological functions, immunity may provide one (or more) effector(s) whose
expression can be directly affected by a metal exposure in various macroinvertebrates. Protein expressions were studied in order to test them as
molecular biomarkers of metal exposure in Eisenia fetida. Selected effectors were calmodulin, heat shock proteins, superoxide dismutase,
catalase, metallothionein, {3-adrenergic receptor kinase, pyruvate carboxylase, transcriptionally controlled tumor protein, protein kinase C,
ubiquitin and cyclophilin-A. The level of expression of each gene was analysed in whole organism following exposures to cadmium in soil using
real-time PCR. Metallothionein, transcriptionally controlled tumor protein and cyclophilin-A expression were also measured following copper
exposures in soil because these genes seemed to be sensitive to copper. This work enabled to distinguish metallothionein and cyclophilin-A among
the 15 selected effectors. A strong decrease of the number of transcripts was also detected for most effectors soon after the exposure to cadmium

suggesting that a trade-off mechanism occurs.
© 2006 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Metal exposure; Biomarker; Protein expression; Eisenia fetida; Trade-off

1. Introduction

In most organisms, tolerance to metal trace elements depends,
at least partly, on the induction of genes coding molecules that
are able to fix metals. Among these molecules, metallothioneins
(MT), cysteine-rich proteins of low molecular weight (6000—
8000 Da), characterized by the absence of aromatic amino acids,
are known to be implicated in the detoxification process of metal
trace elements such as cadmium (Cd) and in the homeostasis of
essential metals such as zinc (Klassen et al., 1999; Palmiter,

Abbreviations: Calm, Calmodulin; HSP, heat shock proteins; SOD,
superoxide dismutase; CAT, catalase; M T, metallothionein; 3-ark, p-adrenergic
receptor kinase; PyC, pyruvate carboxylase; TCTP, transcriptionally controlled
tumor protein; PKC, protein kinase C; Ubiq, ubiquitin; Cyclo A, cyclophilin-A.

* Corresponding author.
E-mail address: franck.vandenbulcke@univ-lille1.fr (F. Vandenbulcke).

1532-0456/$ - see front matter © 2006 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.cbpc.2006.10.007
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1998). Estimating the impact of metals on soil macroinverte-
brates by methods using detection of MT or other proteins
conferring a resistance to metals is a strategy developed by
different laboratories. Indeed, MT-expression is induced by
metals in many species such as Lumbricus rubellus (Stiirzen-
baum et al., 2004) and Eisenia fetida (Demuynck et al., 2005,
2006) both Annelida Oligocheta, in nematodes such as Cae-
norhabditis elegans (Liao and Freedman, 1998), or in springtails
such as Orchesella cincta (Timmermans et al., 2005).
Recently, the high degree of conservation of defense protein
actors allowed the cloning and study of the expression of 14
effectors in the laboratory model E. fetida using real-time PCR
(Brulle et al., 2006). Moreover, implication of most selected
effectors in defense mechanisms have lead to the choice of an
immune tissue (cells of the coelomic cavities namely coelomo-
cytes) to measure gene expressions. In this previous study, MT,
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catalase and HSP 60 showed significant variations of their
levels of expression (Brulle et al., 2006). The other selected
effectors did not show significant variations of expression in
coclomocytes. A variation of expression in other organ and
especially in epithelia of contact with contaminated soil i.e.
mainly the epidermis, the digestive tract, or the chloragogenous
tissue which surrounds the digestive tract cannot be excluded.
For this reason, expressions of effectors were measured on the
whole animal using real-time PCR. Moreover, other protein
expressions were studied in order to test them as molecular
biomarkers of metal exposure. Therefore, TCTP and cyclophi-
lin-A whose expressions vary in L. rubellus exposed to metal
pollution (Stiirzenbaum et al., 1998, 1999) were chosen.
Effectors were cloned and their expressions during experimen-
tal exposure were measured in E. fetida. MT, TCTP and
cyclophilin-A were also checked on animals subjected to copper
exposure, because these genes seemed to be sensitive to copper
(Stiirzenbaum et al., 1998, 1999; Galay-Burgos et al., 2003). All
the experiments were carried on with E. fetida, an easy to breed
and handle laboratory model, which is recommended by OECD
as a test organism (1984).

2. Materials and methods
2.1. Animals and treatment

Adult earthworms came from the controlled cultures of our
laboratory. Worms were bred at an ambient temperature of 22+
2 °C, in the dark, on vegetable mould with fresh cattle manure
as food source. Moisture content was maintained around 60%.

For cadmium and copper exposures, artificial substrates were
prepared as described in OECD guideline (1984). Briefly, sub-
strate was composed (percentages refer to dry weight) of 10%
sphagnum, 20% kaolinite clay and 70% quartz sand. The pH was
adjusted to 6+0.5 with CaCOs. Food was first provided with
0.5% of air dried cow manure and provided every 14 days for
longest exposure periods. Cadmium (CdCl,) and copper (CuCl,)
were added to the soil within half an hour of introducing the
worms.

Two concentrations (80 and 800 mg/kg) of cadmium and
three concentrations (40, 120 and 400 mg/kg) of copper were
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tested. The highest concentrations of cadmium and copper,
although very high, are below the LCs, (1000 mg/kg for cad-
mium and 519 mg/kg for copper) reported for E. fetida in
OECD artificial soil (Honeycutt et al., 1995; Spurgeon et al.,
1994). Exposure times were 6 h, 14 h, 1 day, 2 days, 6 days and
14 days, both for cadmium and copper. A longer exposure
period of 6 weeks was also conducted with 400 mg/kg of copper
in soil.

2.2. RNA extraction and reverse transcription

All expression analyses were conducted on total RNA ex-
tracted from 6 worms per condition, using Tri-Reagent (Molec-
ular Research Center, Inc, Cincinnati, USA) according to
manufacturer’s instructions. RNA purity and integrity controls
and reverse transcription were conducted as previously de-
scribed (Brulle et al., 20006).

2.3. Cloning and sequencing

Partial fragments of most selected effectors have been cloned
and characterized in a previous study (Brulle et al., 2000).
Sequence data were submitted to GenBank (accession numbers
DQ286708-DQ286722). Using the same strategy, degenerate
forward (5°-ggt gat ccc caa gtt cat gtg (ct)ca (ag)gg-3’) and
reverse (5’-cca cca ccc tge cga a(agct)a c(aget)a c(ag)t-3")
primers were designed in order to clone cyclophilin-A in
E. fetida. A partial fragment sequence was submitted to
GenBank (accession number DQ641249).

2.4. Real-time quantitative PCR

Real-time PCR analysis of gene expression was performed on
total RNAs extracted from E. fetida whole bodies. The
expression of fifteen genes (superoxide dismutase, protein
kinase C (2 different genes), transcriptionally controlled tumor
protein, pyruvate carboxylase, calmodulin (2 different genes),
{3-adrenergic receptor kinase (2 different genes), ubiquitin, heat
shock protein 70, heat shock protein 60, catalase, metallothio-
nein and cyclophilin-A) was measured using real-time PCR.
Real-time PCR (RT-PCR) reactions were performed with a

Table 1
Induction factors and p values observed for the selected effectors in earthworms exposed to 80 mg/kg cadmium in artificial soil

SOD PKC2 TCTP PKCl PyC Calm 16-1 Calm 16-2 Bark 1-4 Bark 2-3 Ubiq HSP 70 HSP 60 CAT MT Cyclo A
6 h 091 098 0.89 1.05 0.87 0.73 0.74 0.90 0.73 0.70 1.01 0.57 042 1.51 0.93

ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
14 h 0.64 134 0.98 0.69 0.83 0.86 0.78 1.08 1.09 1.29 1.03 0.76 1.28 5.79 0.59

ns ns ns ns ns ns ns ns ns 0.031 ns ns ns 0.012 0.0016
1 day 0.66 1.07 1.31 0.99 0.57 1.00 0.87 1.18 1.12 1.12 0.92 0.93 0.6 2032 0.96

ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 3.10% ns
2 days 0.92 1.00 0.59 0.41 0.92 0.53 0.45 0.58 0.55 0.54 0.63 0.7 046 2446 0.66

ns ns 0.039 0.026 ns 0.031 ns 0.0046 0.022 0.007  0.029 ns ns 0.001  0.0056
6 days 0.71 1.15 0.72 0.85 0.70 0.61 0.41 0.70 1.07 0.61 0.75 0.55 0.55 28.61 1.01

ns ns ns ns ns ns ns 0.02 ns 0.011 ns ns ns 0.026 ns
14 days 0.70  0.99 1.06 0.88 0.46 0.71 0.66 0.74 0.62 0.99 1.02 0.75 0.65 63.52 1.81

ns ns ns ns 0.041 ns ns 0.02 ns ns ns ns ns 0.035 9x107°

ns: not significant. All the p values are italicized to enhance the difference with induction factors.
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Table 2
Induction factors and p values observed for the selected effectors in earthworms exposed to 800 mg/kg cadmium in artificial soil
SOD PKC2 TCTP PKCl PyC Calm 16-1 Calm 16-2 Bark 1-4 Bark 2-3 Ubiq HSP 70 HSP 60 CAT MT Cyclo A
6h 0.96 1.75 1.14 1.29 0.99 0.86 0.76 1.07 0.84 1.15 0.76 0.90 0.631 297 0.80
ns 0.007 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 0.009 ns
14 h 0.49 0.073 0.87 0.079  0.096  0.228 0.058 0.04 0.03 0.183  1.03 0.089 0.052 28.19 0.22
0.046 0.002 ns 0.0056  0.0065 0.0059 0.02 11077 0.001 7.107* 0.012 0.035 0.034 0.008 1x10*
1 day 0.58  0.70 0.97 0.83 0.42 0.568 0.62 0.92 0.59 0.764  0.92 1.02 0.88 35 0.68
ns ns ns ns 0.028 ns ns ns ns ns ns ns ns 0.013 0.004
2 days 097 1.54 1.42 0.99 1.29 0.95 1.00 1.46 1.51 1.15 0.63 2.50 0.94  85.03 0.51
ns 0.025 ns ns ns ns ns 0.003 ns ns ns ns ns 0.013 7x107*
6 days  0.59  0.66 1.27 0.64 0.56 0.74 0.69 0.99 0.86 1.09 0.75 1.54 0.61 76.13  0.66
ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 0.002  0.003
14 days 0.56 1.06 1.90 0.89 0.72 0.66 0.74 0.97 0.91 1.42 1.03 2.12 0.39  80.19 047
ns ns 0.007  ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 0.03 5x10°*

ns: not significant. All the p values are italicized to enhance the difference with induction factors.

LightCycler apparatus (Roche Molecular Biochemicals, Ger-
many) according to previously described procedures (Brulle
et al., 2006). For each reaction, the crossing point (CP) was
determined using the “fit point method” of the LightCycler
software 3.3 (Roche diagnostic). PCR reactions were set in
duplicates and the mean value of the CPs were calculated. Level
of expression of each target gene (Tg) was compared to the
expression of the p-actin (act) gene (accession number
DQ286722). The expression ratio (R) was calculated according
to the formula: R=(E1y) " 8/(Eae) ™", Another constitutively
expressed gene coding the ribosomal protein S13 was used as an
additional control.

2.5. Statistical analysis

Expression levels were compared by means of two-way
analysis of variance followed by Student post-hoc rtests.
Normality of each distribution was verified by Kolmogorov—
Smirnov’s tests and variance homogeneity by Hartley’s tests.
An o level of 0.05 was used in all procedures. All results are
expressed as mean+standard error or by the induction factors
(expression in exposed worms/expression in control worms).

3. Results

All results presented and summarized in Tables 1, 2, and 3
correspond to the expression of the cloned effectors compared to
the housekeeping gene fS-actin. A second constitutively ex-
pressed gene was used: the ribosomal protein S13. Results
obtained with B-actin and ribosomal protein S13 were com-
parable (data not shown).

3.1. Expression analysis of the effectors afier cadmium exposure
(Tables 1 and 2)

3.1.1. Metallothionein

In earthworms exposed to 80 mg/kg of Cd in soil (Fig. 1) a
significant increase of the quantity of mRNA expressed after
14 h (6 fold; p=0.012) was observed compared to the quantity
obtained in control animals. mRNA levels were 20, 24, 28, 63
fold higher after 1 day (p=0.0003), 2 days (p=0.001), 6 days
(p=0.026) and 14 days (p=0.035) of exposure respectively.
The induction pattern was quite similar in earthworms exposed
to 800 mg/kg of Cd in soil, but gene induction started earlier.
Significant inductions (3 fold, 28 fold, 35 fold, 85 fold, 76 fold,

Table 3

Induction factors and p values observed for the selected effectors in earthwoms exposed to 40 mg/kg, 120 mg/kg and 400 mg/kg copper
40 mg/kg 120 mg/kg 400 mg/kg
TCTP Bark 2-3 CAT MT Cyclo A TCTP Bark 2-3 CAT MT Cyclo A TCTP Bark 2-3 CAT MT Cyclo A

6h 0.80 0.53 0.71 0.74 0.62 0.70 0.97 0.55 0.61 0.46 0.90 0.38 0.62 0.32 1.07
ns 0.044 ns ns 0.031 0.045  ns ns ns 0.009 ns 0.043 ns ns ns

14 h 1.22 1.30 1.04 0.76 1.24 0.81 0.87 0.55 2.46 0.92 1.03 0.93 1.11 1.88 1.19
ns ns ns ns ns ns ns ns 0.032 ns ns ns ns ns ns

1 day 0.87 0.74 0.44 1.39  0.83 0.74 0.61 0.63 3.38 0.72 1.16 0.99 0.86 5.29 1.06
ns ns ns ns ns ns ns ns 0.007 ns ns ns ns 8x107* ns

2 days 0.71 1.08 0.46 1.24  0.75 1.01 0.98 048 6.07 0.70 0.63 1.23 0.4 12.49 1.05
ns ns ns ns ns ns ns ns 7107 ns ns ns 0.04 2.6%107° ns

6 days 1.36 0.84 0.28 1.74  0.60 0.86 0.73 0.71  3.51 0.67 0.76 0.98 0.36 4.82 0.61
0.029  ns 0.026 ns 0.023 ns ns ns 0.006 0.047 ns ns 0.034  0.001 0.025

14 days  0.59 0.59 0.55 1.89  0.39 0.64 0.11 046 2.89 0.61 0.92 1.03 0.36 7.71 0.88
0.037  0.032 ns ns 0.007 0.029  0.013 ns 0.018 0.026 ns ns 0.034 2x107* ns

6 weeks 16.75 0.96

3.7x107°  ns

ns: not significant. All the p values are italicized to enhance the difference with induction factors.
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Fig. 1. Expression levels of metallothionein mRNA in control and Cd spiked soil exposed (80 or 800 mg/kg) earthworms after 6 h, 14 h, 1 day, 2 days, 6 days and
14 days of exposure. Legend: [@: Control; [: 80 mg/kg; [I: 800 mg/kg; *: Significant difference ( p<0.05).

80 fold) were registered after 6 h, 14 h, 1 day, 2 days, 6 days and
14 days of exposure respectively (Fig. 1).

3.1.2. Cyclophilin-A

A significant decrease in the quantity of mRNA was
observed after 14 h and 2 days of exposure to 80 mg/kg Cd
in soil (»p=0.0016 and p=0.0056). For exposure of 14 days a
significant increase was showed (p=9x10°) (Fig. 2). In
worms exposed to 800 mg/kg, a significant decrease of the
mRNA quantity was observed after 14 h of exposure (5 fold and
p=1x10"%). Other significant decreases were also reported
after 1, 2, 6 and 14 days (p=0.004; p=7x10"* p=0.003 and
p=5x10"* respectively) (Fig. 2).

3.1.3. Protein kinase C 1, Calmodulin 16-1, [B-adrenergic
receptor kinase 1-4, B-adrenergic receptor kinase 2-3, ubiquitin,
and HSP 70

These effectors showed the same pattern of expression as
illustrated by expression pattern of PKCI1 in Fig. 3. For
earthworms exposed to 80 mg/kg Cd in soil, a decrease in
mRNA quantity after 2 days of exposure was registered
(p=0.026, p=0.031, p=0.0046, p=0.022, p=0.007 and

0,03

p=0.029 for PKCI1, Calm 16-1, p-ark 1-4, p-ark 2-3, ubiq
and HSP 70 respectively). We observed strong and significant
decreases in mRNA levels after 14 h of exposure to 800 mg/kg
Cd in soil (12 fold and p=0.0056, for PKC1 (Fig. 3); 4 fold and
p=0.0059 for Calm 16-1; 26 fold and p=1x10"* for p-ark 1-4;
32 fold and p=0.001 for p-ark 2-3; 5 fold and p=7x10"* for
ubiq; 3 fold and p=0.012 for HSP 70).

3.1.4. Superoxide dismutase, pyruvate carboxylase, calmodulin
16-2, HSP 60, and catalase

No informative difference was observed between controls
and worms exposed to 80 mg/kg Cd in soil for these five
effectors. However, for worms exposed to 800 mg/kg Cd in soil,
a significant decrease was observed after 14 h of exposure
(2 fold and p=0.046 for SOD; 10 fold and p=0.0065 for PyC;
17 fold and p=0.02 for Calm 16-2; 11 fold and p=0.035 for
HSP 60; 19 fold and p=0.034 for CAT).

3.1.5. Protein kinase C 2

No variation of expression was observed for 80 mg/kg,
p>0.05 in all cases. Significant variations in the quantity of
mRNA obtained from worms exposed to 800 mg/kg in soil were
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Fig. 2. Expression levels of cyclophilin-A mRNA in control and Cd spiked soil exposed (80 or 800 mg/kg) earthworms after 6 h, 14 h, 1 day, 2 days, 6 days and 14 days

of exposure.
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Fig. 3. Expression levels of protein kinase C 1 mRNA in control and Cd spiked soil exposed (80 or 800 mg/kg) earthworms after 6 h, 14 h, 1 day, 2 days, 6 days and
14 days of exposure. Legend: [@: Control; @: 80 mg/kg; [: 800 mg/kg; *: Significant difference (p<0.05).

recorded. A strong decrease in mRNA quantity was observed
after 14 h of exposure (14 fold, p=0.002). Others variations
were also registered after 6 h (»=0.007) and 2 days (p=0.025).

3.1.6. TCTP

A significant decrease in the quantity of mRNA was observed
after 2 days of exposure of worms to 80 mg/kg Cd in soil
(p=0.039). In case of 800 mg/kg exposed worms, a small
increase after 14 days (p=0.007) of exposure was observed.

