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Immunité(s) Pourquoi s’intéresser aux marqueurs immunitaires ?

Limmunité = 2 fonctlons
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Tl IS TaTie=] &Y I Pourquoi s'intéresser aux marqueurs immunitaires ?

L'immunité = 2 fonctions / L'immunité = plusieurs composantes

B Anté-Immunité

e Barrieres physiques, chimiques, microbiologiques (peau, muqueuses des voies respiratoire
et uro-génitale, acidité des voies gastro-intestinales...)
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Tl IS TaTie=] &Y I Pourquoi s'intéresser aux marqueurs immunitaires ?

Uimmunité = 2 fonctions L'immunité = plusieurs composantes

B Immunité innée

Effecteurs moléculaires
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 Elimination

Home About Articles Sections Submission Guidelines

Current Opinion in Microbiology
Volume 59, February 2021, Pages 58-64

l l HLAEVIER Review ‘ Open Access ‘ Published: 19 March 2022

hd lecul han loved b : The molecular mechanism of SARS-CoV-2 evading host
Etudes en immunologie Molecular mechanisms €mploye Yy enteric antiviral innate immunity

pOUI‘ étayel‘ IeS I‘e|atIOI’lS baCterlal Pathogens to antagonlse hOSt 1nnate Wenjing Gu, Hui Gan, Yu Ma, Lina Xu, Zhangkai J. Cheng, Bizhou Li, Xinxing Zhang, Wujun Jiang, Jinlv Sun

hﬁte-pathogéne immunity & Baoqing Sun ™= & Chuangli Hao
Virology Journal 19, Article number: 49 (2022) | Cite this article

Jiyao Gan 1+ 2, Cristina Giogha % 3, Elizabeth L Hartland % 3 & 5181 Accesses | 12 Citations | 5 Altmetric | Metrics

Open Access W

The Defensive Interactions of Prominent Infectious Protozoan Parasites:
The Host’s Complement System

by ) Sajad Rashidi 1.2 © (3} Reza Mansouri 3, {Z) Mohammad Ali-Hassanzadeh 4, {2} Antonio Muro 5
) Paul Nguewa 6." 529 and ) Raul Manzano-Roman 5" &2

Journée BIOSURVEILLANCE, 29 novembre 2022



Immunité(s)

L'immunité = 2 fonctions

Effecteurs moléculaires

 Reconnaissance
« Signalisation

* Internalisation

« Elimination

Effecteurs cellulaires

* Apoptose / nécrose

 Phagocytose
* Encapsulation

« Aggrégation/coagulation

Y

Etudes en écotoxicologie

pour déterminer
fonctionnalité
Immunocytes

I'état

de
des

Pourquoi s’intéresser aux margueurs immunitaires ?

L'immunité = plusieurs composantes

B Immunité innée

Aquatic Toxicology

sk Volume 40, Issues 2-3, January 1998, Pages 141-156
ELSEVIER

Response of fish immune cells to in vitro
organotin exposures

K. O'Halloran, |.T. Ahokas, P.F.A. Wright & &

Fish & Shellfish Immunology 46 (2015) 88—93

Contents lists available at ScienceDirect

Fish & Shellfish Immunology

FI.SEVIER journal homepage: www.elsevier.com/locate/fsi

Full length article

Immunotoxicological effects of environmental contaminants on
marine bivalves

T. Renault”

Ecotoxicology and Environmental Safety 120 (2015) 35-40

Contents lists available at ScienceDirect

Ecotoxicology and Environmental Safety

journal homepage: www.elsevier.com/locate/ecoenv

Involvement of fish immunomarkers in environmental biomonitoring
approach: Urban and agri-viticultural context
Anne Bado-Nilles *"*, Sabrina Jolly **, Florent Lamand ¢, Alain Geffard ?,

Béatrice Gagnaire ¢, Cyril Turies”, Jean-Marc Porcher®, Wilfried Sanchez”,
Stéphane Betoulle?

ECOTOXICOLOGY AND ENVIRONMENTAL TOXICOLOGY : NEW CONCEPTS, NEW TOOLS

Flow cytometry detection of lysosomal presence

and lysosomal membrane integrity in the three-spined
stickleback (Gasterosteus aculeatus 1..) immune cells:
applications in environmental aquatic immunotoxicology.

