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INTRODUCTION 

Ce manuscrit d’HDR vise à illustrer l’évolution de mes travaux de recherche, allant de la 

biologie moléculaire appliquée à la cancérogénèse environnementale à l’accostage de 

l’écotoxicologie aquatique. Le but de mes activités de recherche a toujours été la 

compréhension des causes des perturbations du fonctionnement normal des organes, conduisant 

à des formes pathologiques, notamment dans un contexte d’exposition à des stress anthropiques 

(contaminants chimiques) et biologiques (notamment les virus). 

Dans un premier temps, je présenterai l’intérêt des approches moléculaires appelées  

« -omiques » en physiologie et toxicologie environnementale. La capacité de ces approches à 

acquérir une grande quantité d’informations moléculaires (expression des gènes, abondance de 

protéines ou métabolites, jusqu’à l’identification de marqueurs épigénétiques) à l’échelle sous-

individuel (de la cellule à l’organe) permet d’aborder les études des systèmes biologiques dans 

toute leur complexité. Dans le cadre de l’interaction entre les organismes et leur environnement, 

les -omiques ont ouvert l’opportunité d’explorer les voies moléculaires qui lient l’exposition 

aux contaminants et le développement d’effets toxiques. Mes travaux menés au Centre 

International pour la Recherche sur le Cancer, agence de l’Organisation Mondiale de la Santé, 

dans la première partie de ma carrière de chercheur, ont permis de mettre en évidence des 

signatures géniques et épigénétiques caractéristiques à la fois de la pathogénèse (carcinome 

hépatocellulaire) et de l’étiologie (carcinomes de la tête et du cou) de cancers d’origine 

environnementale.  

Dans un deuxième temps, je montrerai mes premières contributions en écotoxicologie 

aquatique, qui ont représenté une véritable inflexion thématique dans mon activité scientifique. 

Je présenterai mes travaux visant à étudier la physiologie moléculaire et les modes d’action de 

contaminants chez le crustacé d’eau douce Gammarus fossarum, principal modèle animal sur 
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lequel je me suis concentré depuis mon recrutement à INRAE à travers l’utilisation d’approches 

de protéogénomique.  

Enfin, je présenterai les axes de recherche que je souhaite développer, notamment sur i) 

l’établissement d’un génome de référence pour l’espèce sentinelle Gammarus fossarum; ii) 

l’identification des voies moléculaires du système endocrine chez les gammaridés et 

l’utilisation de ces connaissances pour la construction d’outils diagnostiques pour mesurer la 

perturbation endocrine dans les milieux aquatiques ; iii) l’utilisation des approches -omiques 

pour l’étude de l’exposome des milieux aquatiques.  
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I. PHYSIOPATHOLOGIE ET TOXICOLOGIE MOLECULAIRES DANS L’ERE DES –OMIQUES. 

Apports des -omiques en physiologie  

Le suffixe –omique(s) désigne un ensemble d’approches dans le domaine des sciences 

biologiques qui visent à identifier, caractériser et quantifier toutes les molécules biologiques 

qui interviennent dans la structure, la fonction et la dynamique d'une cellule, d'un tissu ou d'un 

organisme. Au cours de cette dernière décennie, les technologies comme le séquençage de 

nouvelle génération (NGS) et la spectrométrie de masse à haute résolution, ont révolutionné 

l'approche de l'exploration et du développement des systèmes vivants (Prat & Degli Esposti 

2019). L’ensemble des approches -omiques permet des analyses « exhaustives » (dans la limite 

de la sensibilité analytique des technologies choisies et du design expérimental) au niveau de 

l’ADN (génomique et épigénomique), des ARNs codants et non codants (transcriptomique), 

des protéines (protéomique), des métabolites polaires (métabolomique) ou des lipides 

(lipidomique). Grâce au haut contenu d’information qu’elle fournissent, ces méthodologies ont 

permis d’étudier sans a priori les mécanismes de régulation d’un grand nombre de processus 

physiologiques, tels que le développement, la reproduction ou le métabolisme. (Guimarães de 

Almeida Barros et al 2012, de Graaf et al 2009, Noriega et Oliveira 2018, Alberio 2020). 