3.2. Expression analysis of the effectors after copper exposure
(Table 3)

3.2.1. TCTP, B-adrenergic receptor kinase 2-3 and catalase
These three effectors were characterized by several signif-

icant variations in their mRNA quantity after copper exposures.

However, these variations seemed to be not very informative.

3.2.2. Metallothionein
No significant difference was observed between controls
and worms exposed to 40 mg/kg in soil (p>0.05 in all cases)

(Fig. 4). A significant increase in mRNA quantity was reg-
istered after 14 h of exposure to 120 mg/kg in soil (p=0.032).
Then, levels of mRNA also increase after 1 day, 2 days, 6 days
and 14 days (3.4 fold and p=0.007; 6 fold and p=7x10"*; 3.5
fold and p=0.006; 2.9 fold and p=0.018 respectively) (Fig. 4).
The induction pattern was quite similar in animals exposed to
400 mg/kg of copper in soil. A significant induction of this gene
appeared after 1 day of exposure until the end of exposures (5.3
fold and p=8x10"*; 12.5 fold and p=2.6x10""; 4.8 fold and
p=0.001; 7.7 fold and p=2x10"*; 16.7 fold and p=3.7x 10>
for exposure times from 1 day to 6 weeks respectively) (Fig. 4).

3.2.3. Cyclophilin-A

This effector was characterized by a significant decrease of
the mRNA quantity after 6 days of exposure, whatever the level
of contamination of soil by copper (0.6 fold and p=0.023 for
40 mg/kg; 0.67 fold and p=0.047 for 120 mg/kg; 0.61 fold and
p=0.025 for 400 mg/kg) and by a decrease for two levels of
contamination: 40 mg/kg and 120 mg/kg after 6 h (0.62 fold and
p=0.031; 0.46 fold and p=0.009 respectively) and 14 days
(0.39 fold and p=0.007; 0.61 fold and p=0.026 respectively)
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Fig. 4. Expression levels of metallothionein mRNA in control and Cu spiked soil exposed (40, 120 and 400 mg/kg) earthworms after 6 h, 14 h, 1 day, 2 days, 6 days and
14 days of exposure. Legend: [@: Control; [J: 40 mg/kg; @: 120 mg/kg; @: 400 mg/kg *: Significant difference (p<0.05).
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Fig. 5. Expression levels of cyclophilin-A mRNA in control and Cu spiked soil exposed (40, 120 and 400 mg/kg) earthworms after 6 h, 14 h, 1 day, 2 days, 6 days and
14 days of exposure. Legend: [@: Control; [0: 40 mg/kg; [ 120 mg/kg; M: 400 mg/kg *: Significant difference (p<0.05).

and the cyclophilin-A was also characterized by other non-
informative decreases through the three contamination kinetics

(Fig. 5).
4. Discussion

In a previous study, we measured the expression of 14
potential biomarker candidates in the laboratory model E. fetida
during an experimental exposure with cadmium spiked artificial
soil (Brulle et al., 2006). This study of expression, carried out
from the immune cells or coelomocytes, has highlighted varia-
tions of expression of genes coding effectors that are implied in
defence or stress mechanisms such as catalase, HSP 60 or MT.
The other effectors tested did not exhibit specific variations of
expression following Cd spiked soil exposure. However, a
variation of expression in another organ or another tissue could
not be excluded, especially in epithelia in contact with soil such
as epidermis and digestive tract. Implication of these tissues in
immune responses was clearly demonstrated in several inverte-
brates (Mitta et al., 2000; Munoz et al., 2002). Moreover, a
variation of expression in a detoxification specialized organ such
as the chloragogenous tissue, located around the digestive tract,
could also be considered. The originality of the present work lies
in (1)—study on whole organism of the expression of the 14
effectors previously tested on coelomocytes; (2)—follow up the
expressions in a longer kinetic (up to 14 days and 6 weeks when
necessary); (3)—cloning and processing of experimental
exposures with copper to follow the expression of cyclophilin-
A, TCTP and MT, three effectors likely to respond to this metal.

The expression pattern of MT was characterized by an early
and strong induction whatever the contamination level with Cd
(5.8 times after 14 h of exposure to 80 mg/kg and 3 times after
6 h of exposure with 800 mg/kg). Results were similar to those
obtained with coelomocytes, the induction observed in whole
animals starting even earlier. Thus, a clear induction of the gene
coding MT was observed as early as 14 h in animals exposed to
80 mg/kg of Cd in soil. Moreover, a maximum of induction was
rapidly reached i.e., approximately 85 times after 2 days of
exposure to 800 mg/kg. This strong induction, which was
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detected throughout the exposure (14 days) and which was also
observed by others in a longer exposure period (Demuynck
etal., 20006), can be interpreted as the resultant of a phenomenon
of acclimatization, i.e. a physiological phenomenon allowing
organisms to be more tolerant to contaminants. In 2005,
Timmermans and colleagues suggested that exposure to Cd
would led to the development of detoxification mechanisms
such as the production of MT in order to allow tolerance of
individuals to metallic contaminants.

When earthworms were exposed to copper in soil, MT
showed significant variations of its expression level. So, after
6 weeks of exposure to 400 mg/kg, mRNAs coding MT were
16.75 fold more abundant in comparison to levels observed in
control animals. These results are similar to those obtained by
Galay-Burgos et al. in 2003. These authors highlighted a 3 fold
induction of MT in L. rubellus exposed to 160 mg/kg of copper
for 42 days. Here, we demonstrated the existence of a dose-
dependent induction of MT gene following exposure to sub-
lethal copper concentrations in E. fetida.

TCTP, which expression strongly varies in L. rubellus
(Stiirzenbaum et al., 1998) sampled in or exposed to abandoned
spoil heaps with contaminated soils, did not show variations of
its expression in coelomocytes of E. fetida exposed to a strong
amount of Cd (Brulle et al., 2006). In their work, Stiirzenbaum
et al. (1998) located the site of expression of TCTP in the
posterior part of the animals and an induction by copper could
not be excluded. In the present study, done on whole animals,
expression of the gene coding TCTP was affected neither by Cd
nor by Cu. Thus, as opposed to published results in L. rubellus,
TCTP gene induction does not seem to be exploitable as a
biomarker of exposure to Cd or Cu in E. fetida. Moreover, the
variation of expression reported by Stiirzenbaum et al. (1998)
may be a result of a long term of adaptation rather than species
differences.

The TCTP was first identified as a tumor-associated protein.
It was demonstrated in vertebrates that TCTP is a housekeeping
gene and that its deregulation may be involved in the tumor
development of colon carcinoma (Chung et al., 2000). From our
knowledge, the role of TCTP in invertebrates is unknown. Since
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lower animals develop neoplasia rarely or not at all, it is quite
difficult to speculate concerning the role of TCTP in the
formation of tumors or lack of tumors in earthworms (Kurelec,
1993).

Cyclophilin-A, an enzyme belonging to the immunophilin
superfamily, is involved in lymphocyte signal transduction
processes in vertebrates (Fruman et al., 1994). Expression of this
highly conserved immune effector is affected by a metal
pollution. Indeed, Stiirzenbaum et al. (1999) highlighted a
strong induction of cyclophilin-A in L. rubellus after 6 weeks of
exposure to a soil contaminated by a cocktail of metals (Cd, Pb,
Zn, Cu). In our study, cyclophilin-A showed an induction pattern
to copper characterized by a significant decrease of the quantity
of mRNA after 6 days of exposure whatever the level of con-
tamination. Thus, cyclophilin-A couldn’t constitute a suitable
potential biomarker in E. fetida. The induction pattern observed
after cadmium exposures was characterized by two drops ob-
served after 2 days of exposure to 80 mg/kg and 14 h of exposure
to 800 mg/kg cadmium in soil.

Most of the selected effectors showed minor variations of
their level of expression whatever the metal (cadmium or cop-
per), the metal concentration in soil and the period of exposure.
Work on whole animals allowed to justify our previous choice of
coelomocytes as a representative tissue to measure gene expres-
sion of effectors implied in defence mechanisms. Indeed, the
most significant variations of expression were measurable both
on whole animals and extruded coelomocytes. From a technical
point of view, coelomocytes were easy to sample, RNA ex-
tracted from coelomocytes was of excellent quality and such
protocol was non-invasive.

Beyond non-informative results, it is interesting to note
significant decreases in the quantity of transcripts after 14 h of
exposure to 800 mg/kg of Cd in soil for 13 among the 15
effectors tested. A decrease of the expression level was also
observed for 9 among the 15 effectors after 2 days of exposure
to 80 mg/kg of Cd. These repressions can be linked to the
massive induction of the gene coding MT occurring at the same
time. Two hypotheses could explain this phenomenon:

1. Cadmium would have an effect on expression of these
effectors and the synthesis of a detoxification protein like
MT, which chelates Cd, could allow a return to basal levels
of expression.

2. There would be a preferential energy allowance for MT
synthesis to allow a faster and more effective detoxification
process, but also for exposed animals to rapidly acquire a
metal resistance. Diverted energy would be redistributed to
the cellular machinery responsible of the synthesis of MT in
order to protect the organism from the toxic effects of cad-
mium. MT synthesis would be temporarily performed to the
detriment of the synthesis of other proteins, not of major
importance when exposure to metal trace elements occurs.
Moreover, the number of transcripts coding antioxidant sys-
tem proteins like catalase and superoxide dismutase strongly
drops (respectively 2 and 19 times after 14 h of exposure to
800 mg/kg of Cd). These drops can be consecutive to
massive synthesis of MT with antioxidant properties against

© 2009 Tous droits réservés.
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the reactive oxygen species formed following an exposure to
cadmium (Anderson et al., 1999). This phenomenon also
named trade-off would constitute a global response to a
highly stressful situation. The concept of trade-off is
supported by other studies. Indeed, Stone et al. (2001) then
Augustyniak et al., 2005 demonstrated that insects residing
in a smelter area were more sensitive to additional stress.
This suggests that insects residing in polluted areas have
occurred physiological or genetic costs. Among possible
physiological costs (compensatory efforts), these authors
proposed the enhancement of the transcription of metal-
binding proteins. Moreover, investigating the relationship
between changes in physiological energetics of organisms
and alterations of growth, development and reproduction of
Daphnia magna under toxicant stress, Knops et al. (2001)
illustrated the importance of trade-off processes in regulating
the distribution of energy among growth and reproduction.

Recent work conducted with the freshwater mussel Dreis-
sena polymorpha showed that a strong quantity of MT could
allow this organism to strongly accumulate a high amount of Cd
without suffering i.e., without affecting growth rates (Lecoeur
et al., 2004). Another study on the same model showed that
exposure to a pollution gradient generated negative effects on
cellular energy allocation (Smolders et al., 2004). This involved
the damaging of reproduction and development processes. Thus,
damaging reproduction and growth rates observed in E. fetida
(Spurgeon and Hopkin, 1996) when animals were exposed to
contaminated soils could be consecutive to a redistribution of
metabolic energy in favour of synthesis of detoxification pro-
teins. Moreover, it is well-known that synthesis of MT generated
an important metabolic cost (Marino and Morgan, 1999). This
cost could explain that less cellular energy was available for
other physiological functions.

The quantification of gene expressions by real-time PCR
enabled to distinguish MT and cyclophilin-A among the 15
selected effectors. The dose-dependant induction of MT coding
gene was demonstrated. This expression started early, after only
6 or 14 h of exposure. Induction of the gene coding cyclophilin-
A was also registered later, after 14 days of contamination to
copper in soil. This work confirmed MT as a suitable biomarker
of exposure to Cd and unvalidated cyclophilin-A as biomarker
of exposure to copper in E. fetida. The gene coding TCTP,
which expression seemed to be up-regulated by copper in
L. rubellus (Stiirzenbaum et al., 1998), did not show variation of
its expression in E. fetida exposed to cadmium or copper. This
effector could not thus be considered as a biomarker of exposure
in this species.

A decrease of the quantity of transcripts was also high-
lighted for 9 effectors after 2 days of exposure to 80 mg/kg of
Cd and for 13 effectors after 14 h of exposure to 800 mg/kg of
Cd. Variations of expression would not be directly due to the
environmental conditions, but due to the very strong gene
induction of proteins implicated in detoxification or stress
mechanisms like MT. This phenomenon named trade-off,
depends on the faculty of the individuals to respond to a
stress.
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La troisieme partie de ce chapitre décrit comméitude de la littérature associée a
I'exploitation des données publiées dans les bangieeséquences telles que GenB¥nk
nous a permis d’identifier, de caractériser et digser le niveau d’expression d’un dernier
candidat biomarqueur, la phytochélatine synthase.

L’exploitation de la conservation protéique obsereftre les espéces nous a permis
de caractériser lgpcs chez la premiere espece appartenant aux lophaoizoalres.
Concréetement, nous avons cloné la séquence codamglete de '’ADNc codant la PCS a
partir des cellules immunitairesEisenia fetida puis nous avons étudié sa relation avec les
séquences correspondantes obtenues chez les plastiesures et les nématodes. Ce clonage
a été réalisé grace a l'utilisation d'amorces dégées, déterminées préalablement par la
réalisation d’alignements protéiques (Annexe J)saint les séquences des especes animales
et végétales chez lesquellepts avait été caractérisée a ce jour (Corpet, 1988eRaal.,
1998). De plus, I'analyse du niveau d’expressiorette enzyme par PCR en temps réel, lors
d’expositions expérimental@s vivo a 3 doses de Cd, a été réalisée en complémestidala
geneCd-mt, un gene répondant de maniere dose- et temps-di#menau Cd cheEisenia
fetida (Brulle et al., 2006; Brulleet al., 2007).

L’analyse de la séquence obtenue chez notre mad&lentré, tant au point de vue
protéiqgue et phylogénétique que nous avions biemécl’ADN complémentaire de la
phytochelatine synthase. Puis, I'étude du niveawpiession des génes codant la PCS et la
Cd-MT a permis de mettre en évidence une indudignificative du niveau d’expression de
pcs pour des concentrations faibles de Cd quelque lsdiemps d’exposition (6 a 5 fois
respectivement apres 2 et 14 jours d’exposition @ Cd/kg). Pour des concentrations
considérées comme fortes (80 et 800 mg CdAicy,ne montrait pas de variations de son
niveau d’expression. L&d-mt pour sa part montrait un profil d’expression tetaént
différent puisque caractérisé par une inductiobléad 8 mg Cd/kg (1,5 a 2,5 fois) et massive
a 80 et 800 mg Cd/kg (50 a 90 fois) quelque sditheps d’exposition.

Ces résultats suggerent que la PCS est impliqués [@adétoxication du Cd de
maniere dose-dépendante. De plus, les réponsesacéespde lacs et de laCd-mt suggérent
gue ces 2 genes peuvent agir de conserve dansolesspus de détoxication, avec une PCS
qui aurait un role dans les réponses immédiatgmaude faibles concentrations et la Cd-MT
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qui participerait plus tardivement ou pour des ewi@tions plus importantes. Ainsi, le
clonage de 'ADN complémentaire codant la PCS cheize modeéle et I'analyse de son
niveau d’expression fait de la PCS un nouveau datdbiomarqueur pour des faibles

contaminations par le Cd.
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Abstract

Metallothioneins (MTs) are central to trace metal homeostasis and detoxification throughout biological systems. Prokaryotes, plants, and
fungi utilize both gene encoded cysteine-rich polypeptides (classically designated Class I and II MTs) and enzymatically synthesized cysteine-
rich peptides (classically designated Class III MTs or phytochelatins). In contrast, although gene encoded MTs are ubiquitous in animal
species the identification of a functional phytochelatin synthase in the nematode Caenorhabditis elegans, a representative member of the
Ecdysozoa, provided the first evidence for these metal-binding peptides in animals. By exploiting the conservation observed between species
we have been able to clone and transcriptionally characterize a phytochelatin synthase from the immune cells of the earthworm Eisenia fetida,
the first evidence for its presence in a phylum belonging to the Lophototrochozoa. The complete coding sequence of this enzyme was
determined and the phylogenetic relationship to plant, yeast and nematode enzymes elucidated. Temporal- and dose-profiling of the

transcriptional regulation of phytochelatin synthase and MT in response to cadmium was performed by using real-time PCR.

© 2007 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Eisenia fetida; Phytochelatin synthase; Cceelomocytes; Cadmium exposure; Expression; Real-time PCR

1. Introduction

It is essential for biological systems to acquire essential
trace metals for growth, respiration, internal signalling,
and a myriad of other indispensable activities. However,
the consequence of this deep-rooted dependency is that
they must avoid being damaged either by excessively high
levels of reactive and potentially dangerous essential
metals, like copper, as well as toxic non-essential metals
that enter cells and tissues as analogues of essential
elements. Metallothioneins (MTs) are a ubiquitous family
of cysteine-rich proteins/peptides that chelate metal ions
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providing protection against metal cytotoxicity whilst
ensuring the trafficking of metals to their intended targets
(Vasak and Hasler, 2000). The functional linkage between
MTs and metal detoxification has facilitated their exploita-
tion as diagnostic markers for metal contamination (Kim
et al., 20006). Classically MTs were divided into three
classes, the gene which exhibit high or no homology with
horse MT, Class I and II MT, respectively, and those
enzymically synthesized, Class III MTs or phytochelatins
(Fowler et al., 1987). This classification system has been
refined to uncouple the phytochelatins from the exponen-
tially expanding phylogenetically diverse family of gene
encoded MTs (Cobbett and Goldsbrough, 2002).

In plants, metal tolerance has classically been associated
with the synthesis of the post-transcriptionally synthesized
phytochelatins (poly-[y-Glu-Cys],-X polymers) (PCs) (Grill

http://www.univ-lille1.fr/bustl


www.elsevier.com/locate/ecoenv
dx.doi.org/10.1016/j.ecoenv.2007.10.032
mailto:franck.vandenbulcke@univ-lille1.fr
mailto:franck.vandenbulcke@univ-lille1.fr

These de Franck Brulle, Lille 1, 2008

48 F. Brulle et al. | Ecotoxicology and Environmental Safety 71 (2008) 47-55

et al., 1985; Cobbett, 1999; Cobbett and Goldsbrough, 2002).
Indeed, since their discovery in the yeast Schizosaccharo-
myces pombe in 1985, PCs have been characterized in a wide
range of plant species (Grill et al., 1985) and play a major
role in the detoxification of trace metals in plants by
chelating metals, especially cadmium, with high affinity. PCs
have also been implicated in the regulation of intracellular
essential metal concentrations in plants, fungi, and micro-
algae (see Clemens, 2006). In higher plants, these peptides are
synthesized after exposure to certain metal trace elements
and form macro-molecular complexes facilitating metal
detoxification (Hirata et al., 2005). PCs are synthesized by
phytochelatin synthase (PCS), or 7y-Glutamyl -cysteine
dipeptidyl transferase, an enzyme which catalyses the
transfer of a y-Glu-Cys unit of a glutathione molecule either
to another [y-Glu-Cys-Gly +y-Glu-Cys-Gly — (y-Glu-Cys),-
Gly +Gly] or to a molecule of phytochelatin previously
synthesized to generate a polymer containing from 2 to 11
repeated y-Glu-Cys units (Grill et al., 1989). A study
performed on garlic (Allium sativum) in 2005 using semi-
quantitative RT-PCR showed that phytochelatin synthase
was controlled at the transcriptional level following exposure
to metals, especially cadmium (Zhang et al., 2005). Indeed,
these authors showed that pcs-gene expression in the roots of
Allium  sativum was significantly induced by cadmium-
induced stress.