Anne Bado-Nilles - Stéphane Betoulle - Alain Geffard -
Jean-Marc Porcher - Béatrice Gagnaire - Wilfried Sanchez
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B Immunité innée
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* Apoptose / nécrose

 Phagocytose
* Encapsulation
« Aggrégation/coagulation

v ELSEVIER journal

Etudes en écotoxicologie

O alloran, T Ahokas, PFA. Wright 9, 5 ach: Urban and agri-viticultural context

Anne Bado-Nilles *"*, Sabrina Jolly **, Florent Lamand ¢, Alain Geffard ?,
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ECOTOXICOLOGY AND ENVIRONMENTAL TOXICOLOGY : NEW CONCEPTS, NEW TOOLS

e: www.elsevier.com/locate/fsi

— Flow cytometry detection of lysosomal presence
oour déterminer Pétat de acts of environmental contaminants on and lysosomal membrane integrity in the three-spined

Immunotoxicological @
i o, arine bivalves stickleback (Gasterosteus aculeatus L.) immune cells:
fonctionnalité des ( )

. T. Renault” 1 1 1 1 ic 1 1 .
immunocytes applications in environmental aquatic immunotoxicology
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T e[S TaTi=I &I Pourquoi s’intéresser aux marqueurs immunitaires ?

Uimmunité = 2 fonctions L'immunité = plusieurs composantes

~

B Immunité acquise
(adaptative)

* - Haute spécificité antigénique
e - Effet mémoire en cas de réinfection
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Tl S TaTi=I &I Pourquoi s’intéresser aux marqueurs immunitaires ?

immunité = 2 fonctions L'immunité = plusieurs composantes

~

B Immunité innée

4

BIOL.: Processus
d'englobement et de
digestion par une cellule
de particules solides ou
d'autres cellules qu'elle

Meécanismes d’action conservés
Réponses prédictives, sensibles

® Permettent de s’affranchir de la réponse adaptive,
plus complexe et spécifique d’agents du non-soi, par
définition moins universelle pour décrire la qualité
d’un milieu.
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Antériorité Mises au point méthodologique

e Identification des immunocytes "4

e Optimisation du préléevement et
maintien des immunocytes

¢ Variabilité individuelle

Comparaison des

conditions
individuelles
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OFB sasHIMI

OFFICE FRANCAIS
DE LA BIODIVERSITE

Antériorité Mises au point méthodologique %=

e Identification des immunocytes \ Y4

e Optimisation du préléevement et «
maintien des immunocytes

e Variabilité individuelle v

Comparaison des

conditions
individuelles

Miniaturisation du test pour

1. Evaluation de plusieurs réponses biologiques
sur le méme prélevement (cytotoxicité et
immunotoxicité)

2. Calibration des parametres inter-échantillons
(nombre de cellules, volume final, volume de

: réactifs)

A Geitard) 3. Egﬁgﬁﬂ%isc;e plus d’échantillons (N = 10/site ou

Zone d'insertion
de I'aigulile

(Interreg Guide méthodologique DIADeM, po
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Antériorité Mises au point méthodologique #5 OFB  sasHimi

e as . ate: (Cells in (H+#'in R1
: e Identification des immunocytes \ Y4
Comparaison des N - |P+F
o e Optimisation du prélevement et 5,0%
conditions I ) : o
individuell maintien des immunocytes § St
SRASESIES e Variabilité individuelle v 21
* Calibration épreuve de phagocytose
* Répétabilité des mesures IP-F+
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Fish & Shellfish Immunology

v S Volume 98, March 2020, Pages 224-235
ELSEVIER

4

Full length article

A new protocol for the simultaneous flow

Qdot 800-H
103

cytometric analysis of cytotoxicity and

immunotoxicity on zebra mussel (Dreissena _
polymorpha) hemocytes T NG

AmCyan-H

Iris Barjhoux ® & &, Damien Rioult * " &, Alain Geffard * &, Melissa Palos Ladeiro * &
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Antériorité

Comparaison des

conditions
individuelles

Mises au point méthodologique Q

OFB sasHIMI

OFFICE FRANCAIS
DE LA BIODIVERSITE

e Identification des immunocytes \ Y4

e Optimisation du préléevement et
maintien des immunocytes

e Variabilité individuelle v

* Calibration épreuve de phagocytose

* Répétabilité des mesures

LEUCOCYTE DISTRIBUTION

w® e

Granulocytes Macrophages Lymphocytes

Some modifications couldinduce variation
on the principal immune system

Some modifications could by due
to cellular mortality

!