In most animals, tolerance to heavy metals depends on the
induction of genomically encoded MTs, a family of cysteine-
rich proteins of low molecular weight (6000-8000 Da)
characterized by the absence of aromatic amino acids and
limited homology to horse MT (Fowler et al., 1987). These
metallo-proteins are known to be implicated in the
detoxification process of heavy metals such as cadmium
(Cd) and in the homeostasis of essential metals such as zinc
(Palmiter, 1998; Klaassen et al., 1999). Estimating the
impact of metals on soil macroinvertebrates by quantifying
transcript levels of genomically encoded Class II MTs has
been performed in a number of terrestrial species, including
the oligochaete worms Lumbricus rubellus (Stiirzenbaum
et al., 2004) and Eisenia fetida (Demuynck et al., 2005; Brulle
et al, 2006; Demuynck et al.,, 2006), the nematode
Caenorhabditis elegans (Liao and Freedman, 1998), and
the springtail Orchesella cincta (Timmermans et al., 2005).

Prior to 2001 there had been no reports of the presence of
PCs or phytochelatin synthase in any animal. However, soon
after the completion of the full genome sequence for the
nematode C. elegans two publications independently de-
scribed a functional PCS in this model invertebrate (Clemens
et al., 2001; Vatamaniuk et al., 2001). Moreover, Clemens
et al. (2001) hypothesized that PCs may be ubiquitously
involved in the tolerance and homeostasis of metals in all
eukaryotic organisms, a hypothesis which is yet to be tested.

In this paper we describe the cloning and the cadmium-
dependent transcriptional control of a phytochelatin
synthase from the ecotoxicologically important earthworm
species E. fetida. This is only the second animal in which
pes has been identified and induction by heavy metals

© 2009 Tous droits réservés.

characterized. This oligochaete has been exploited by
the OECD since 1984 for the ecotoxicological assessment
of chemicals (OECD, 1984; Dominguez, 2004), and
it is known to express a metal-inducible Class II MT
(Demuynck et al., 2005; Brulle et al., 2006; Demuynck
et al., 2006). We have investigated the complementary
transcriptional induction of mt and pcs genes in response to
cadmium within E. fetida and discussed their possible
interdependency and potential implications for metal
detoxification.

2. Material and methods
2.1. Animals and treatment

Earthworms came from controlled cultures maintained in our
laboratory. Worms were bred at an ambient temperature of 22+2°C, in
the dark, on vegetable mould with fresh cattle manure as food source. The
moisture content was maintained around 60%.

Artificial substrates were prepared as described in OECD guideline
(OECD, 1984). Briefly, substrate was composed (percentages refer to dry
weight) of 10% sphagnum, 20% kaolinite clay, and 70% quartz sand. The
pH was adjusted to 6 +0.5 with CaCOj;. The cadmium (CdCl,) was added
to the soil. Then, half an hour later, worms were added.

Three concentrations (8, 80, and 800 mg/kg) of cadmium were tested
and 25 adult worms per condition were used. The latter concentration,
although very high is under the LC50 (1000 mg/kg) reported for E. fetida
in OECD artificial soil (Honeycutt et al., 1995). Exposure periods were 2
and 14 days. At the end of exposure periods, worms were rinsed in distilled
water before coelomocyte extrusion, with non-invasive method using cold
extrusion medium (2.5mgml~" EDTA, 8.5mgml~' NaCl, pH 7.3, 5%
ethanol) and electrical stimuli as previously described (Brulle et al., 2006).
Then cellular RNA extraction was processed as described below.

2.2. RNA extraction and reverse transcription

All expression analyses were conducted on total RNA extracted from
ceelomocytes, using Tri-Reagent™ (Molecular Research Center, Inc.,
Cincinnati, USA) according to manufacturer’s instructions. RNA purity
and integrity were checked by ensuring that absorbance ratios (A260/280)
were between 1.8 and 2.0 and by agarose gel electrophoresis (2%). First
strand cDNA synthesis was performed using 200 units of RevertAid™ H
Minus M-MuLV reverse transcriptase (Fermentas, Burlington, Canada),
200 ng of random primer, and 1.5 pug of total RNA in order to allow the
cloning using degenerate primers. For real-time PCR analysis, reverse
transcription was conducted with 200 units of SuperScript II reverse
transcriptase™ (GibcoBRL, Cergy-Pontoise, France), 500ng oligo (dT)
primer (18-mer) and 1.5pg total RNA. The use of oligo (dT) priming
within the reverse transcription bias cDNA synthesis towards mRNA and
consequently the protein encoding RNA population.

2.3. Cloning and sequencing

Cloning of the pcs gene was achieved using degenerate primers designed
against evolutionarily conserved motifs of the enzyme. To identify these
conserved sequences, protein sequences of PCS (already cloned in other
eukaryotic species, mainly plants and C. elegans) were obtained from
GenBank (NCBI). Alignments were done with the online/Web tools
(MULTALIN; CLUSTAL W) (Corpet, 1988; Thompson et al., 1994).
Primers were then determined using software available online (CODE-
HOP) (Rose et al., 1998). The forward (5-CCAGAACGAGCCCG-
C(AGCT)T(AT)(CT)TG(CT)GG-3') and reverse (5-GTGGGGAGGG-
TACTTGAACC(GT)(AGCT)GC(AGCT)AC(AG)TC-3') primers were
designed to minimize their level of degeneracy and optimize their
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temperature of DNA hybridation during PCR reactions. E. fetida cDNA
was used as the template from which to amplify a fragment corresponding
to the pcs gene.

PCR reactions were performed with GoTaq®™ polymerase (Promega,
France, Charbonniéres) and the typical PCR cycling conditions were 1 min
at 95°C, I min at 55°C, and 2 min at 72 °C for 30 cycles. The expected size
products were resolved on a 2% (w/v) agarose gel stained with ethidium
bromide and subsequently cloned into the pPGEM®-T Vector (Promega).
The recombinant clones were purified using the Wizard® Plus SV
Miniprep DNA Purified system kit (Promega). Several clones were
sequenced in both directions by Genoscreen (Lille). Sequence analysis
was performed using Blast algorithms hosted at NCBI.

2.4. Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE)

In order to get the full length cDNA of E. fetida phytochelatin
synthase, 5 and 3’ RACE PCR were performed according to Frohman
et al. (1988) with the following modifications.

c¢DNA synthesis. For both reactions 5pg of ceelomocytes total RNA
in 13pl of reaction mix with 25pmol of 5 specific primer (PCSRT:
5-TGCAAACTGCCAAACACGAGA-3) for SRACE or 100pmol of
(dT)-adaptor (5-TAGGAATTCTCGAGCGGCCGCTTTTTTTTTTTT-
TTTTT(ACG)-3') for 3’RACE and 1 pl of dNTP (each one at 1 mM) were
heated at 65 °C for 5 min, quenched on ice, added to 4 pl of 5X SuperScript
II reverse transcriptase’™ buffer (GibcoBRL) 2ul of dithiothreitol
(ImM), 1ul RNasin (Promega Biosciences, Inc. Madison, WI, USA),
pre-warmed at 42°C for 2min before addition of 1ul of reverse
transcriptase, incubated for 50min at 42°C and heated at 70°C for
15min. The cDNA for 3’RACE PCR reaction was diluted to 100 pl in
water before the amplification procedure.

Tailing. Excess 5 specific primer was removed from 5 RACE cDNA
reaction with a NucleoSpin®™ Extract II kit according to the manufacturer
protocol (MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Duren, Germany)
and 50 pl elution was collected. To 10 pl elution, 2.5 ul of 2mM dGTP, Sl
of 5X tailing buffer (Promega) and 30 units of terminal deoxynucleotidyl-
transferase (Promega) were added and the mixture was incubated for
10min at 37 °C and heated for 10 min at 70 °C.

Amplification. For the 5 RACE PCR first round, 5Spl of tailing
reaction, 25 pmol of (dC)-adaptor primer (5-GGAATTCGCGGCCGCC-
CCCCCCCCCCCCCCCC(AGT)-3) and 25 pmol of PCSRT primer were
added to a final 50 pl PCR reaction mixture with 5X GoTaq™ polymerase
buffer (Promega), MgCl, (2mM final), ANTP (each one 200 uM final) and
1.25 units of GoTaq®™ polymerase (Promega). After an initial step at 94 °C
for 2min, 35 cycles of amplification were carried out (94 °C, 30s; 55°C,
I min; 72 °C, 2min), followed by a 30 min final extension at 72 °C. PCR
reaction was diluted to 500 ul in water, and a second round of PCR was
done as described above with 5 ul of dilution, 25 pmol of (dC)-adaptor and
5SPCSP1 (5-TTGATCGGAACGCAGCAGTC) primers. For the first
round of the 3’ RACE PCR procedure, 5 pl of diluted cDNA reaction with
25pmol of adaptor (5-TAGGAATTCTCGAGCGGCCGC-3) and
3PCSP1 (5-GATGCAAGCGCATCTGAGGA-3) primers were used
for amplification as described for the 5'-end procedure. For the second
round of PCR, 3'PCSP1 primer was substituted by 3’PCSP2 primer
(5-TGTCGAAGGGTTCGGAGGAG-3'). All PCR products were ana-
lysed and cloned as described in Section 2.3.

2.5. Real-time quantitative PCR

Real-time PCR analysis of gene expression was performed on reverse
transcripted total RNAs extracted from E. fetida ccelomocytes. Expression
levels of mt and pcs were measured using real-time PCR. Real-time PCR
(RT-PCR) reactions were performed with a LightCycler apparatus (Roche
Molecular Biochemicals, Germany) according to previously described
procedures (Brulle et al., 2006). For each reaction, the crossing point (CP)
was determined using the “fit point method” of the LightCycler software
3.3 (Roche diagnostic). PCR reactions were set in duplicates and the mean
value of the CPs were calculated.

83

© 2009 Tous droits réservés.

2.6. Relative quantification of expression levels

To calculate amplification efficiencies (E) of cDNAs, relative standard
curves were generated using serial dilutions (1:10, 1:100, 1:1000, and
1:10000) of a single cDNA sample (cal) constituted of a pool of the eight
analysed cDNAs. Relative standard curves were based on CP values and
the log value of standard cDNA dilution. Real-time PCR efficiencies (E)
were calculated from the given slope of the standard curve according to
the equation E = 101/51°P9 They ranged from 1.91 to 1.99 (Pearson
correlation coefficient r>0.99), and a strong linearity was observed.
Levels of expression of the target gene (Tg) were compared to the
expression of the constitutively expressed f-actin (act) gene (accession
number DQ286722). Moreover, level of expression of MT was studied as a
positive control for Cd exposure. The expression ratio (R) was calculated
according to the formula R = (ETg)CPTg/ (Eac)S™*'. Another constitutively
expressed gene coding the ribosomal protein S13 was used as an additional
control.

2.7. Phylogenetic tree of phytochelatin synthase

A phylogenetic tree of phytochelatin synthases was constructed using
the Phylip software program sourced from Protdist (Joseph Felsenstein,
University of Washington, Seattle, USA) using the seven full-length PCS
coding sequence used to design degenerated primers (one from yeast, four
from plants, two from nematodes, plus the full-length PCS coding
sequence of E. fetida) (Fig. 5). Distances were measured using the
Jones—Taylor-Thornton model.

2.8. Statistical analysis

Expression levels were compared by means of two-way analysis
of variance followed by Student post hoc #-tests. The normality of
each distribution was verified by Kolmogorov—Smirnov’s tests
and variance heterogeneity by Hartley’s tests. An o level of 0.05 was
used in all procedures. All results are represented as mean+standard
error.

3. Results
3.1. Cloning and sequencing

Initial amplification of an internal fragment of the pcs
gene using primers designed towards to the conserved
regions of the enzyme and a coelomocyte cDNA template
yielded an amplicon of 426 bp. Subsequent to cloning the
sequence analysis of this product, using the BlastX
algorithm, allowed the putative identification as a fragment
of pcs gene. Following 5 and 3’ RACE treatments, a
complete coding sequence corresponding to the pcs of
E. fetida was obtained (accession number EF433776). The
complete coding sequence of the PCS of E. fetida was
elucidated with 440 amino acids (Fig. 1). This sequence was
used to examine the database of all known amino acid and
nucleotide sequences using BlastX and BlastN homology
programmes. The deduced amino acid sequences of
putative earthworm PCS showed considerable identity
with PCSs from plants and other invertebrate species
(Fig. 2).

The similarity observed is significant in the N-terminal
half of the protein (50-60% identity). Five cysteine residues
are absolutely conserved in the N-terminal half in all
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Fig. 1. Complete coding sequence of Eisenia fetida phytochelatin synthase. Depicted is the base sequence with the amino acid translation of the predicted
protein. The sequence was submitted to international genetic databases under accession no. EF433776.

studied species while the C-terminal domain containing  3.2. Expression analysis of pcs and mt after cadmium

also multiple cysteine residues is variable (20-30% identity)  exposure

(Fig. 2). Partial fragments of the MT has been cloned and

characterized in a previous study (Brulle et al., 2006). 3.2.1. Phytochelatin synthase

Sequence data were submitted to GenBank™ (accession The induction pattern of pcs was characterized and
number DQ286714). exhibited a significant increase of the number of transcripts
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CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment

Caenorhabditis_briggsae MSVTAKN FYRRPLP-E 15
Caenorhabditis_elegans MSVTAKN FYRRPLP-E 15
Eisenia_fetida MMAHASLNPDPPTDHEYRRPLP-A 23
Arabidopsis_thaliana MAMAS LYRRSLPSP 14
Arabidopsis_halleri MAMAS LYRRSLPSP 14
Brassica_juncea MAMAS LYRRSLPSP 14
Nicotiana_tabacum MAMAG LYRRVLPSP 14
Schizosaccharomyces_pombe MNIVKRAVPELLRGMI‘NAIPNIGLIKNKWSFEAVGQLKKSFYKRQLP K 49
* * kA
Caenorhabditis_briggsae TCVEFSSELGKKLFTEALLQGSANIYFKLASQFRIQDEPAY®GLSTLVMY 65
Caenorhabditis_elegans TCIEFSSELGKKLFTEALVRGSANIYFKLASQFRTQDEPAY®GLSTLVMY 65
Eisenia_fetida VCTAFCSPEGKSIFREALNEGYMENFFPLASQFRTQEEPAF(®GLSTLVMY 73
Arabidopsis_thaliana PAIDFSSAEGKLIFNEALQKGTMEGFFRLISYFQTQSEPAY®GLASLSVY 64
Arabidopsis_halleri PAIDFSSAEGKLIFNEALQKGTMEGFFRLISYFQTQSEPAY®GLASLSVY 64
Brassica_juncea PAIDFSSSEGKKIFNEALQKGTMEGFFRLISYFQTQSEPAY®GLASLSVY 64
Nicotiana_tabacum PAVDFASTEGKQLFLEAIQNGTMEGFFKLISYFQTQSEPAY®GLASLSMY 64
Schizosaccharomyces_pombe QCLAFDSSLGKDVFLRALQEGRMENYFSLAQQMVIQNEPAFGLGILCMI 99
* % * :ﬂ‘ _'r?: . ** ﬂ‘** wE A :ﬂ‘ .
Caenorhabditis_briggsae LNALEVDPEKVWKAPWRE YHESMLD@&®VPLENIKKSGINLQQF S[®LAT 115
Caenorhabditis_elegans LNALEVDPEKVWKAPWRE YHESMLD@®®VPLENIRKSGINLQQF S[@LA] 115
Eisenia_fetida LNTLEVDPGKVWKGPWRWYHENMLD@®®VP INVIEKSGITEFDQF S[@LA 123
Arabidopsis_thaliana LNALSIDPGRKWKGPWRWEDESMLD®MEPLEVVKEKGISEFGK LAH®S 114
Arabidopsis_halleri LNALSIDPGREKWKGPWRWEFDESMLD@SEPLEVVEKEKGISFGK LAH®S 114
Brassica_juncea LNALSIDPGREWKGPWRWEDESMLD@®®MEPLEVVKEKGISEFGK LAH®S 114
Nicotiana_tabacum LNALAIDPGRKWKGPWRWEFDESMLD@MEPLEKVKAKGISFGK LAH| 114
Schizosaccharomyces_pombe LNSLKVDPGRLWKGSWRWYDQYMLD@®®RSLSD IEKDGVTLEEF S{@®LAN 149
R A e e I T
Caenorhabditis_briggsae RLRSSVSYGETTPEFLKKFRASLVNSVKSDDQVLVASYDRSVLGQTGTGH 165
Caenorhabditis_elegans RLKSTVSYGDNSPDFLKKFRTISLVNSVRSDDQVLVASYDRSVLGQTGSGH 165
Eisenia_fetida TLN-VRSVRADASASEDEFRQLVKRVSKGSEEVIVASYSRKGLDQTGDGH 172
Arabidopsis_thaliana GARKVEAFR——TSQSTIDDFRKFVVKCTSSENCHMISTYHRSVFKQTGNGH 162
Arabidopsis_halleri GAKVEAFR——TTIQSTIEDFRKFVLKCTSSENCHMISSYHKGVEFMQTGTGH 162
Brassica_juncea GAKVEAFR——TNQTTIDDFRKLVMKCSTSENCHMISTYHRGVFKQTGSGH 162
Nicotiana_tabacum GARKVEAFR——SNHSTIDDFRKQVMACTTSDNCHLISSYHRGLFKQTGSGH 162
Schizosaccharomyces_pombe GLR’II’IKC——VKDVSFDEFRKDVISCSIIENKIMAISFCRKVLGQTGDGH 197
* * H . H 3 H H *EEA AK
Caenorhabditis_briggsae FSPLAAYHADSDQVLIMDVARFKYPPHWVKLETLQKALCSVDISTKKPRG 215
Caenorhabditis_elegans FSPLAAYHEDSDQVLIMDVARFKYPPHWVKLETLQKALCSVDVITKLPRG 215
Eisenia_fetida FSPIAGYHPGRDLVLIMDVARFKYQPHWVKVHSLFKAMHDVDKDTGLSRG 222
Arabidopsis_thaliana FSPIGGYNAERDMALILDVARFKYPPHWVPLKLLWEAMDSIDQSTGKRRG 212
Arabidopsis_halleri FSPIGGYNAERDMALILDVARFKYPPHWVPLKLLWEAMDSIDESTGKRRG 212
BIaSSica_juncea FSPIGGYNAERDMALILDVARFKYPPHWVPLKLLWEAMDSIDDSTGKRRG 212
Nicotiana_tabacum FSPIGGYHVGKDMALILDVARFKYPPHWVPLPLLWEAMNTIDEATGLHRG 212
Schizosaccharomyces_pombe FSPVGGFSESDNKILILDVARFKYPCYWVDLKLMYESMFPIDKASGQPRG 247
**7} el : wE . **7‘7&*** #7} : : s H : * &
Caenorhabditis_briggsae FVELELRKGTRPLIMYG LKAYVNV 239
Caenorhabditis_elegans LVELELKKGTRPLIMYG LKAYVNI 239
Eisenia_fetida YLLLSKSR-SLPIVLFR LTSNLCV 245
Arabidopsis_thaliana FMLISRPHREPGLLYTLSCKDESWIEIAKYLKEDVPRLVSSQHVDSVEKI 262
AIabidopsiS_halleri FMLISRPHREPGLLYTLSCKDESWIDIAKYLKEDVPRLVSSQHVDSVDKI 262
Brassica_juncea FMLISRPHREPGLLYTLSCKDESWISIAKYLKEDVPRLVSSQQOVDSVEKI 262
Nicotiana_tabacum FMLITKLHRAPALLYTLSCKHESWVTISKHLMDDLPVLLSSENVKGIKDV 262
Schizosaccharomyces_pombe YVLLEPMHIPLGVLTVG 264
Caenorhabditis_briggsae N-——-DSDFATSVISWNEFLLCDPLENEEEEFQLCCRKFGQCFAPHALCCT 286
Caenorhabditis_elegans N-—-DSDFATSVISWNQFLLCDPLEDDEEEFQLCCRKFGQCFAPHAMCCT 286
Eisenia_fetida NGVQSTNVVRE ITDWKEWLVISASSTNSN——KILDTAVNQLVKFLNLKES 293
Arabidopsis_thaliana ISVVFKSLPSNEFNQF IRWVAEIRITEDSNQNLSAEEKSRLKLKQLVLKEV 312
Arabidopsis_halleri ISVVFKSLPSNFNQF IRWVAEIRITEDSNQILSAEEKSRLKLKQLVLKEV 312
Brassica_juncea LSVVFKSLPSNFNIFIRWVAELRIAEDTKONLSAEEKSRLNLKQVVLKEV 312
Nicotiana_tabacum LSTVLSNLPSNEVEF IKWIAEVRRQEENGQNLSDEEKGRLAIKEEVLKQYV 312
Schizosaccharomyces_pombe ———LNKYSWRNVSKHILQQAATVKNADNLAEILLSINQSSIPLIQERSNS 311
Caenorhabditis_briggsae QKTFDADQKNSCVEC s 302
Caenorhabditis_elegans QKTFDADQKNSCTEC 5 302
Eisenia_fetida NLESMALVEVVGFENI s 309
Arabidopsis_thaliana HETELFKHINKFLST ——————— VGYEDSLTYAAAKACCQGAEILSG—S 352
Arabidopsis_halleri QETELFKHINKFLSS ———————=— VGYEDSLTYAAAKACCEGAEILSG——8 352

51

Fig. 2. Alignment of the Eisenia fetida phytochelatin synthase putative amino acid sequence and other selected amino acid sequences used to designed
degenerates primers using Clustal W: Caenorhabditis briggsae (accession no. CAE59471), Caenorhabditis elegans (accession no. NP_496475), Eisenia fetida
(accession no. EF433776), Arabidopsis thaliana (accession no. AAD16046), Arabidopsis halleri (accession no. AAS45236), Brassica juncea (accession no.
CAC37692), Nicotiana tabacum (accession no. AAO74500), Schizosaccharomyces pombe (accession no. NP_593552). Amino-acids in bold indicate the five
cysteine residues present through the sequences.
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Brassica_juncea HETELFEKHISKFLST——————— VGYEDSLTYAAAKACCQGAEILSG—-C 352
Nicotiana_tabacum QODTPLYKHVISILESKNSICQSKAASDSSLANVAANICCQGAGLFAGRSG 362
Schizosaccharomyces_pombe SKSGDFEHFKECIRS T 327
Caenorhabditis_briggsae NEHSDACKLICAEIRR--——TRFAEVFSSSA 329
Caenorhabditis_elegans TDQONEACKMICSEIRR———-—TRFAEVFSSSA 329
Eisenia_fetida MEHKYAIKQILEALKN-——--LPVYQVVRSCIPGGDKLESETHVPVDDGPH 355

Arabidopsis_thaliana
Arabidopsis_halleri
Brassica_juncea
Nicotiana_tabacum

PSKEFCCRETCVKCIKGPDDSEGTVVIGVVVRDGNEQKVDLLVPSTQTEC 402
PSKEFCCRETCVKCIKGPDDSEGTIVVIGVVVRDGSEQKIDLLVPSTQTIEC 402
SSKEFCCRETCVICVKGPGEAEGTVVIGVVVRDGSEQNVDLLVPSTQINC 402
SSDRFCCLQTCVRCYRATGGNSATVVSGTVVNGNGEQGVDVLVPTSLAKT 412

Schizosaccharomyces_pombe KTYHLFLKHTNTINVEY 343
Caenorhabditis_briggsae VAALLVAWPFKHGYSER-———--TETINEMGE 355
Caenorhabditis_elegans VAALLIAWPFEKGYSER———-—SDRIGNLAE 355

Eisenia_fetida
Arabidopsis_thaliana
Arabidopsis_halleri
Brassica_juncea
Nicotiana_tabacum

MKPKTWHYVTMLLLMWPYRDDEGSFGRCLDQLMADQLK 398
——ATYPAGNDVFTALLLALPPQIWSGIKDQALMHEMKQLIS 446
ANYPAGNDVETALLLALPPQTWSGIKDQALMHEMKQLIS 446
ANFPAGNDVFTVLLLALPPQTWSGIKDQALMOEMKQLIS 446
SCCPSGQAGCSPMHPASNDVLTALLLALPPHTWSRIKDTKVLQEIENLYVS 462

Schizosaccharomyces_pombe

ITMAFWAIFSLPMIQKALPKGVLEEIQSLLK 374

Caenorhabditis_briggsae FCEFVPSIKYCVILLQTN 372
Caenorhabditis_elegans KYKNEFSAETMNEMSE 371
Eisenia_fetida ASASELLONEVTILRQQOVSSVLGFVAVCDACPCKQKAAEAAK 440
Arabidopsis_thaliana MASLPTLLQEEVLHLRRQLQLLKRCQENKEEDDLAAPAY—— 485
Arabidopsis_halleri MASLPTLLOEEVLHLRROLOLLKRCOENKEEEDLAAPAY —— 485
Brassica_juncea MASLPTMLQEEVLHLRRQLQLLKRCQENKEEEDFAAPAF —— 485
Nicotiana_tabacum AENLPPLLQEEILHLRGQFLLLKKCKDNKVEEDLAAPPF—— 501

Schizosaccharomyces_pombe

EVEISEINTQLTALKKQLDSLTHCCKTDTGCCSSSCCKNT—— 414

Fig. 2. (Continued)
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Fig. 3. Expression levels of phytochelatin synthase mRNA in control and
Cd exposed (8, 80, or 800 mg/kg) earthworms after 2 days (white bars) and
14 days (black bars) of exposure; * significant difference (p <0.05).

after 2 and 14 days of exposure to 8 mg/kg cadmium (5.8
fold; p =2 x 107* and 4.9 fold; p = 1 x 107*, respectively)
compared to the control animals (Fig. 3). For exposure to
80 and 800 mg/kg no significant differences were observed
(Fig. 3) compared to the control animals (Table 1).

3.2.2. Cd-metallothionein

In earthworms exposed to 8 mg/kg of Cd in soil a slight
increase of the transcript levels encoding MT was observed
independent of exposure period (1.45 fold; p = 0.014 and
2.48 fold; p=2x10"* for 2 and 14 days of exposure,
respectively) (Fig. 4).

For animals exposed to 80 and 800 mg/kg of Cd, a strong
increase of the number of mRNA coding MT was observed

© 2009 Tous droits réservés.

Table 1

Induction factors (compared with “zero Cd Control”) and p values
observed for PCS and MT in earthworms exposed to 8, 80, and 800 mg/kg
cadmium

8mg/kg 80mg/kg 800 mg/kg
PCS MT PCS MT PCS MT
2 days  5.78 1.45 0.77 54.04 0.57 93.56
p<0.001 p<0.05 n.s. p<0.05 ns. p<0.05
14 days 494 2.48 1.36 65.93 0.74 87.28
p<0.001 p<0.001 n.s. p<0.01 n.s. p<0.05
n.s., non significant.
0.14
-‘§ 0.12 i =
§ o1
3 #
5 0.08 "
E 0.06
S 0.04
2
5 0.02
0 pr— A
0 8 80 800

Fig. 4. Expression levels of Cd-metallothionein mRNA in control and Cd
exposed (8, 80, or 800 mg/kg) earthworms after 2 days (white bars) and 14
days (black bars) of exposure; * significant difference (p<0.05).
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again this was independent of the exposure period (54.04
and 65.93 fold after 2 and 14 days of exposure to 80 mg/kg,
respectively; 93.56 and 87.28 fold after 2 and 14 days of
exposure to 800 mg/kg, respectively) (Fig. 4; Table 1).

4. Discussion

The dogmatic assumption that phytochelatins were not
present in the animal kingdom was overturn with the
characterization of phytochelatin synthase in the nematode
C. elegans, a representative member of the Ecdysozoa. The
isolation of the gene encoding PCS from E. fetida, provides
the first functional evidence for its presence in a phylum
belonging to the Lophototrochozoa, implying that pcs
genes are far more widespread than previously anticipated
(see Clemens, 2006). Under the recently proposed evolu-
tionary relationships between animal phyla (Jones and
Blaxter, 2005) this would leave only the superphyla
Deuterostomia without a characterized PCS representative.
However, mining cDNA and genome databases reveals
putative pcs genes from Strongylocentrotus purpuratus
(GenPept: XP_790643.1, XP_780594.1), together with
Ciona intestinalis and Ciona savignyi (Ensembl: ENS-
CINGO00000011973 and ENSCSAVG00000009417) repre-
senting, respectively, the Echinodermata and Urochordata
phyla belonging to the Deuterostomia. Intriguingly,
extensive analysis of various vertebrate genomes did not
reveal any regions (with or without predicted cDNAs) with
significant homology to PCS (Fig. 5).

The first proof of the existence of a functional PCS in an
animal species other than Nematods made it possible to
compare the deduced amino-acid sequence of the E. fetida
PCS with the protein sequences of PCS of plants, a yeast
and 2 Caenorhabditis species (Fig. 2). The C-terminal half
of the protein, exhibits limited apparent conservation
(20-30% identity) whilst, on the other hand, a significant
homology can be detected in the N-terminal half of the
protein (50-60% identity) a feature which is typical of
the PCS family (Clemens et al., 2001). Moreover, five
cysteine residues, among which two are adjacent (amino
acids 99 and 100), are conserved in all species analysed
within our alignments. The presence of these five cysteine
residues is a key element since this highly conserved
N-terminal part is involved with the catalytic activity of the
enzyme. Maier et al. (2003) proposed that the Cd-binding
activity of phytochelatin synthase in S. pombe is also linked
to this region of amino-acid sequences and its associated
cysteine motif. These authors also suggest that activation
would putatively involve interaction of metal ions with
essential metal-binding activations sites in the N-terminal
segment of the protein incorporating the conserved cysteine
residues. Additional binding sites were identified at the
C-terminus of the protein which were not essential for
activity but have been proposed to be involved in post-
translational control and protein stability (Ruotolo et al.,
2004; Romanyuk et al., 2006).
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Fig. 5. Phylogenetic tree of phytochelatin synthases carried out with the
Phylip software program of Protdist (Joseph Felsenstein, University of
Washington, Seattle, USA). Seven full-length PCS coding sequence used
to design degenerated primers from yeast to plants and nematodes, plus
the full-length PCS coding sequence of Eisenia fetida. Distances were
measured using the Jones—Taylor—Thornton model. Following UPGMA
clustering a consensus tree was constructed. Species abbreviations:
Cb = Caenorhabditis briggsae, Ce = Caenorhabditis elegans, Ef = Eisenia
fetida, Sp = Schizosaccharomyces pombe, At = Arabidopsis thaliana,
Ah = Arabidopsis halleri, Bj = Brassica juncea, Nt = Nicotiana tabacum.

After cloning of the complete coding sequence of PCS in
the oligochaete annelid worm E. fetida, and taking into
account the role of this enzyme in the detoxification of
metals in plants, we measured its expression in worms
exposed in vivo to cadmium-spiked soils using real-time
PCR. MTs are proteins that play an essential role in
homeostasis and detoxification of metals in oligochaetes,
and the expression of the gene coding this protein is well
documented. Previous studies in E. fetida have shown a
dose-dependant relationship between mt gene induction
and cadmium exposure levels (Brulle et al., 2006, 2007).
Parallel observations have been made in other earthworm
species (Galay-Burgos et al., 2003; Stlrzenbaum et al.,
2004). Incidentally, the quantification of mt gene expres-
sion also provided an effective way of determining whether
exposure to Cd was eliciting the established toxic responses
and provides insight into the functional mechanisms of
detoxification at a variety of Cd exposure levels.

In the present study we measured pcs and mt expressions
specifically in the major immune tissue, the circulating
fluid-suspended cecelomocytes. Caelomocytes contain most
immune effectors and proteins involved in detoxification
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(Homa et al., 2003; Brulle et al., 2006). Although,
expression of the pcs gene in other organs or tissues cannot
be excluded, the cells of the ceelomic cavity are integrally
involved in detoxification of material absorbed via
alimentary or dermal uptake routes and whose route of
excretion may ultimately be the nephridia (earthworm
kidney) (Stlirzenbaum et al., 2004).

During experimental intoxications, pcs showed a sig-
nificant increase in its level of expression at the lowest
cadmium concentration of only 8 mg/kg. This increase was
5.8-fold after 2 days and 5-fold after 14 days of exposure,
respectively. No variation of expression was observed at
higher concentrations of Cd. These results suggest that
regulation of the gene coding PCS occurs at the transcrip-
tional level in E. fetida. In plants, there is limited data
concerning the regulation of the expression of PCS in
response to metal ions. Species specific hypotheses have
been made suggesting that PCS is controlled at the
transcriptional level (Clemens et al., 2001; Zhang et al.,
2005) and/or at the post-transcriptional level (Ha et al.,
1999; Vatamaniuk et al., 2000).

During intoxications with Cd, mt showed a low but
significant induction in worms exposed to 8 mg/kg (1.5 fold
after 2 days and 2.5 fold after 14 days). Higher doses
elicited substantially greater inductions of 54 and 93-fold in
response to exposure to concentrations of 80 and 800 mg/
kg cadmium, respectively. This classical observation,
demonstrating dose-dependent and time-dependent regula-
tion of mt, is of interest when compared to the regulation
of pcs. Indeed, MT exhibited a weak but specific induction
of its level of expression when exposed to 8 mg/kg of Cd
whereas pcs only exhibited significant induction at this
(low) exposure level. In contrast, at high Cd exposures (80
and 800 mg/kg), pcs did not show any increase of its level
over control, whereas mt was substantially upregulated
(from 54 to 93 fold). These results suggest that pcs is
implicated in dose-dependent cadmium detoxification.
Moreover, the timing of pcs and mt expression in E. fetida
during Cd intoxication suggest that PCs and MT may act
together in detoxification process, with PCs having an
immediate and essential role at low concentration, and
MT participating centrally later and at higher concentra-
tions. A coordinated action of pcs and mt has been
proposed by Zhang et al. (2005), in a study performed on
garlic, 4. sativum.

This later observation identifies a key question, what is
the functional relationship between gene encoded MT and
Phytochelatins? It has been suggested that in yeast species
the two systems are ion specific with gene encoded mts
providing resistance to Cu whilst Phytochelatins protect
against Cd (Perego and Howell, 1997). In plants the metal
specificity and function of the two systems is species and
tissue specific (Rauser, 1999). Whilst it has been suggested
that in C. elegans PCS may provide an alterative pathway
for metal detoxification supplementing or compensating
for Cd-MTs (Hughes and Stiirzenbaum, 2007). It will
therefore be important to further investigate both ion and

© 2009 Tous droits réservés.

tissue specificity in addition to the time and dose
parameters explored in the current manuscript.

5. Conclusions

The complete cloning of a cDNA coding phytochelatin
synthase in E. fetida and its expression analysis under
cadmium exposure allow us to consider the expression of
PCS in E. fetida as a candidate potential biomarker for low
level metal pollution. However, further studies will have to
be performed to confirm or refine this proposal. E. fetida
now provides an ideal model to better understand the
complementary roles of PCS and gene encoded MTs in
animals with developed immune and blood systems since,
with the exception of C. elegans, this oligochaete worm is
the only metazoan invertebrate in which both detoxifica-
tion pathways have been identified (see Clemens, 2006).
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Publication 4

Identification and expression profile of gene t@ais differentially expressed during
metallic _exposure inEisenia fetida ceelomocytes Developmental and Comparative
Immunology 2008, Vol. 32, 1441-1453

La faiblesse de l'approche « ciblée » décrite ptéogment (étude de candidats-
biomarqueurs dont le réle est documenté) résids tafait que nous dépendons de données
publiées ou disponibles dans les banques de dariDégsus, cette approche ciblée ne nous a
pas permis d’identifier d’aussi bons candidats lqued-mt

Parmi les techniques biologiques permettant I'asealyanscriptomique, la génération
d’ESTs, de petites portions d’ADN (de 200 a 500gmie bases habituellement) générées a
partir du séquencage partielle d’'une des extréndigésdlones d’ADN complémentaires choisis
au hasard, est I'une des techniques les plus singmer caractériser le transcriptome. En
'absence du séquencage du génome complet des laiéis; les ESTs permettent une
identification rapide des genes exprimés, graceéaaalyse de séquences. De plus, ces
séquences sont une ressource importante pour lelkesétde génomique comparative et
fonctionnelle. L’analyse transcriptomique utilisades ESTs fourni un jeu de données
fondamental et rapide pour 'identification de gemgprimés dans certaines cellules, certains
tissus ou dans un organe donné.