!

PHAGOCYTOSIS ACTIVITY

Excretion

S Q Q Particle

ey, 7)) degranulation

Internalization
(Phagocytosis efficiency) t

NAPDH
BN %
\@DO‘ZQQ e 1APD"
=
Aerobic phagocytosis activity

i (activate ROS level)
Phagosomes and phagolysosome formation

(anaerobic phagocytosis activity = lysosomal activity = increase of LMI)

CELLULAR MORTALITY

Viable cells

/\ =
(®

Necrotic cells Apoptotic cells
(= necrosis factor) (= apoptotic factor)

I 1

Decrease of LMI In crease of ROS basal
couldinduce level could induce
necrosis apoptosis

A

Increase of cellular mortality could induce
variation on the principal immune system

Journée BIOSURVEILLANCE, 29 novembre 2022




Antériorité Mises au point méthodologique

OFB saAsHIMI

DE LA BIODIVERSITE

e Identification des immunocytes v

e Optimisation du préléevement et
maintien des immunocytes

¢ Variabilité individuelle

Comparaison des

conditions
individuelles

LEUCOCYTE DISTRIBUTION

w® e

Granulocytes Macrophages Lymphocytes

Some modifications couldinduce variation Some modifications could by due
on the principal immune system to cellular mortality

* Calibration épreuve de phagocytose ‘l’ l

* Répétabilité des mesures

Ecotoxicology and Environmental Safety 145 (2017) 333-339

Contents lists available at ScienceDirect

Ecotoxicology and Environmental Safety

s | o
EL&E\IER journal homepage: www .elsevier.com/locate/ecoenv
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Evaluation of chlorpyrifos effects, alone and combined with
lipopolysaccharide stress, on DNA integrity and immune responses of the
three-spined stickleback, Gasterosteus aculeatus

Adrien Marchand®, Jean-Marc Porcher®, Cyril Turies®, Edith Chadili®, Olivier Palluel®,
Patrick Baudoin®, Stéphane Betoulle”, Anne Bado-Nilles™"

Validation en condition de laboratoire

(in vitro / in vivo)

P and phagoly formation
(anaerobic phagocytosis activity = lysosomal activity = increase of LMI)
ENVIRONMENTAL TOXICOLOGY AND PHARMACOLOGY 38 (2014]672—633

Available online at www.sciencedirect.com

ScienceDirect

Increase of cellular mortality could induce
variation on the principal immune system

LLS]_:\"] R journal homepage: www.elsevier.com/locate/etap

Detection of immunotoxic effects of estrogenic and Crosehark
androgenic endocrine disrupting compounds using
splenic immune cells of the female three-spined
stickleback, Gasterosteus aculeatus (L.)

A. Bado-Nilles®"*, R. Techer?, .M. Porcher®, A. Geffard®, B. Gagnaire©,
S. Betoulle?, W. Sanchez"”
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Antériorité De l'intra a I'inter-espece

e Identification des immunocytes ¥

¢ Optimisation du prélévement et ¥
maintien des immunocytes «/

¢ ariabilité individuelle

Comparaison des

conditions
individuelles

Science of the Total Environment 808 (2022) 152148

Contents lists available at ScienceDirect

e Calibration épreuve de phagocytose Science of the Total Environment

L4 Repetabilite des mesures oL V journal homepage: www.elsevier.com/locate/scitotenv
Interest of a multispecies approach in active biomonitoring: Application in )
the Meuse watershed e
° E I t . Audrey Catteau **, Jean-Marc Porcher b Anne Bado-Nilles ?, Isabelle Bonnard *, Marc Bonnard #, Arnaud Chaumot©,
valuation p ression Elise David °, Odile Dedourge-Geffard ®, Laurence Delahaut?, Nicolas Delorme®, Adeline Francois “, Laura Garnero“,
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e Discrimination d’un gradient de
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Ecotoxicology and Environmental Safety 223 (2021) 112580

Fish Physiol Biochem (2016) 42:643-657
DOT 10.1007/5 10695-015-0166-2 CrossMark Contents lists available at ScienceDirect

ECOTOXICOLOGY
ENVIRONMENTAL
SAFETY

Ecotoxicology and Environmental Safety

£ %]

e ¥4
ELSEVIER journal homepage: www .elsevier.com/locate/ecoenv

In situ experiments to assess effects of constraints linked
to caging on ecotoxicity biomarkers of the three-spined
stickleback (Gasterosteus aculeatus L.)