Depuis quelques années, certains projets ont petenigénérer des ESTs chez des
Annélides Oligochetes. Ainsi, Sturzenbawnal. (2003) et Leeet al. (2005) ont produit
respectivement plus de 17 000 ESTs chembricus rubelluset 1 106 ESTs cheEisenia
andrei Cependant, il existe tres peu de données disjganitans les banques de données
génétiques pouEisenia fetida En effet, jusqu’en septembre 2007, le nombre alenées
génétiques disponibles dans GenB&hkpour Eisenia fetida était de 103 séquences
nucléotidiques et 96 séquences protéiques. Ainscoenplément de I'approche ciblée, nous
avons mis en ceuvre une approche écotoxicogénonauecotoxicologie des invertébres.
Cette approche dite « globale » repose sur lasagtadn de banques soustractives d’ADNc
(SSH : Suppressive Subtraction Hybridization) (BEm&inko et al, 1996) qui devraient
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permettre d’identifier de nouveaux génes dont Ifegpion varie lors d'un épisode
d’exposition métallique, donc candidats biomargaeur

Les banques soustractives ont été réalisées sommejtes car nous avons montré
lors de I'approche ciblée que les résultats obtenmscellules circulantes et animaux entiers
étaient similaires, justifiant notre choix initide travailler sur les ccelomocytes du fait de
'implication de la plupart des effecteurs dans decanismes de défense immunitaire. En
effet, les variations les plus importantes ontré&surées a la fois sur coelomocytes et animal
entier et d'un point de vue technique, les ccelorescgont simples a échantillonner, les ARN
extraits sont d’excellente qualité et le protocatdisé est non invasif. Concretement, un
substrat artificiel contenant un mélange complexenmortant Cd, Pb et Zn a des
concentrations réalistes (40 mg Cd/kg ; 500 mg &b/K00 mg Zn/kg)i(e. que I'on peut
retrouver sur le terrain) a été réalisé. Des let28Eisenia fetidaont été exposés pendant 1
jour (exposition courte) ou 14 jours (expositiondoe) a ce meélange. Les ARN ont ensuite
été extraits des ccelomocytes et la banque sougtranise en ceuvre (Annexe 4 et 5). Un
total de 1536 ESTs issus des trois conditions éasgdiors de notre banque soustractive a été
obtenu. Ces séquences se répartissent de la manieamte : 768 séquences correspondant a
la condition sur exprimé 14 jours, 384 séquencegespondant a la condition sur exprimé 1
jour et 384 séquences correspondant a la cond#gmrs-exprimé 14 jours. Nous avons
volontairement négligé la condition Reverse 1 jearraison du Trade-off mis en évidence
dans l'approche ciblée lors de I'étude réalisée animal entier (Brulleet al, 2007).
L’ensemble de ces séquences a ensuite fait I'objete analyse bioinformatique a I'aide du
logiciel Sequenché¥ 4.2 (Genecode, Ann Arbor, Michigan). Cette analyses a permis
d’extraire, vecteurs, adaptateurs et séquencesadeaises qualités pour obtenir au final 764
séquences uniques de haute qualité. Ces 764 ESTensuite été répartis en 6 catégories
fonctionnelles sur la base de données disponiladas tks banques de données et I'utilisation
de « Gene Ontology » (Ashburnet al, 2000). Une fonction putative a été attribuée a
27,62% des ESTs analysés, 24,34% des ESTs présdegehomologies avec des protéines
dont la fonction est inconnue, signifiant que 480dorrespondent a des protéines nouvelles.
L’analyse des séquences a montré que la catégmreupant des genes impliqués dans le
meétabolisme était la catégorie fonctionnelle préuamie quelque soit la banque considérée.
De plus, cette analyse bioinformatique nous a pemidentifier 18 nouveaux candidats
d’exposition aux ETMs, choisis sur la base de lmgondance.e. les effecteurs les plus

abondants ont été choisis.
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Parmi les 18 candidats on retrouve, un gene im@lidans la réponse immunitaire
(lyséning, 5 genes impliqués dans le métabolisn@d-(nt cytochrome c oxydasé,
cytochrome ptctp et granulingd. On retrouve également 2 genes codant des pesté&n
signal de transductiors@rcoplasmic calcium-binding prote{(8CBP) efparvalbuming, puis
on retrouve un gene codant une protéine ribosomal®ibosomal protein S16. Enfin, les 9
autres genes sont soit similaires a des protéiaesah ignore la fonction (4 candidats) soit
ne présentent aucune similarité avec des séqual@asprésentes dans les banques de
données. Ces 18 nouveaux candidats ont fait 'alge? étapes de validation successives. La
premiere étape de validation a consisté en I'étleléeurs profils d’expression génique par
PCR en temps réel, grace a une banque d’ADN congpitaines provenant des conditions
qui nous ont permis de réaliser la banque sousteaduis, les candidats validés lors de cette
premiere étape ont fait I'objet d’'une deuxiéme étdp validation passant par une étude en
microcosme qui consiste en la réalisation d’'expmsst en microcosmes naturels en
conditions contrélées au laboratoire. Pour cese&tuh microcosme, nous avons utilisé un
sol fortement pollué provenant d’un site localiggréximité de I'emplacement de I'ancienne
usine de Metaleurop a Evin-Malmaison, dont les eatrations en métaux sont comparables
a celles utilisées pour la réalisation de la barsquestractive.

Suite & ces 2 étapes de validation successivean@dats parmi les 18 initiaux ont
montré des variations significatives de leur nivdaxpression. Ces 3 candidats sont : la Cd-
MT (dont la présence demontre que I'étape de smtgin de la banque soustractive s’est
bien déroulé et que les autres genes validés sentdifférentiellement exprimés pour les
conditions d’exposition utilisées), la Lysénineeuprotéine haemolytique, localisée dans les
ccelomocytes et plus particulierement dans un tgflalaire donné : les chloragocytes et un
dernier candidat dont le clonage par RACE-PCR dpaldie codante complete a identifié
comme étant la Coactosin-Like Protein, une protémpliguée dans des mécanismes de
signalisation cellulaire et plus particulieremennd la synthése des leucotrienes chez les

vertébrés, mais dont le role est encore inconng Eweinvertébrés.
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KEYWORDS Summary

Eisenia fetida; The aim of this work was to identify in Eisenia fetida genes whose expression are regulated
Metallic pollution; following exposure to a complex mixture of metallic trace elements (MTE) representative
Immune cells; of a highly polluted smelter soil. Suppression subtractive hybridization (SSH) was used to
SSH; construct cDNA libraries enriched in up- or down-regulated transcripts in the immune-
Gene expression; circulating cells of the coelomic cavities, namely coelomocytes, from worms exposed to
Biomarker metallic pollution. Among 1536 SSH-derived cDNA clones sequenced, we identified 764

unique ESTs of which we selected 18 candidates on the basis of their redundancy. These
selected candidates were subjected to a two-step validation procedure based on the study
of their expression level by real-time PCR. The first step consisted in measuring the
expression of the 18 candidates in worms exposed to artificial contaminated soil. The
second step consisted in measuring the expression in animals exposed to a “naturally”
contaminated soil sampled close to a smelter. Both steps allowed us to highlight 3
candidates that are strongly induced in worms exposed to a smelter polluted soil. These
candidates are: the well-known MTE-induced Cd-metallothionein and 2 original
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biomarkers, lysenin, and a transcript, which cloning of the complete coding sequence
identified as the coactosin-like protein.
© 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Introduction metallic pollution of the soil can delay sexual maturation

Human activities, especially metallurgical ones, lead to
accumulation of metal trace elements (MTE) in the topsoils,
where one typically observes concentrations largely exceed-
ing the natural background. Heavy contaminations of soils
are a threat to public health. Cases of cancer related to high
cadmium concentrations have been described [1].

Moreover, the presence of high amounts of these MTE
constitutes a major stress likely to disturb the reproduction
and immunity functions of animals [2]. It has been also
demonstrated that metallic pollution sensitizes inverte-
brates used in aquaculture (mussel, oyster, shrimp) to
microbial infections by altering the defence processes
[3,4]. MTE can generate an environmental stress likely to
affect the organisms exposed to polluted soils. Plants and
animals living in close contact with polluted soils were
studied in order to better understand the physiological
changes, the mechanisms of acclimation and the mechan-
isms of detoxification caused by metals [5,6]. According to
Weeks [7], a “biomarker” is a biological response to a
chemical (pesticides, polycyclic aromatic hydrocarbons,
MTE,...), which induces a stress and could assess exposure
or point out toxic effects. Biomarkers have been also
defined as any observable and/or measurable variation at
the molecular, biochemical, cytological, physiological,
biological or behavioural level revealing past or present
exposure of an organism to one or several pollutants [8].
Most are early markers of exposure that do not reveal long-
term effects on the ecosystem. The development of
biomarkers allowing an early diagnosis of long-term ecosys-
tem dysfunctions represents a challenge for ecotoxicolo-
gists. The emergence of molecular biology techniques
applied to ecotoxicology, allowed a better understanding
of the mechanisms of action of contaminants in living
organisms. Indeed, gene expression profiles represent the
first level of integration between environmental stressors
and the genome, which, through the synthesis of proteins,
pilots the response of the organisms to external changes.
Thus, analysis of the changes of gene expression is a
powerful tool, (1) to diagnose the existence of a stress in
a population and (2) to analyse mechanistically the response
to a stress.

Soil health and sustainable productivity depends on living
organisms, which affect the cycling rate and availability of
the major organic and non-organic compounds in their
constant search for food and energy sources [9]. One of the
most studied faunistic groups is the Annelida Oligochaeta
group. These animals play a key role in most continental
ecosystems, represent an important part of soil macrofauna
and are implied in the maintenance of the structure and the
fertility of soils. Immunotoxicological studies demonstrated
that MTE can affect phagocytic activity in Lumbricus
terrestris [10] and in Eisenia andrei [11]. Annelids are
usually strongly affected by a metal pollution. For example,
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[12], slow down growth [13], modify enzymatic activities
[14], and modify gene expression [15-17]. For 10 years,
analysis of gene expression profiles has made it possible to
identify biomarker candidates in Oligochaeta Annelida. The
best known candidate is the metallothionein (MT), a protein
of low molecular weight (6000-8000Da), rich in cysteines
(approximately 30%), involved in detoxification of metals
such as cadmium and in the homeostasis of essential trace
elements such as zinc [18,19]. MT is regarded as a good
biomarker of exposure because it shows a dose and time-
dependent increase of the protein and of the number of
transcripts coding MT when worms are exposed to a metal
contamination and especially cadmium [15,20].

In a recent study, we partially cloned and measured the
gene expression of 14 potential biomarkers in the laboratory
model Eisenia fetida after in vivo exposure to Cd in artificial
soil. Effectors were chosen among highly preserved proteins
for which variations (in terms of protein quantity and/or
expression) following metal exposure were reported in the
literature. Expression was measured in coelomocytes since
the majority of the selected effectors were known to be
involved in defence mechanisms [15]. However, this “tar-
geted” approach provided no better candidate than MT.
Thus, we undertook an un-selective strategy by producing
SSH libraries on the same model. In the present study, this
molecular biology technique was used to identify transcripts
exhibiting variations of their amount following metal
exposure. Worms were exposed to artificial soil contami-
nated by a realistic mixture of MTE i.e. metal concentra-
tions, which can be found in a strongly polluted smelter soil.
The aim of the study being the identification of genes, which
response early and consistently across timepoints, kinetics
of intoxication of 1 and 14 days were performed. Biomarker
candidates selected after SSH, were submitted to two
validation steps. The first step consisted in the analysis of
the expression level of these candidates using real-time PCR
in animals exposed to contaminated artificial soil. The
second step of validation was an analysis of the expression
level of the candidates validated in step 1 in animals
exposed to a “naturally” polluted soil originating from
Metaleurop, the main European lead smelter located in the
north of France that generated significant atmospheric
emissions (in 2001, Pb: 18.4 tons, Zn: 26.2 tons, Cd: 823 kg,
[21]) until 2003, the closing date of its activities.

Material and methods
Animals and treatment

Adult earthworms came from controlled cultures in labora-
tory. They were bred at an ambient temperature of
22+2°C, in the dark, on vegetable mould with fresh cattle
manure as food source. Moisture content was maintained
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around 60%. Artificial substrates were prepared as described
in the OECD guidelines [22]. Briefly, the substrate was
composed (percentages refer to dry weight) of 10%
sphagnum, 20% kaolinite clay, and 70% quartz sand. The
pH was adjusted to 64+ 0.5 with CaCOs. Metals (CdCl,, PbCl,
and ZnCl,) were added to the soil within half an hour of
introducing the worms. The concentrations used were
40mgkg" of Cd, 500mgkg~" of Pb and 700 mgkg~" of Zn.
For the SSH, three groups of 25 adult worms were used per
condition (75 worms per condition) and exposure lasted
either 1 or 14 days. At the end of the exposure periods,
worms were rinsed in distilled water, coelomocytes were
extruded and cellular RNA was extracted as described
below.

At the same time, the field soil was collected from a site
located near the former smelter. Soil was collected from the
top 20cm layer after removal of vegetation, transferred to
the laboratory and fresh soil aggregates were broken up then
air-dried and sieved through a 4mm mesh. Physical-
chemical parameters of soil are presented in Supplementary
Table 1. Total Cd, Pb and Zn and CaCl, extractible concentra-
tions were measured in artificial and in Metaleurop soils
according to previously described procedures [23,24].

Real-time PCR analysis was done using worms (pools of 25
animals) exposed 1 or 14 days to metal-spiked artificial soil
(like the worms used for the SSH) or exposed to a naturally
contaminated soil from Metaleurop.

Ethanol and electrical extrusion

Groups of 25 worms were placed for 5min in a 50-mL
polypropylene tube containing 30mL of cold extrusion
medium (2.5mgmL~" EDTA, 8.5mgmL~" NaCl, pH 7.3, 5%
ethanol). Then, worms were stimulated 10 times using short
(<5s) exposure to 9V alternate current [25]. After removal
of the worms, a centrifugation (2000g, 6 min) was performed
to collect pellets.

Suppression subtractive hybridization

In order to optimize detection of transcripts regulated after
contamination, the subtractive libraries were made using
four pooled samples: 3 groups of 25 uncontaminated adult
worms at 1 day, 3 groups of 25 uncontaminated adult worms
at 14 days, 3 groups of 25 contaminated adult worms at 1
day and 3 groups of 25 contaminated adult worms at 14
days. Coelomocytes total RNA was extracted from each
group using Tri-Reagent (Molecular Research Center Inc.,
Cincinnati, USA) according to manufacturer’s instructions.
One hundred micrograms of total RNA from each group were
used to prepare 2 ug of mRNA (contaminated and control).
mRNA were isolated using polyA Spin mRNA Isolation Kit
(New England BioLabs Inc., Ipswich, MA, USA). The products
of first and second strand cDNA synthesis were Rsal
endonuclease digested. After ligation and hybridization,
PCR amplifications were performed as described in the PCR-
select cDNA subtraction manual (Clontech, Palo Alto, CA,
USA). PCR products were cloned using TOPO TA Cloning Kit
for Sequencing (Invitrogen Life Technologies, France) with
the pCR4-TOPO vector and chemically competent TOP10F’
One Shot Escherichia coli.

© 2009 Tous droits réservés.

Insert amplification was performed by picking randomly
individual colonies and putting them directly in PCR mix.
PCR reactions were done with GoTag polymerase (Promega)
in 96-wells plates using M13 primers and typical PCR cycling
conditions: 10min at 94°C then 1min at 94°C, 1min at
55°C, and 1 min at 72°C for 25 cycles. PCR products were
purified in 96-wells plates using UltraClean-htp™ 96 Well
PCR Clean-Up Kit (MoBio Laboratories Inc., Carlsbad, USA)
according to manufacturer’s instructions. cDNA fragments
isolated from the individual clones were sequenced using a
dideoxydye-terminator method (CEQTM DTCS-Quick Start
kit, Beckman coulter) and a CEQTM 8000 apparatus (Beck-
man Coulter). Sequencing was performed using the forward
primer T7 (TAATACGACTCACTATAGGG). Sequences were
analysed using the Sequencher-'-M software (Gene Codes
Corporation). Unique sequences (from contigs or singletons)
were submitted to database searches using BLASTX and
BLASTN softwares (http://blast.genome.jp/ or http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Specific domain searches
were performed using RPS-BLAST (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi). Gene function was in-
ferred from sequence identity with Genbank database
and the ‘““Gene Ontology” classification (http://www.
geneontology.org/).

Quantitative RT-PCR

Total RNA from pools of 25 individuals from each treatment
(control or contaminated after 1 or 14 days of exposure)
were used. Specific primers for real-time quantitative PCR
(Supplementary Table 2) were edited using the LightCycler
Probe Design software version 1.0 (Roche Diagnostics).
Levels of expression and amplification efficiencies (E) of
each target gene (Tg) were determined according to
previously described procedures [15]. For each sample,
the levels of expression of the target gene (Tg) were
compared with the expression of the constitutively ex-
pressed f$-actin (act) gene and MT gene expression was used
as a positive control for metallic exposure [15,16]. The
expression ratio (R) was calculated according to the formula
R = (Erg) P8/ (Eact)“™". Another constitutively expressed
gene coding the ribosomal protein S13 was used as an
additional control. In order to simplify data presentation,
relative expression ratios of Tg’s are presented (expression
ratios in exposed earthworms relative to expression ratios in
control unexposed earthworms).

Rapid amplification of cDNA ends (RACE)

In order to get the full-length cDNA of genes with unknown
function but exhibiting high variations of their transcript
levels, 5RACE was performed according to a previously
described procedure [26].