Application in a biomonitoring context of three-spined stickleback

Antoine Le Guernic - Wilfried Sanchez - Olivier Palluel - immunomarker reference ranges
Anne Bado-Nilles - Cyril Turies - Edith Chadili - Isabelle Cavali¢ -
Christelle Adam-Guillermin - Jean-Mare Porcher - Alain Geffard - Adrien Marchand ®', Cleo Tebby b.1 Audrey Catteau ®, Cyril Turies® Jean-Marc Porcher?®,

Stéphane Betoulle - Béatrice Gagnaire Anne Bado-Nilles ™" ovembre 2022



NSUWEEUPEUEI L= Transfert vers de nouvelles espéces #3QEB sastim

DE LA BIODIVERSITE

Transfert d’un bioessai d'immunotoxicité chez
Gammarus fossarum

Mélissa  Palos-ladeiro?, Magalie Charlé?, Damien Rioult, Antoine Le Guernic,
Arnzud Chaumot?, Alin Geffards, Ofivier Geffard®

13 UMR 1-02 SEBID, UFR Sciences Exactes et Naturelles, Campus Mouin d ls Housse, 29 1038, 51687 Reims, France

2 - INRAE, Riverly, Lsborstoire d'écotaxicologie, 5 Avenue de Ia Dous, C520244, 63625 Villeurbanne Cedex, France

g g
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Marine Pollution Bulletin 185 (2022) 114289 \
% 5

Contents lists available at ScienceDirect

Marine Pollution Bulletin

journal homepage: www.elsevier.com/locate/marpolbul

ELSEVIER

Baseline T
Bioaccumulation of trace metal elements and biomarker responses in caged | &5&
juvenile flounder at a polluted site: Effects of fish density and time exposure

5. Etablir des valeurs de référence 6. Application en biosurveillance

|||\/|\ ||||||E

Mamadou Diop™ , Jérome Couteau ™, Anne Bado-Nilles ™, Eric Tavernier®,
Baghdad Ouddane“, Jeremy Denis, Gwendoline Duong *, Francois Gevaert ", /

o

Sebastien Monchy *, Jean Laroche °, Rachid Amara*

c.f. focus sur Mytilopsis leucophaeata par K. Costil
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I SalicXe=HTIE GGl Du développement a I'application

Prélevement

Préléevement Prélevem
des
des .
: Immunocytes
Immunocytes .
: au laboratoire
In situ X
apres 24h

Préparation des
échantillons

Incubation Incubation Incubation
immunocytes iImmunocytes immunocytes
- billes - billes - billes

pendant 4h pendant 2h pendant 1h

Disponibilité des protocoles d’évaluation
de I'immunotoxicité sur toutes les espéeces

Epreuve de
phagocytose

Application in situ en 2020 et 2021 v

0 v Acquisition Acquisition

© 5 des résultats des résultats

- sur frais (jour apres fixation

2 2 J ou +24h) (différé)

G €

- «Interprétation des biomarqueurs et valeurs de référence» (O. Geffard)

«Etat écotoxique des masses d’eau et valorisation des résultats» (M. Bonnevalle-
Normand)




Focus sur

= Fausse moule brune » décrite par Conrad (1831)

Mytilopsis leucophaeata

Knowledge document for a risk assessment of the dark false
mussel, Mytilopsis leucophaeata (Conrad, 1831) in the European

Union

(Conrad, 1831)

Radboud Universiteit 4%
U

Figure 2. Mytilopsis leucophaeata, Netherlands, Noord-
Holland, Umuiden, NMR 15868, Actual size 16mm
(Natural History Museum Rotterdam 2017).

Figure 3. Mytilopsis leucophaeata, United States,
Texas, Orange, NMR 61022, Actual size 20mm (Natural
History Museum Rotterdam 2017).

Figure 4. Mytilopsis leucophaeata, Netherlands, Zuid-
Holland, ~ Hellevoetsluis, Kippenbrug, NMR 76237,
Actual size 19mm (Natural History Museum Rotterdam
2017).