Metal analysis

Cd, lead (Pb) and zinc (Zn) contents were determined by
inductively coupled plasma optical atomic emission spectro-
scopy (ICP-AES) (Varian Liberty Serie Il axial view, Varian
S.A., Les Ulis, France) (adapted from [27]). Calibration was
done with standards for each metal (0, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5,
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1mgCdL™" or 0; 0.05; 0.1; 0.2; 0.4; 0.6 mgPbL™" or 0; 0.1;
0.25; 0.5; 1; 2mgZnL™") prepared in 500 mmol L™ nitric acid
(65% Suprapur, VWR, Fontenay-sous-Bois, France.) with a
commercial standard stock solution of 1gL™" of Cd, Pb and
Zn Titrisol (VWR). Cd, Pb and Zn contents in whole worms
(3 groups of 5 animals per condition) were determined after
acid digestion. Briefly, worms were lyophilised for 3 days
then digested for 12 h at room temperature with 1 mL of 65%
nitric acid per 100 mg (dry mass). Digestion was performed
by progressive heating at 120 °C until half reduction of the
volume and nitrous vapour removal. After cooling, 1 mL of a
solution of analytical grade nitric, sulphuric and perchloric
acids (10, 2, 3V, respectively) was added to samples and
heating was followed at 180°C for reducing the volume.
Samples were then filtered and volume was adjusted to
20mL with ultrapure water (Milli-Q water, Millipore,
Molsheim, France).

Statistical analysis

Expression levels were compared by means of two-way
analysis of variance followed by Student post-hoc t-tests.
The normality of each distribution was verified by Kolmo-
gorov-Smirnov’s tests and variance heterogeneity by Hart-
ley’s tests.

Metal contents were analysed using Kruskal-Wallis non
parametric test followed by Mann-Whitney test. An a-level
of 0.05 was used in all procedures.

Results

EST sequencing and general characteristics
of SSH library

A total of 1536 clones from exposed SSH libraries (‘“‘forward”’
libraries, i.e., subtracted with control) and from control

(“reverse” library, i.e., substracted with exposed) were
sequenced. Contaminant sequences corresponding to vector
and adaptator were removed and redundant ESTs were
organized into overlapping contigs using the SequencherTM
4.2 software (Gene Codes Corporation). A total of 764
unique sequences from forward (1 and 14 days grouped) and
reverse libraries (Genbank accession numbers EY892395-
EY893158) were tested to detect potential alignment of ESTs
sequenced and discard false positive SSH-ESTs (for details
see Table 1).

Identification of candidate ESTs

ESTs were confronted to databases using BLASTN, BLASTX
and RPS-BLAST programs [28]. Sequences similarities were
considered to be significant when the expected values were
less than 10~3. Comparisons of ESTs against non-redondant
nucleic and protein databases revealed that 48.04% of the
ESTs did not align significantly with known genes, and 24.34%
align with genes of unknown function. Among the remaining
27.62%, ESTs presented significant similarities with genes of
known function. These 211 ESTs were assigned to function
based on their sequences identity with Genbank™ database,
RPS-BLAST and according to “Gene Ontology” classification.
Thus, 211 ESTs were associated to six major cellular
physiological functions, (i) immunity; (ii) metabolism;
(iii) signal transduction; (iv) replication, repair, transcrip-
tion and translation; (v) cytoskeleton production and
maintenance; and finally (vi) transport (see Figure 1 and
Table 1 for library by library details).

In order to identify cDNAs corresponding to E. fetida
genes regulated by metals, we chose 18 candidates, which
showed the highest abundance (redundant clones) (Table 2).
Candidate 1 showed similarity with lysenin (Lys), a protein
involved in immunity. This protein is produced in large
coelomocytes and free large chloragocytes [29]. Identified

Table 1  General characteristics of 3 SSH libraries from Eisenia fetida exposed to metal-spiked soil.

Forward 1 day Forward 14 days Reverse 14 days
Total numbers of cDNAs sequenced 384 768 384
Total numbers of cDNAs analysed® 262 558 265
Singletons 198 273 142
EST contig 35 258 94
Redundancy® (%) 13.36 46.24 35.47
Average EST length (for three SSH libraries) 305bp
Functional categories
No hits (%) 53.27 45.31 47.46
Unknown (%) 16.36 28.42 25.42
Immunity (%) 0.93 3.75 3.39
Metabolism (%) 18.22 12.33 10.17
Signal transduction (%) 3.74 2.14 2.82
Replication, repair, transcription, translation (%) 4.67 5.36 5.08
Cytoskeleton production and maintenance (%) 1.40 2.14 4.52
Transport (%) 1.40 0.54 1.13

EST, expressed sequenced tags.

aSequences used to interrogate databases using Blast software after analysis using SequencherTM 4.2 software.

PRedundancy = number of ESTs assembled in contig/total ETSs.
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in E. fetida, the lysenin is a haemolytic protein, which binds
specifically to sphingomyelin and forms oligomers, leading
to the formation of pores with a diameter of ~3 nm in target
membranes [30-32]. Lysenin is closely related to fetidin.
The name lysenin was chosen because of the E-value given
by the Blast analysis (E-value of 0 and of 5e—141,
respectively with Blast N and Blast X).

Candidates 2-6 were similar to proteins involved in
metabolism. As expected, the Cd-metallothionein (Cd-MT,
candidate 2) was among these 5 candidates as one of
the most abundant transcripts (n = 10) sequenced in both
forward SSH libraries (1 and 14 days of exposure). Candidate
3 was similar to the Cytochrome c oxidase subunit 1
(CytOx c). This gene provides a critical function during
respiration by transferring electrons from Cytochrome c to
oxygen and contributing to ATP generation [33]. Candidate 4
was similar to cytochrome b (Cyto b) from various species, a
component of the ubiquinol-cytochrome ¢ reductase com-
plex (complex Il or cytochrome b-c1 complex), which is a
respiratory chain that generates an electrochemical poten-
tial coupled to ATP synthesis. Candidate 5 was similar to
the translationally controlled tumor protein (TCTP). TCTP is
induced in Lumbricus rubellus by metallic exposure [34].
Candidate 6 was the last putative metabolism protein and
exhibited similarity to granulin (Granu). Granulin belongs to
a family of cysteine-rich peptides of about 6 kDa derived
from a larger precursor. Both have been found to modulate
cell growth [35].

Two candidates were similar to proteins involved in signal
transduction. Candidate 7 was similar to a sarcoplasmic
calcium-binding protein (SCBPs). SCPs are an important
Ca’*-binding system in muscles of both vertebrate and
invertebrate species. The SCP from the sandworm Nereis
diversicolor is a single polypeptide chain of 174 amino acids

No hits; 48.04%

Transport; 0.92%

and a molecular weight of 19,485Da. There are three
calcium-binding sites, which may be occupied by magnesium
ions under physiological conditions [36]. Candidate 8 was
similar to parvalbumin (Parvalb). The protein encoded by
this gene is a high-affinity calcium ion-binding protein
believed to act as cytosolic Ca?* buffers [37] that is
structurally and functionally similar to calmodulin and
troponin C. The unique sequence 9 was similar to ribosomal
protein S16 (Ribo S16), which is involved in translation.

Four candidates were similar to proteins with unknown
functions. Candidate 10, 11 and 12 aligned with ESTs
from different L. rubellus ESTs libraries, whereas candidate
13 was similar to a predicted protein of Nematostella
vectensis.

Finally, candidates 14-18 were unknown proteins with
unknown functions (No Blast Hit).

Expression profiles in artificial soils

Expression levels of the 18 selected EST candidates were
measured using real-time PCR in worms exposed to either
uncontaminated (control) or metal-polluted (exposed)
artificial soil.

This first step of validation was done with RNA samples
from a second exposure experiment in order to eliminate
candidates potentially regulated differentially between
experiments.

The vast majority of the chosen candidates (14 out of
the 18 analysed) showed moderate to strong variations
in transcript levels associated with exposure to metals
(Figure 2 and Table 3). As expected, transcript levels of the
Cd-MT were strongly increased although this increase was
only detectable after 14 days of exposure to the metallic

unknown; 24.34%

Immunity; 2.88%

metabolism; 13.48%

Signaling
transduction; 2.75%

Replication, repair,
transcription,
translation; 5.10%

Cytoskeleton
production and
maintenance; 2.49%

Figure 1 Number of differentially expressed genes (%) in each gene category after submission to Blast databases and according to
“Gene Ontology” classification (http://www.geneontology.org/).
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Table 2 Characteristics of the 18 SSH-EST candidates selected from the exposed (E) or control (Ctl) libraries of E. fetida.
Unique Accession  Length of Blast similarity/sps/ Best blast  RPS-Blast Domain function
sequen- number longest or accession on no E-value (E-value)
ces (name) consensus

fragment-
bp-(number
of clones)
1 (E) EY892971 828 (n=6) Lysenin/Eisenia 5e—141 None
(Lys) fetida/BAA21518 @
2 (E) EY892898 502 (n=10) Cd-metallothionein/ 4e—21 None
(Cd-MT) Eisenia fetida/
P81695 @
3 (E) EY892966 559 (n = 4) Cytochrome ¢ 5e—69 cd01663/ Terminal oxidase in the
(CytOx c) oxidase subunit I/ Cyt_c_Oxida- respiratory chains of
Eisenia fetida/ se_|/ (2e—86) eukaryotes. Catalyze the
ABM66354 2 reduction of O, and
simultaneously pumps
protons across the
membrane of
mitochondria
4 (E) EY892965 332 (n=2) Cytochrome b/ 8e—50 cd00284/ Cytochrome b is a
(Cyto b) Lumbricus Cytochro- subunit of cytochrome
terrestris/ me_b_N/(3e—21) bc1, an 11-subunit
NP_008243 @ mitochondrial
respiratory enzyme.
Contains two bound
hemes and two
ubiquinol/ubiquinone
binding sites
5 (E) EY892907 493 (n=2) TCTP/Lumbricus 3e—65 pfam00838/
(TCTP) rubellus/018477 2 Translationally
controlled
tumour protein/
(4e—22)
6 (E) EY892886 552 (n=3) Granulin/Mus 1e—20 smart00277/
(Granu) musculus/ Granulin/
EDL34132 2 (6e—04)
7 (E) EY892976 415 (n=3) SCBP2 protein/ 1e—08 cd00051/EF- A diverse superfamily of
(SCBP) Lumbricus hand, calcium calcium sensors and
terrestris/ binding motif/ calcium signal
CAE18114 2 (2e—04) modulators; Ca* binding
induces a
conformational change
in the EF-hand motif,
leading to the activation
or inactivation of target
proteins
8 (E) EY892890 434 (n=3) MGC107867 protein 2e—04 cd00051/EF- Same as above
(Parvalb) (similar to hand, calcium
parvalbumin)/ binding motif/
Xenopus tropicalis/ (2e—04)
NP_001015721 @
9 (E) EY892967 462 (n = 4) 16S ribosomal RNA 9e—169 None
(RiboS16) gene/Eisenia fetida/
EF126208 °
10 (E) EY892879 402 (n=5) Earthworm Copper 2e—16 None
(Cand10) Exposure Library/

© 2009 Tous droits réservés.

Lumbricus rubellus/
DR009691 °
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Table 2 (continued)

Unique Accession  Length of Blast similarity/sps/ Best blast ~ RPS-Blast Domain function
sequen- number longest or accession on no E-value (E-value)
ces (name) consensus
fragment-
bp-(number
of clones)
11 (E) EY892881 472 (n=5) Juvenile Earthworm 5e—38 None
(Cand11) Library/Lumbricus
rubellus/C0O869889 °
12 (E) EY892889 415 (n=3) Earthworm Head 5e—05 None
(Cand12) Enriched library/
lumbricus rubellus/
C0378146 °
13 (Ctl) EY893141 284 (n=4) Predicted protein/ 5e—31 None
(Cand13) Nematostella
vectensis/
XP_001638172 °
14 (E) EY892888 396 (n=3) No Blast Hit None
(Cand14)
15 (E) EY892892 318 (n = 3) No Blast Hit None
(Cand15)
16 (E) EY892903 555 (n=4) No Blast Hit None
(Cand16)
17 (E) EY892882 399 (n=5) No Blast Hit None
(Cand17)
18 (E) EY892908 739 (n=6) No Blast Hit None
(Cand18)

#BlastX results.
PBlastN results.

mixture (5.75 fold induction and p = 0.001). According to
the SSH results, both TCTP and candidate 10 were expected
to be up-regulated by metallic exposure. Accordingly, they
were characterized by a moderate but significant induction
of their expression, after 1 and 14 days of exposure for TCTP
(1.81, p=0.031 and 2.11 fold, p =6.10"%, respectively)
and after 14 days of exposure for the candidate 10 (2.34 fold
and p = 0.005). Thus, the real-time PCR analysis confirmed
this up-regulation.

A group of 3 candidates showed a 3 fold induction of their
transcript levels. These were the Cyto b, the Ribo 516 and
the candidate 12. Candidates from these groups were
expected to be up-regulated, which is consistent with the
observed expression profiles.

Three other candidates, namely Lys, candidates 15 and
17, displayed the highest variations of their expression
ratios. This group is characterized by a strong and significant
induction (5.89-21.84 fold) of each gene.

Finally, a last group contains 5 candidates exhibiting
variation of expression they were not expected to. Indeed,
CytOx c, SCBP, Parvalb and candidate 18 showed a
substantial decrease of their levels of expression whereas
they were expected to be up-regulated. Similarly, candidate
13 showed a significant increase of its transcript levels
whereas it was expected to be down-regulated. Expression
levels of these genes were not measured in animals exposed
in “paturally” polluted soils.

© 2009 Tous droits réservés.

Transcript levels of only 4 candidates (Granu, candidates
11, 14 and 16) did not vary substantially.

Overall, of the 14 candidates showing variations of
transcript levels, we confirmed 9 of them had the expected
increase in transcript abundance.

Expression profiles in a field soil

In a second step of validation, expression levels of the 9
remaining candidates (validated in step 1) were measured
in animals exposed to a contaminated soil originating
from Metaleurop for either 1 or 14 days. Expression
levels of 6 candidates (Cyto b, TCTP, Ribo S16, candi-
dates 10, 12 and 15) did not show significant variation in
response to the metallic stress. Three candidates exhibited
significant increase of their level of expression (Figure 3
and Table 4).

Cd-MT showed a significant increase of its transcript
levels after 14 days of exposure to the field soil (10.4 fold
and p = 0.041).

Lys was characterized by an induction of its expression for
all exposure durations (1.42 fold and p = 0.031 after 1 day
of exposure and 2.76 fold and p =0.012 after 14 days of
exposure).

Candidate 17 showed a significant increase of the quantity
of mMRNA expressed after 1 and 14 days of exposure
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Figure 2 Relative expression ratios of the 18 selected candidates during the metallic exposure. (For each transcript, expression
levels (relative to -actin) were measured on E. fetida exposed 1 and 14 days to the metallic mixture (E) and on E. fetida exposed 1
and 14 days to a control soil (C). For better clarity, relative expression is presented as a ratio of expression levels of exposed E. fetida
relative to unexposed E. fetida. OJ: Control 1 day; [&: Control 14 days; [4: Exposed 1 day; B5: Exposed 14 days.

(1.52 fold; p=0.020 and 3.93; p=0.006, respectively)
compared with the quantity obtained in control animals.

Metal analysis

Cd and Pb burdens of E. fetida, which were metal-exposed
for 1 or 14 days, indicated clearly that these metals were
accumulated in worms exposed either to artificial metal-
spiked soil or to polluted field soil. On the other hand,
accumulation of Zn in worms was not observed. Indeed,
concentrations of Zn kept unchanged in worms exposed to
740 mg kg™" of Zn in metal-spiked soil or 1191 mgkg™' of Zn in
polluted field soil (Tables 5 and 6).

Rapid amplification of cDNA ends (RACE)

A 5RACE was performed on transcripts corresponding to
candidate 17 to obtain the full-length sequence. This 5'RACE
treatment allowed the obtention of a 1473 bp sequence
(initially only 399bp) containing the complete coding
sequence (Genbank accession number EU296921) with
strong similarity to the coactosin-like protein (CLP) of Danio
rerio (E-value = 6e—32) (Supplementary Figure 1) (Fig. 4).

Discussion

The Annelida Oligochaeta E. fetida was chosen to perform
this work because this model is recommended in ecotox-
icology by OECD [38] and has been the subject of many
physiological studies [17,25,31]. Although studied a lot, the
number of nucleotidic sequences available in genomic
libraries was relatively low until recently. A total of 3292
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sequences are currently available in Genbank, and most of
them are due to a single study by Pirooznia et al. [39]. The
764 sequences we obtained add to this initial database and
are particularly interesting since they have been specifically
chosen so as to be differentially expressed following
metallic stress in coelomocytes.

In this work, we focused on the identification of genes
whose expression was up-regulated after 1 day as well as
after 14 days of exposure and on genes, which were down-
regulated after 14 days of exposure. The approach of
identifying genes potentially under-expressed after 1 day of
exposure was not exploited because a previous study showed
that for many genes the decrease of level of expression
following metal exposure was only transient. Thus, the level
of expression of many genes coding effectors such as
catalase, superoxide dismutase, heat shock proteins de-
creases after 48h intoxication. This drop of expression
was attributed to the massive induction of the gene coding
MT [16].

The first validation step consisted of the analysis of the
expression level of each candidate using real-time PCR in
worms exposed to contaminated artificial soil. This step
demonstrated that 9 candidates among the 18 selected were
really induced by the contamination. Among the sequences
exhibiting a strong redundancy and validated by this first
step, it is not surprising to find the Cd-MT. Indeed, this gene,
which is well documented in lumbricids, is involved in
homeostasis of essential MTE (Cu and Zn) and in detoxifica-
tion mechanisms of non-essential metals (Cd). MT is
regarded as a good biomarker of exposure because it shows
a dose and time-dependent increase of the protein and of
the number of transcripts coding MT when worms are
exposed to a metallic contamination and especially to a
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contamination containing Cd [15,16,20,40]. In our study, this

o0 ° - transcript is used as a positive control and its presence
2lga 34 among the potentially induced sequences was expected and
S|css oo is indeed reassuring. The presence of many copies of this
~ - - transcript also shows that the subtractive step of the SSH
"é b 8 ] was successful, which is necessary to obtain satisfactory
S le wio results, was correctly carried out and that the 764 single
© sequences have a good chance to be differentially expressed
= under the conditions of realization of the subtractive library.
§ g 2 z2 The translationally controlled tumor protein (TCTP)
was identified in another Annelida Oligochaeta species
S g i Si (L. rubellus) and its expression is induced by a multimetallic
- 2 &2 contamination [34]. Expression of TCTP in E. fetida is not
|9 |=m @& affected by a monometallic exposure to Cd or Cu [16].
3| Therefore, the present work shows that the expression of
21284 54 TCTP is slightly induced in E. fetida exposed to artificial soil
g S|l=c =¢ containing 40mgkg™" of Cd, 500mgkg™' of Pb and
E | m 700mgkg™" of Zn. TCTP was first identified as a tumor-
9 -E el 8 associated protein. It was demonstrated in vertebrates that
o S :,: g : g TCTP is a housekeeping gene and that gene expression
§ ~ deregulation may be involved in tumor development of
SIS ob 8 colon carcinoma [41]. Moreover, it was shown that TCTP
8| &§|mS =9 displays more general ‘“cytokine-like activities”, as it also
§ C|me me induces the production of interleukins from basophils and
2= - eosinophils [42].
S g 28 & 4 The three other candidates presenting homologies with
g O|Sc o< known proteins and showing an increase of their expression
Q| e level following a metallic stress on artificial soil are lysenin,
812|124 3 § cytochrome b and ribosomal protein S16. From our knowl-
®| S| ~0o edge, these effectors have not been involved in a context of
2| e regulation of metals or metal pollution. Lastly, among the 9
‘g Zé o8 < Q@ candidates validated by this first step, candidates 10, 12, 15
s :ﬂ% : g : g and 17 correspond to non-identified genes.
9 One of the tested candidates, which did not show
§ % ~ - variation of expression in exposed worms is documented in
8 % n 8 n 8 other species. Indeed, the cytochrome C oxidase subunit |
§ = | @2e @@ was studied in aquatic organisms. It was demonstrated that
§ a0 of cytochrome C oxidase subunit | gene expression was up-
a § g g g g regulated after mercury exposure in zebrafish Danio rerio
° [43] and Cd exposure in zebra mussel Dreissena polymorpha
© g n S~ | [44]. Over-expression of cytochrome C oxidase subunit | has
% 518 g -2 also been evidenced in a pyrethroid insecticide-resistant
2 . strain of German cockroach Blatella germanica [45].
g o I - 5 The aim of our study being to consider environmental
§ = = g IR conditions, a second step of validation of the 9 candidates
s | 4 . induced on polluted artificial soil was undertaken. To do
ER a § 0 ‘e this, worms were exposed to a ‘“naturally”’ contaminated
B mE & soil originating from the site of Metaleurop, north of France.
g o Some genes that were induced in worms exposed to
g Slwg ob contaminated artificial soil were not induced in the tested
S|l2|lmae ©o Metaleurop soil. Such differences may be due to the fact
4 vee e that the structure and the texture of artificial soil are
§ E w - S completely different compare to ﬁeld soil‘ .(Table 5). For
ps 3 g 2 : g instance, it was shown that the bioavailability of MTE for
= o living organisms and especially worms, depends of soil
S N N S properties like the content of organic matter, the pH, the
2le|S2 &2 |E£ cation exchange capacity and the quantity of clay [46,47].
R Moreover, the mode of administration of MTE in artificial
: - % § soil, via the use of metallic solutions, makes these metals
I & o y much bioavailable. As a consequence, toxicity and a greater
= - 3 c bioaccumulation of metals are usually observed for weaker

concentrations in artificial soil [48,49].
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Figure 3 Relative expression ratios of transcripts of 9 remaining candidates during the smelter soil exposure. (For each transcript,
expression levels (relative to f-actin) were measured on E. fetida exposed 1 and 14 days to the smelter soil (E) and on E. fetida from
controlled cultures of our laboratory (C). For better clarity, relative expression is presented as a ratio of expression levels of exposed
E. fetida relative to unexposed E. fetida. [J: Control; [Z: Exposed 1 day; E5: Exposed 14 days.

Table 4 Induction factors (compared with control soils) and p values observed for the 18 selected candidates during the
smelter soil exposure.

Lys Cd-MT Cyto b TCTP RiboS16 Cand10 Cand12 Cand15 Cand17
1 day 1.42 0.93 0.86 0.76 0.73 0.81 0.66 0.18 1.52
p 0.030 n.s. 0.039 n.s. n.s 0.014 0.013 0.002 0.020
14 days 2.76 10.36 1.29 1.38 1.07 0.96 1.66 0.49 3.93
p 0.012 0.041 0.002 n.s. n.s n.s. 0.010 0.006 0.006
n.s: non-significant.
Table 5 0.01M CaCl; extractable (n = 3) and total (n = 3) metal concentrations of soils used in this study.
Soil 0.01 M CaCl, extraction Total metal concentrations

Cd (mg/kg) Pb (mg/kg) Zn (mg/kg) Cd (mg/kg) Pb (mg/kg) Zn (mg/kg)

Metal-spiked soil 9.62 1.24 172.73 41.18 614.7 740.4
Field soil 1.7 143.8 15.1 946 1191

Cd and Pb burdens of E. fetida, which were metal-
exposed for 1 or 14 days indicated clearly that these
metals were accumulated in worms exposed either to
artificial metal-spiked soil or to polluted field soil. These
data showed that gene expressions are induced in animals
that accumulate metals (cadmium and lead). Zn remains
unchanged in worms exposed to metal-spiked soil or in
polluted field soil. These results are in accordance with
those of Demuynck et al. [27] suggesting that Zn is
regulated.

© 2009 Tous droits réservés.

Overall, only 3 candidates were induced in worms
exposed to the Metaleurop polluted soil. These candidates
are, Cd-MT, lysenin and a transcript corresponding to a
gene, which function was unknown (candidate 17).

Cloning of the complete coding sequence of candidate 17
allowed the identification of the CLP. CLP is a member of the
ADF/Cofilin group of actin-binding proteins, which support
the activity of the 5-Lipoxygenase (5-LO), an enzyme
of central importance in cellular leukotriene (LT)
synthesis. 5-LO and LT are two key components involved in
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Table 6 Metal contents (Cd, Pb and Zn) in non-exposed Eisenia fetida and in Eisenia fetida exposed either to artificial metal-
spiked soil or to polluted field soil.

Cd (mg/kg of dry worm) Pb (mg/kg of dry worm) Zn (mg/kg of dry worm)

Control animals 0.63+0.50 <0.01 91.04+3.79
Metal-spiked soil 1 day 6.82+1.38 6.75+2.77 175.52+9.01
p <0.05 <0.05 n.s.
Metal-spiked soil 14 days 33.12+2.36 47.83+4.27 184.66 +16.61
p <0.05 <0.05 n.s.

Field soil 1day 4.86+0.50 9.05+2.84 156.11+7.18
p <0.05 <0.05 <0.05

Field soil 14 days 23.224+-4.67 32.26+4.50 95.26+12.35
p <0.05 <0.05 n.s.

Results are expressed as mean values +standard errors (n = 3 groups of 5 animals per treatment). n.s: non-significant.

Multiple sequence alignment

H sapiens MATKIDKEACRAAYNLVRDDGSAVIWVTFKYDGS-TIVPGEQGAEYQHFIQQCTDDVRLFEF 59
M musculus MATKIDKEACRAAYNLVRDDGSAVIWVTFRYDGA-TIVPGDQGADYQHFIQQCTDDVRLF 59
D rerio MATRIDKEACREAYNLVRDDSSGICWACFKYDGS-TIVPGGHGSDYEEFKSQCTVDSRVFEF 59
E fetida MAD-IQKESIAEAYDDVRNDQTPTTWALLGYDDSNTIVLLGTGSEYEEFRSKFSDDDRLF 59
*k ko kk . *k . Kk ok . k. . Kk . Kkk* koaoke k. .k Kok
H sapiens AFVRFTTGDAMSKRSINFALITWIGENVSGLQRAKTGTDKTLVKEVVQONFAKEFVISDRKE 119
M musculus AFVRFTTGDAMSKRSINFALITWIGEDVSGLQRAKTGTDKTLVKEVVONFAKEFVISDRKE 119
D rerio GFVRIMTGDAMSKRSIWFTFITWIGENITGLQRAKISTDKALVKDAVPTFAKEFMISDPKE 119
E fetida GFVRLTAGDELSKRAIFVLITWIGSNISALKRAKVSTDKSTVKSILONFALEIQISDLAE 119

Lkkk L kk  ckkkkk | ckkkkk | s Kikkk _kkk. Kk Kk k. kkx K

H sapiens LEEDFIKSEL GGANYDAQTE- 142

M musculus LEEDFIRSEL GGANYDAQSE- 142

D rerio LEEEYLRTEL GGANYDAQAE- 142

E fetida LEEPNIREAL GGAQYGTGVRD 143
* % % 13 *******:*‘:

Figure 4 Alignment of the Eisenia fetida coactosin-like protein putative amino acid sequence and other selected amino acid
sequences using ClustalW: Homo sapiens (Accession no. Q14019), Mus Musculus (Accession no. NP_082347), Danio rerio (Accession
no. NP_956306) and Eisenia fetida (Accession no. EU296921). Amino acids in bold indicate the two binding sites of coactosin-like
protein. Symbols: * identity, : conserved substitutions have been observed, . semi-conserved substitutions are observed.

inflammatory disorders in vertebrates [50,51]. Studies on
immune cells in human and vertebrate models have shown
that CLP can up-regulate and modulate the 5-LO pathway
in vitro [51].

Thus, CLP support Ca?*-induced 5-LO activity and can
function as a chaperone and/or scaffold for 5-LO. Moreover,
CLP up-regulate the LT production, a very important agent
in inflammatory response [51, see 52 for details].

It has been shown in rabbit macrophages, that Cd**
disrupts the 5-LO pathway by enhancing release of LTB,,
responsible for the extension of the inflammatory reaction
after cadmium exposure [53]. In the latter study, authors
suggest that Cd?* partially mimics the effect of Ca%*, which
is an activator of the 5-LO activity and consequently
required for the synthesis of LTB4. An indirect action of
cadmium is supported by the lack of metal response
elements observed in upstream part of mouse CLP gene
[54]. Little is known about CLP in invertebrates. Therefore,
the presence of CLP in E. fetida immune cells also supports
its implication in stress and/or inflammatory mechanisms.

© 2009 Tous droits réservés.

Moreover, the conservation of the two residues of key
importance for interaction with 5-LO (Lys-131) and F-actin
(Lys-75) is in favour of a similar role for CLP in our
invertebrate model (Figure 4) [55].

Qualitative and quantitative gene expression analysis may
be used to study the immune part of the response to a
metallic stress. Moreover, expression profiles of numerous
selected genes, as MT and both new ones described in this
work, may constitute a “signature’ of changes due to MTE.
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Physical-chemical parameters of the soil sampled tie smelter
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Physical-chemical parameters
pH 7,7
Clay 180
Silt 692
Sand g kg* 128
Organic matter 32,2
CaCQ total 2,00
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Table2 SM
Sequences of the forward and reverse primers useddl-time quantitative PCR
Names Seqguences

1 Ef-SSH-Lys Forward 5'-CGGCAACAAACGTCTAC-3'
Reverse 5-GTGAAATACAGGCAGAAGC-3'

2 Ef-SSH-MT Forward 5'-CGCAAGAGAGGGATCAACTT-3'
Reverse 5-CTATGCAAAGTCAAACTGTC-3'

3 Ef-SSH-CytoC Forward 5-TTCTTGGGGTTTGGGC-3'
Reverse 5-GTTCATCCTGTCCCAGC-3'

4 Ef-SSH-CytoB Forward 5'-AATAAGGGTGAAACGGGA-3
Reverse 5-CTAACCTGTTCTCAGCG-3’

5 Ef-SSH-TCTP Forward 5-TCGAATATGCCCTCAGC-3'
Reverse 5-GTATGGCGTTTCTCCATC-3'

6 Ef-SSH-Granu Forward 5-CTACCCGAACGATGTCT-3
Reverse 5-ACCTACGACAATGGCT-3’

7 Ef-SSH-SCBP Forward 5-GGTTATCTGGATGAGGACG-3
Reverse 5-CGTAGCACCCATCAACA-3

8 Ef-SSH-Parvalb Forward 5’-GGCCATTCACCAATCC-3
Reverse 5-CCCATCCATTCTCTCTCAA-3’

9 Ef-SSH-RiboS16 Forward 5-TTACGCCGGTCTGAAC-3’
Reverse 5-TCACACACTTGACCCT-3

10 Ef-SSH-Cand10 Forward 5-TTCTGCCTCTCCGACT-3
Reverse 5-AGACTGCATTCGTAGGG-3’

11 Ef-SSH-Cand11 Forward 5-CTACTCCTGCGAGACA-3’
Reverse 5-CCCGAGTCTTAACAGTCC-3

12 Ef-SSH-Cand12 Forward 5-GAATGTCTGTCATCCGC-3’
Reverse 5'-GCGGAGATATAGCATCG-3

13 Ef-SSH-Cand13 Forward 5-CTACACTTCGCCAGGG-3
Reverse 5'-CGCTAGTAGGTAAAGGCT-3'

14 Ef-SSH-Cand14 Forward 5-CGAGTTGACCAGAGGG-3’
Reverse 5’-TGTGACACGAGACCTTC-3

15 Ef-SSH-Cand15 Forward 5-TGGACTCACAACTTGTCT-3
Reverse 5-ATAGGCACACGACTGTTA-3

16 Ef-SSH-Cand16 Forward 5-CGATGTTACGCAGTTTCT-3
Reverse 5’-GGAGTGTCTCGCTCAG-3’

17 Ef-SSH-Cand17 Forward 5-TGCTCGTTAAGGTGGTC-3
Reverse 5'-AACGCAAACATGGAGT-3’

18 Ef-SSH-Cand18 Forward 5-TGTCTGGATACAGATAGGTG-3’

Reverse 5’'-AGGTATTCCTTTCCTCGG-3’
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Figurel SM:

cgacccggacct cgt cgt agt cgt cgt ct ggggt ccacccgt t gcccgt cgt ct ggecct cgt
cgt ct cacagt cgcact caccggt t cgect cgt ct acggt t agaagat cgt ccgt t ccac
agt gt ct ct gct acgagt ct caagat ggccgacat ccagaaggaat cgat cgcagaggcc
M A DI Q K E S I A E A
t acgacgat gt caggaacgaccaaacgccaaccacct gggct ct ct t gggt t at gat gac
Y DDV RNDOQTW®PTTWAULL GY DD
agcaacacgattgttctcttggggacgggat cagaat at gaagaat t cagat caaagt tt
S NT 1 VL L GT G S E Y EE F R S K F
t ct gat gacgacaggct cttt ggatt cgtt cgt ct aact gct ggagat gaat t gagcaag
Ss bbb DWRWLFGFVRLTAGDEL S K
agagcaaagt t cgt gct cat cacgt ggat cggaagcaacat cagcgcact gaagagagct
R AK F V L I T WI G S NI S AL KRA
aaagt cagcaccgacaagt ccaccgt caaat ccat cct ccagaattttgcctt ggagatt
K v S T DK STVK S I L QNJFAL E I
caaat cagt gacct t gcagagct ggaagagccgaat at ccgggaggcegt t gaagaaggca
QI S DL A EL EEWPNI REAL KK A
ggaggcgcccagt at ggaaccggggt ccgecgact gacgat gecct t caacggat cacgcga
G GA QY GT GV R D -
aagcaggaaat t cact gt t gt ct acgt caat at t ct gaccct gaagt cct acggaaat gt
gggt gccgat ggaggagccaaat ccgat gacat t gcaaaagaat t agaccaaagacaaga
acgctttttaaattcgttgaaatttcagattattttctattcgtcagtgtagcggttaac
t ggt t aaagcggaaaacgt ggt aaat tt agacgct t ct ct ggaagt cctt acaagt gct a
gat aat t caact gaggcacat gcat t cat gaacaat t t acagt aat cgagcgacaagt ag
ccctattaacctctatacctctgttggtgcatattcgeccgacgtttaaaaggat ggaagg
ttt aaat gggt cagacat t ccgggaaacat gt gggcct at gct cgt at gcct at gcccaa
cccccaagat t gacgect at aat ggt gt gt ggat at acggaggcct at gt aat t t cacaa
ttcgtaacgttgccagggattagttgggccacat gttccggt gt gaacgttgctcgttaa
ggcggt ctt ccaat ccagagaaattttgctcaaattcgctgatcctgtataatgtatctt
cttcttttgtctatctttcgatcagtagttgctccgtgaattagttgcaacagcagctga
t gagt aaat agt gcgcat t gaat at cgccat aat t at aggaacattt gt agatt cacgtt
tttagaaaat ccagaaatttaactccatgtttgegtttctagtgttgatcttctgcetgaa
gaact gacgcgagt ct t ct gat gcgat cact at aggt ct at at at agt t at acgagaaag
ctttttgtttagacgtttaggcagtctat gt

Fig. 1 SM:Complete coding sequencekitenia fetida Coactosin-Like Protein. Depicted is
the base sequence with the amino acid translafitrecencoded protein. The sequence was
submitted to international genetic databases uactssion No. EU296921
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Conclusions

Le constat de fonctionnement/dysfonctionnement iagani des écosystémes et des
communautés (animales/végétales) doit s’accompagiinee compréhension des relations
entre organismes et de la biologie (y compris Jactdogie) d’espéces clés. Le but principal
est d’identifier les causes de perturbaiiositu (exposition) et éventuellement de dégager des
moyens de remédiation efficaces compatibles avewitant. Une véritable approche
écotoxicologique doit se fonder sur une approch&gmant les différents niveaux
d’organisation (du moléculaire a I'écosysteme) @sjgurs échelles spatiales et temporelles.
Les indicateurs écologiques globauxg( indices de diversité, indices biotiques, indices
biologiques diatomiques, etc.) présentent I'avaatdg donner une vision intégrée de I'état de
santé de I'écosysteme. lIs sont réalistes danstara ou ils sont étabilis situ, intégrant une
dimension temporelle, mais sont difficles a metten ceuvre avec une bonne
«reproductibilité» et ne permettent souvent qu'onstat tardif des atteintes subies par les
milieux. En effet, I'étude des réponses biologiqdes individus vis-a-vis d’'un contaminant
est trés importante pour évaluer les risques d®fiélétéres sur les organismes qui peuplent
un écosysteme. Ainsi, de nombreuses recherchesoemxiologie se focalisent sur la mesure
des traits d’histoire de vie, typiquement la matdalainsi que sur les effets des contaminants
sur la reproduction et la croissance. Depuis gusgannées, les recherches réalisées a
I'échelle infra-individuelle, et plus particulieremt au niveau moléculaire, se multiplient. Ces
travaux permettent de mieux comprendre les mécasista toxicité et mettent en rapport les
changements moléculaires avec les changementsvébsau niveau des individus et des
populations.