Eeuwes 2018
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Focus sur Mytilopsis leucophaeata

= Fausse moule brune » décrite par Conrad (1831)

@ Bivalve de la famille des Dreissenidae

Knowledge document for a risk assessment of the dark false
mussel, Mytilopsis leucophaeata (Conrad, 1831) in the European
Union

Radboud Universiteit '@

(Conrad, 1831) 2

M. leucophaeata D. polymorpha
Figure 2. Mytilopsis leucophaeata, Netherlands, Noord-
Holland, lUmuiden, NMR 15868, Actual size 16mm Figure 4. Mytilopsis leucophaeata, Netherlands, Zuid-
(Natural History Me Rotterdam 2017). Holland, Hellevoetsluis, Kippenbrug, NMR 76237,
ety issam Butienion Anu:lslzusmm lm‘::rnlm;:y:zmm Rotterdam VerWeen et al. 2010

2017).

Eeuwes 2018

Figure 3. Mytilopsis leucophaeata, United States,
Texas, Orange, NMR 61022, Actual size 20mm (Natural
History Museum Rotterdam 2017).
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Focus sur Mytilopsis leucophaeata

= Fausse moule brune » décrite par Conrad (1831)

@ Bivalve de la famille des Dreissenidae

Knowledge document for a risk assessment of the dark false
mussel, Mytilopsis leucophaeata (Conrad, 1831) in the European
Union

M. leucophaeata D. polymorpha

Figure 2. Mytilopsis leucophaeata, Netherlands, Noord-
Holland, Umuiden, NMR 15868, Actual size 16mm Figure 4. Mytilopsis leucophaeata, Netherlands, Zuid-
(Natural History Museum Rotterdam 2017). Holland, Hellevoetsluis, Kippenbrug, NMR 76237,

Lomm (Natural Hitory Mhsseum Rotterdans Verween et al. 2010

G*’ : 2 Eeuwes 2018

N

s
5
3

< Taille: 15-20 mm avec un maximum de 30 mm

Figure 3. Mytllapsls zophmru United States,
022, A

e @ Longévité de 5 ans maxi.

@ Nutrition par filtration (55 mL h-1 pour un ind. de 20 mm & 20°C)
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Mytilopsis leucophaeata

= Origine : Golfe du Mexique et cotes atlantiques sud des USA

@ |ntroduction en Europe (port d’Anvers) en 1835

= ]¢ére découverte en France en 1872 dans le Nord (et en 1898 dans le canal

de Caen a la mer)

@ Espéce invasive (?)
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Mytilopsis leucophaeata

= Origine : Golfe du Mexique et cotes atlantiques sud des USA

@ |ntroduction en Europe (port d’Anvers) en 1835

= ]¢ére découverte en France en 1872 dans le Nord (et en 1898 dans le canal

de Caen a la mer)

@ Espéce invasive (?)

Présence en:

Pays-Bas, Allemagne, Pays de Galle (fin du 19¢me et début du 20éme siecle) LorRe INPN, MNHN
Espagne (1993), région ponto-caspienne (1996), Finlande (Mer Baltique) (2003), Pologne (2010), Suéde (2011)
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Focus sur Mytilopsis leucophaeata

= Origine : Golfe du Mexique et cotes atlantiques sud des USA
@ |ntroduction en Europe (port d’Anvers) en 1835

= ]¢ére découverte en France en 1872 dans le Nord (et en 1898 dans le canal

de Caen a la mer)

@ Espéce invasive (?)

Présence en:

Pays-Bas, Allemagne, Pays de Galle (fin du 19¢me et début du 20éme siecle) one INPN, MNHN
Espagne (1993), région ponto-caspienne (1996), Finlande (Mer Baltique) (2003), Pologne (2010), Suéde (2011)

= Habitat : fixé sur les substrats durs (e.g. pierres) ou au sein de récifs de Ficopomatus enigmaticus

VAN < B
-

i3 2 b “

: 4-
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Mytilopsis leucophaeata

@ Espece euryhaline : amplitude de salinité de 0,1 a 26,4 PSU

@ Optimum de salinité : eaux saumétres : oligohalines (0,5 — 5 PSU) et mésohalines (5-18 PSU)
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Mytilopsis leucophaeata

@ Espece euryhaline : amplitude de salinité de 0,1 a 26,4 PSU

@ Optimum de salinité : eaux saumétres : oligohalines (0,5 — 5 PSU) et mésohalines (5-18 PSU)

@ Espece pouvant étre présente sur une grande partie du continuum terre-mer
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Focus sur Mytilopsis leucophaeata

@ Espece euryhaline : amplitude de salinité de 0,1 a 26,4 PSU

@ Optimum de salinité : eaux saumétres : oligohalines (0,5 — 5 PSU) et mésohalines (5-18 PSU)
@ Espece pouvant étre présente sur une grande partie du continuum terre-mer

Richesse spécifique le long du
gradient terre-mer

no. of species

freshwater

§

Cognetti & Maltagliata 2000

Espéces dulcicoles

- . . -
4 .
EsEces saumalres
. \ .. o

Nombre d'espéces

® .
A . . . . .
. - - 3 - . ’
. . Esgeces marines .
- = . -
. A i
.- -

0 5 10 15 20 25 30 3§
Salinité
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Focus sur Mytilopsis leucophaeata

@ Espece euryhaline : amplitude de salinité de 0,1 a 26,4 PSU

@ Optimum de salinité : eaux saumétres : oligohalines (0,5 — 5 PSU) et mésohalines (5-18 PSU)

@ Espece pouvant étre présente sur une grande partie du continuum terre-mer

Richesse spécifique le long du
gradient terre-mer 3. Mpytilopsis leucophaeata: The brackish water equivalent of

Dreissena polymorpha? A review
o Verween et al. 2010
g Annick Verween, Magda Vinex and Steven Degraer
e
g
sea freshwater
Cognetti & Maltagliata 2000 Survey of PAH in low density residential stormwater ponds in coastal South

Carolina: False dark mussels (Mytilopsis leucophaeata) as potential biomonitors
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N EL 2 @ Aucune étude sur les biomarqueurs d'immunotoxicité chez M. leucophaeata
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Mytilopsis leucophaeata

@ Méthodologie appliquée a D. polymorpha transférée a M. leucophaeata
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Focus sur Mytilopsis leucophaeata

@ Méthodologie appliquée a D. polymorpha transférée a M. leucophaeata

@ La quantité d'hémolymphe prélevée est tres faible mais

la densité hémocytaire est « suffisante »

Nbre d'hémocytes en 2020 et 2021 (/mL)
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Focus sur Mytilopsis leucophaeata

, . . , . L. Nbre d'hémocytes en 2020 et 2021 (/mlL)
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Principales difféerences méthodologiques

Dresseina polymorpha Mytilopsis leucophaeata ._

Incubation en plague 96 puits avec solution L15 (75 000 Incubation en microtube (100 000 cell. / échantillon)
cell. /échantillon dans un puits )

4h d’incubation avec les billes (50 / hémocyte ; 16°C) 1h d’incubation avec les billes (100 / hémocyte ; 17°C)
Lecture de la fluorescence sur « du frais » Fixation (formaldéhyde a 3,7%) puis lecture différée (au moins
1 semaine)
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Mytilopsis leucophaeata

@ ['étude des biomarqueurs d'immunotoxicité est possible chez M. leucophaeata

MAIS oblige a se limiter aux plus grands individus
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Mytilopsis leucophaeata

@ ['étude des biomarqueurs d'immunotoxicité est possible chez M. leucophaeata

MAIS oblige a se limiter aux plus grands individus

® Chez M. leucophaeata, la fixation des hémocytes avec lecture de la fluorescence différée est

possible : avantage pour ['utilisation, en routine, des marqueurs d'immunotoxicité
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Focus sur Mytilopsis leucophaeata

@ ['étude des biomarqueurs d'immunotoxicité est possible chez M. leucophaeata

MAIS oblige a se limiter aux plus grands individus

® Chez M. leucophaeata, la fixation des hémocytes avec lecture de la fluorescence différée est

possible : avantage pour ['utilisation, en routine, des marqueurs d'immunotoxicité

@ Probleme de la distribution géographique encore mal connue (notamment en France)

= Variabilité interindividuelle importante, a considérer ...

@ Des valeurs de référence et seuils ont été proposées MAIS elles doivent étre affinées ...
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