Les travaux menés au cours de cette thése comdtitwge contribution, 1- a
l'identification de genes différentiellement expéa chez I'Annélide Oligochét&isenia
fetida, en réponse a une contamination d’origine métadlig2- a l'identification de genes
dont les variations d’expression pourraient étrdiciatrices d’exposition métallique, donc
biomarqueurs potentiels. Ces travaux ont été misiér la base de plusieurs constats, 1- la
nécessité de rassembler I'ensemble des candidatentigts identifiés chez divers
macroinvertébrés, chez une seule et méme espéedta,n2cessité d’identifier de nouveaux
candidats biomarqueurs d’exposition et d'effet tiéize, 3- le manque de données
génétiques disponibles pour une espéce pourtandbmreandée comme modéle en
écotoxicologie (OCDE, 1984 et 2004). De nombrea&&sides ont été menées pour identifier
les génes répondant spécifiquement a une contdomnatétallique chez diverses espéces

d’'invertébrés. Parmi les grandes fonctions phygiglees perturbées, on trouve la fonction
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immunitaire qui semble favorable a lidentificatiae nouveaux génes différentiellement

exprimés lors d’'une exposition a une contaminatitmrigine métallique. Les coelomocytes

étant les cellules immunocompétentes diisenia fetidanous nous sommes principalement
intéressés au niveau d’expression des candidagstieginés dans ce tissu. Pour cela, une
recherche bibliographique nous a permis d'idemtifide cloner et d’analyser le niveau

d’expression de plusieurs candidats biomarqueupigoés dans I'immunité et documentés

dans la littérature pour leurs variations observébez divers macroinvertébrés lors

d’expositions a des contaminants d'origine métabliq Puis, chacun des effecteurs
sélectionnés a fait I'objet d'une analyse de smeai d’expression lors d’une exposition a un
contaminant métallique. Par ailleurs, de nouveaéreg différentiellement exprimés lors

d’expositions métalliques ont été recherchés patolastruction de banques soustractives
d’ADNC.

Clonage et analyse du niveau d’expression de 16 chaats biomarqueurs chezEisenia

fetida lors d’expositionsin vivo a des éléments traces métalliques

Cette approche qualifiee de ciblée, basée surdivlasion d’'une forte conservation
phylogénique entre espéces, nous a permis d’ifesngif de tester 16 candidats biomarqueurs
chez notre modéle de laboratoire, I'Annélide Oligete Eisenia fetida Dans un premier
temps cette approche s’est révélée quelque pewaldee En effet, malgré le grand nombre
de génes identifies comme variant potentiellemenms Id’une contamination d’origine
métallique, seule I'étude de I'expression du g&ademta apporté de nouvelles informations
concernant sa cinétique d'induction. En effet, @ney se caractérise par sa précocité
d’'induction et une réponse de type dose- et tergpgidante. Il apparait que I'analyse de
I'expression de ce gene est utilisable comme bigoeur d’exposition métallique. Les autres
candidats testés méme s'ils apportent de l'infoimnasur leurs variations d’expression lors
d’'une exposition métallique, notamment avec la mis&vidence d’'un phénoméne de Trade-
off, ne semblent pas utilisables en tant que bigorurs. Ce travail nous a également permis
de comparer les résultats obtenus sur ccelomodyégsneaux entiers. Bien que les variations
les plus importantes aient été mesurées a la fioiselomocytes et animal entier, d’un point
de vue technique les cellules circulantes de l&&aeelomique sont faciles a échantillonner.
Une méthode non-invasive permet de les obteneseARN extraits sont de meilleure qualité.
Ces cellules sont impliquées dans la détoxicatemaéments absorbés par voie alimentaire,

par absorption dermique et dans toutes les vomectétion menant aux néphridies. Ainsi, ce
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tissu contient la grande majorité des effecteurmumitaires et les protéines impliquées dans
la détoxication.

Cette approche nous a également permis de mettévidance I'existence d’'une nouvelle
voie de détoxication des ETMs chErsenia fetida En effet, en exploitant la conservation
observée entre les especes, nous avons été capmblel®ner le gengcs a partir des
ccelomocytes . fetida Ce travail est la premiére preuve de son existelans un phylum
appartenant aux Lophotrochozoaires. Les résultattnas suggérent I'existence d’'une action
coordonnée des genpsset Cd-mt Le géenepcs semble étre un gene a réponse immédiate
pour des contaminations en Cd de faible amplitaddis que le généd-mtprendrait le relais
lors d’exposition a de plus fortes concentrationsGzl. Des études complémentaires sont
nécessaires afin de déterminer si ce gene estftaetionnel chezZ. fetida(i.e. permet de
catalyser la synthese de phytochélatines a paatglatathion). Ce travail, faisant appel a des
outils de protéomiques (HPLC, spectrométrie de mjasst en cours de réalisation. Des
expérimentations sont également actuellement emscpour mieux appréhender le mode
d’activation et le mode d’action de la phytochelatsynthase, mais aussi pour évaluer son

intérét en tant que biomarqueur de contaminatiotalirgue.

Identification et étude du profil d’expression de muveaux genes induits par les éléments
traces métalliques dans les cellules circulantes ti&nnélide Eisenia fetida

Afin d’identifier de nouveaux genes plus spécifiqemt exprimés au cours d'un
épisode de contamination métallique, nous avonsemd la construction de banques
soustractives. La technique d’hybridation sousivadqiSSH) (Diatchenket al, 1996) est une
technique de choix de part sa capacité a discrimase genes différentiellement exprimés
entre 2 conditions expérimentales données. Cetimelpe qualifiée de globale, nous a permis
d’identifier les génes différentiellement expriméisdonc biomarqueurs potentiels avec des
conditions d’exposition métallique proches de celipie I'on peut retrouver sur des sites
naturels pollués. Cette étude nous a permis degené grand nombre de séguences uniques
(764 au total) d’assez grande taille (longueur mogede 300 nucléotides) avec pour
particularité d’étre toutes issues des cellules umitaires, les coelomocytes. Jusqu’alors la
plupart des séquences disponibles dans les bamgue®nnées étaient issues de I'animal
entier. Une analyse du niveau d’expression de h8idats sur sol artificiel et sur sol naturel

contaminé a permis de mettre en lumiére deux naxveandidats impliqués dans I'immunité
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et particulierement intéressants du fait de leasations lors d’épisodes de contamination

métallique : ldysénineet lacoactosin-like protein

Perspectives

Suite aux résultats obtenus lors de cette thessigpirs pistes sont envisageables.

Tout d’abord, l'analyse du niveau d’expression descandidats biomarqueurs
identifiés Cd-mt, pcs, lysénine, glgans des conditions proches du terrain. Toutathors
d’études en microcosmeise. en utilisant des sols prélevés sur des sites conés par les
ETMs afin d’y exposer notre modele de laboratdife.travail est en cours de réalisation au
laboratoire (Collaboration avec le Dr Francis Dquinstitut Supérieur d'Agriculture de
Lille).

De plus, I'exploitation de nos banques soustrastigoit se poursuivre car seules 18
séquences ont fait I'objet d’'une analyse fine dar leiveau d’expression alors que 764
séquences uniques (correspondant chacune a un gehegté identifiées. Toutes les
séquences sont potentiellement différentiellemexprimées lors d’expositions a des
contaminants métalliques. L'analyse de I'ensemiglecels séquences pourrait étre envisagee
au moyen de la réalisation d’'une puce a ADN, suiiime confirmation passant par I'analyse
du niveau d’expression des nouveaux candidats &iesitifies par PCR en temps réel.
Certains auteurs pensent que l'utilisation d’outilsléculaires permettant I'étude des profils
d’expression du plus grand nombre possible de gégmeses a ADN) peut constituer une
« signature » de perturbation des changementstingar un composé chimique (Lettieri,
2006). On entend par « signature » de perturbaltidentification des genes ou d’'un groupe
de génes représentatif d'une voie physiologiquet d@xpression est perturbée par un
polluant donné. Selon nous, il est difficile deréareposer un diagnostic uniqguement sur la
variation d’expression d’'un ou plusieurs genes iclinés comme biomarqueurs d’exposition,
méme s'il s'agit de génes majeurs (ex :dd-m). A I'heure actuelle, dans les études de
génomique disponibles, les puces a ADN n’établispas une signature pour un polluant
donné. En revanche, elles permettent d’identifiels dyenes ou un groupe de genes
représentatif d’'une voie physiologique dont I'exgsien est perturbée par un polluant donné.
Nous pensons que I'élaboration puis l'utilisatics glices a ADN composées d’'une batterie
de geéenes sélectionnés (impligués dans certainegs vonétaboliques ou fonctions
physiologiques idéalement communes a plusieursesygentinelles) seraient plus & méme de

fournir une « signature » de perturbation.
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La plupart des effecteurs étudiés lors de ce irdeathése sont conservés et présents
chez des espéces d’Annélides Oligochétes proched'@u peut retrouver sur des terrains
pollués par les ETMsLUmbricus rubellus Lumbricus castaneud.umbricus terrestriset
Lumbricus friendi. L'analyse du niveau d’expression des génes daiglibiomarqueurs
identifiés lors de ce travail de recherche est damoutil transposable chez ces espéces. Les
premiers résultats d’études menées récemment smgque certains genes varient de
maniére semblable chez des especes collectéessstarthins fortement contaminés.

Les différentes études de terrain menées sur demax préleves en milieu naturel devront
tenir compte des phénomenes d’acclimatation etag@dion. Les individus appartenant a ces
populations “naturelles” d’Annélides ayant suless| effets d’'une contamination des sols sur
une trés longue période ont une histoire d’expmsits’étalant sur plusieurs dizaines de
générations. En effet, qu’elle soit naturelle ooridjine anthropique, la contamination des sols
est un déterminant majeur du fonctionnement desySt&mes et de la survie des especes
animales d’invertébrés terrestres qui peuplentéoesystemes. Ces animaux ont deux types
de réponses possibles : (1) des réponses adaptdtieela fonction des génes est d’assurer
gu’un trait favorisé par la sélection naturellet $wdrité par la descendance). Dans ce cas une
population peut évoluer par la combinaison d’éliations individuelles et la survie
différentielle d’une population adaptée ayant lpawité de tolérer, par exemple, une forte
concentration d’'un contaminant dans un sol ; (2 ponses génétiguement programmées
pour ces contaminantsd. qu’il est possible, qu'une population exposée &amaminant de
maniere chronique ne montre pas d’adaptation dugiz les individus qui la composent
possédent une plasticité phénotypique suffisante leoir permettre de faire les réajustements
physiologiques et biochimiques nécessaires durmmt\ie afin d’atteindre au moins la fin
d'un cycle de reproduction (Morgaet al, 2007)). Cette plasticité peut se caractériser par
linduction de génes nécessaires pour limiter liéste délétéres induits par la présence a
haute dose de certains polluants (comme l'inducterCd-mt lors d’expositions au Cd).
Cependant, il est difficile de faire la distinctientre acclimatation et adaptation. En effet, lors
d’exposition a trés long terme, que l'on retrouvassiqguement sur le terrain, ce type de
réponse dit “d’acclimatation” peut se transformen réponse adaptative par la sélection
naturelle, si le trait incriminé est héritable.itke d’exemple, des recherches sur le collembole
Orchesella cincta(lnsecte ; Collembole) ont montré qu'il existaiheusélection pour les
phénotypes caractérisés par une trés forte induat® I'expression du genéd-mt Ces
auteurs ont montré que parmi les 8 alleles possimdant la Cd-MT, 3 alleles présentant une

plus forte induction en présence de Cd sont pkguients dans des populations issues de sites
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pollués. Ce caractére, reposant sur des difféeredeeséquences régulatrices de gene, est
héritable puisque transmis a la descendance ckegolgulations de collemboles vivant sur
des sols fortement contaminés par les ETMs. Il daimm avantage sélectif a la descendance
en lui permettant de mieux tolérer la présence WMETRoelofset al, 2006). Dans ce cas, il y

a eu seélection de formes alléligues d'un géne mugli dans l'acclimatation. La
compréhension des mécanismes qui régissent cessespest trés faible chez les Annélides
Oligochetes. Des études en microcosmes a l'aideotie modéle ont été entreprises pour

appréhender ces phénomenes d’acclimatation etptaitan (Bernarcet al, en préparation).
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ANNEXE 1 : Valeurs limites de concentration en éléments-tracefans les sols

Eléments-traces dans les sols Valeur limite en gWyI8
Cadmium 2

Chrome 150

Cuivre 100

Mercure 1

Nickel 50

Plomb 100

Zinc 300

Arrété du 8 janvier 1998 modifié fixant les preptions techniques applicables aux
épandages de boues sur les sols agricoles prigp@itation du décret n°97-1133 du 8
décembre 1997 relatif a I'épandage des boues issugaitement des eaux usées, JO du 31
janvier 1998.
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= = Arachidaonic acid

S-Lipoxygenase
{oxygenase) l +DE

o 5HPETE
) \\ H
S-Lipoxygenase = 00H
{LTA, synthase) o i3
5-HETE

LTA,-hydrolase LTC -synthase
{neutrophils, monocytes) (mast cells, eosinophils)

Cysteinyl-leukotrienas
A= —Eliys—Gly LTC,
Glu
A= —Cys—Gly L0,

= —Cys LTE,

ANNEXE 2 : Conversion de I'acide arachidonique en leucotri€h&s). La 5-LO catalyse la
conversion de l'acide arachidonique (AA), en acki&)-hydroperoxy-6-trans-8,11,14-cis-
eicosatetraenoique (5-HPETE), ou en L TR'hydrolyse enzymatique du LTA(catalysée
par la LTA, hydrolase) mene au LT,Bet la conjugaison avec le glutathion mene au 4.TC
D’apres Radmarkt al. 2007
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ANNEXE 3: Alignement des séquences protéiques correspoadarhytochelatine synthase ayant permis d’obtesiamorces oligonucléotidiques
dégénérées pour le clonage de la phytochelatirtbasym deisenia fetida au moyen du logiciel MultalinCaenorhabditis briggsae (no. accession
CAE59471),Caenorhabditis elegans (no. accession NP_496478)abidopsis thaliana (accession no. AAD16046)y abidopsis halleri (no. accession
AAS45236),Brassica juncea (no. accession CAC37692icotiana tabacum (no. accession AAO74500¢hizosaccharomyces pombe (no. accession
NP_593552). En rouge les acides aminés conserués dspece a l'autre, en bleu les acides aminésrent une identité d’une espéce a l'autre, en
noir les acides aminés non conserves ou sanstglenti
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ANNEXE 4 : Principe deréalisation d’une banque soustractive
Tester = ADNc atester
Driver = ADNc témoin
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Cd : 40 mg.kg'; Pb: 500 mg.kg' ; Zn : 700 mg.kg’

1 day 14 days
Control Exposed Control Exposed
Ceelomocytes Ceelomocytes Ceelomocytes Coslomocytes
MRNA mRNA MRNA MRNA
~~ Mix i ™~ Mix e
.
_ ulated Up regulated Down regulated Up regulated
-

Trade-off highlighted in
targeted approach

ANNEXE 5 : Protocole expérimental misen place pour laréalisation dela banque
soustractive sur Eiseniafetida (Brulle et al., 2008)
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Résume

Les activités métallurgiques entrainent |’ accumulation d’ é éments traces métalliques dans les
couches superficielles des sols, ou I'on peut observer des concentrations largement
supérieures au fond pédogéochimique et aux normes en vigueurs. La contamination des sols
est une menace pour la santé publique et la présence de grandes quantités d’ éléments traces
métalliques peut générer un stress susceptible d’ affecter les organismes exposés a des sols
pollués. Les Annélides Oligochétes vivent en contact étroit avec ces sols pollués et sont parmi
les organismes vivants présentant une sensibilité exacerbée aux métaux. Tres peu de choses
sont connues quant a I’identification et la mise en place des mécanismes de réponse a ces
métaux au niveau moléculaire. En exploitant, la conservation phylogénique observée entre
especes nous avons été capables de cloner et de caractériser un ensemble de biomarqueurs de
pollution potentiels a partir des cadomocytes de I’ Annélide Oligochétes Eisenia fetida une
espece modéle recommandée en écotoxicologie. Deux approches ont éé mises en place.
Premiérement, une approche qualifiée de ciblée, consistant a identifier tous les effecteurs
parmi des protéines fortement conservées pour lesquels une variation lors d’ une exposition
métallique était reportée dans la littérature. Deuxiémement, nous avons entrepris une
approche qualifiée de globale consistant en la construction de banques soustractives pour
identifier chez Eisenia fetida, les genes dont I’ expression est affectée lors d’ une exposition a
un méange complexe de métaux, représentatif d’'un site naturel fortement contaminé. Ces
deux approches ont permis I'identification de 4 candidats biomargueurs de pollution
métallique.

Mots-clés: Eisenia fetida, codomocytes, Eléments Traces Métalliques, Expression génique,
Banque soustractive, biomarqueurs.

Abstract

Metallurgical activities lead to accumulation of metal trace elements in the topsoils, where
one typically observes concentrations largely exceeding the natural background.
Contaminations of soils are a threat for public health and the presence of high amount of
metals can generate an environmental stress likely to affect the organisms exposed to polluted
soils. Earthworms living in close contact with polluted soils were studied in order to better
understand the physiological changes, the mechanisms of acclimation and of detoxification
caused by metals. By exploiting the conservation observed between species and using
molecular biology techniques, we have been able to clone and transcriptionally characterise
potential biomarkers form the immune cells of the ecotoxicologically important earthworm
species Eisenia fetida. During this Ph. D. we developed two approaches. First, a targeted
approach based on bibliographic work, enabled us to identify and select effectors among
highly preserved proteins for which variations following metal exposure were reported in
invertebrates. Second, an open strategy was undertaken by performing a Suppression
Subtractive Hybridization in order to identify genes which are differentialy expressed
following exposure to a complex mixture of metals representative of a strongly polluted soil.
These approaches allowed the description of a group of genes which expression varies
following metallic exposure as well as the analysis of their expression profiles may be used to
analyse mechanistically the immune response to a metallic stress. Moreover, expression
profiles of selected genes may constitute a signature of changes dueto MTE.

Keywords: Eisenia fetida, codomocytes, metallic exposure, gene expression, Suppression
Subtractive hybridization, biomarkers.

Laboratoire "Ecologie Numérique et Ecotoxicologie', Université des Sciences et

Technologies de Lille (Lillel), Batiment SN3, Biologie Animale, 59 655 Villeneuve d'Ascqg.
FRANCE.
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