La disponibilité d’une grande quantité de données –omiques produites par les différentes 

approches au cours de ces deux dernières décades a donné naissance, certains diraient 

"renaissance" (Wolkenhauer 2001), à la biologie systémique ou biologie des systèmes. En tant 

que domaine scientifique interdisciplinaire, la biologie des systèmes combine l'informatique, 

les statistiques, les mathématiques et l'ingénierie pour analyser et interpréter les données 

biologiques de grande dimension et sert d'outil clé pour décoder l'énorme volume de données 

générées par une variété d’approches à haut débit dont les -omiques (Kitano 2002). La biologie 

de système ne s'intéresse pas tant aux « inventaires de pièces » qu'à la manière dont ces pièces 

interagissent pour produire des unités fonctionnelles dont les propriétés sont bien plus 
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importantes que la somme de leurs parties. Parmi les apports remarquables de la biologie des 

systèmes appliquée à l’interprétation et modélisation des données -omiques, on retrouve la 

reconstruction et la modélisation des réseaux métaboliques (Thiele et al 2020, Nègre et al 2019). 

Chez l’Homme, ces approches utilisent des informations physiologiques et des données  

-omiques pour générer des reconstructions métaboliques. Ces reconstructions visent à 

représenter le métabolisme de l’organisme entier résolu au niveau d’organe d'une manière 

anatomiquement et physiologiquement cohérente (Thiele et al 2020). L'intégration avec les 

données physiologiques, alimentaires et métabolomiques a permis de récapituler les cycles 

métaboliques inter-organes connus et de prédire les biomarqueurs connus de maladies 

métaboliques héréditaires dans différents fluides biologiques (Thiele et al 2020). Un des 

objectifs de ces approches est le développement de modèles computationnels du corps humain 

qui peuvent être interrogés pour personnaliser les approches thérapeutiques potentielles (Kell 

2007). Dans les sciences environnementales, les modèles métaboliques à l'échelle du génome 

sont devenus l'outil de choix pour l'analyse globale du métabolisme (Aite etl al 2018). Par 

exemple, en combinant des données génomiques et métabolomiques chez le modèle d'algue 

rouge Chondrus crispus, Belcour et al (2020) ont développé une approche pour déduire les 

réactions et les structures moléculaires de cette espèce. Ils ont ainsi pu montrer que même les 

voies métaboliques considérées comme conservées, e.g. celle des stérols ou les voies de 

synthèse des acides aminés de type mycosporine, subissent un renouvellement important, 

indiquant qu'un phénotype donné peut être conservé même si les mécanismes moléculaires 

sous-jacents diffèrent. Cette même approche a permis de proposer un modèle pour les voies de 

biosynthèse des principaux caroténoïdes dans deux espèces d’algues, Saccharina japonica et 

Cladosiphon okamuranus, mettant en évidence, d'une part, les réactions et les enzymes qui ont 

été préservées au cours de l'évolution et, d'autre part, les spécificités liées aux algues brunes 

(Nègre et al 2019). 
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Apports des -omiques en toxicologie. 

En toxicologie, ces avancées technologiques ont permis d’explorer les circuits complexes 

des gènes, des protéines ou des métabolites qui modulent les réponses toxiques et d'étudier 

comment les produits chimiques affectent l'expression de milliers de gènes. Ces patrons ou 

profils moléculaires, qui reflètent les étapes clés menant de l'exposition à la maladie, constituent 

l’objet de la toxicogénomique (Schmidt 2002), Par exemple, Hamadeh et al (2002) ont montré 

que des composés (par exemple le clofibrate ou le phénobarbital) agissant par un mécanisme 

commun (la prolifération des peroxysomes, un processus cellulaire lié à la réponse au stress 

oxydatif) ont des profils d'expression génique similaires, se distinguant des profils induites par 

d’autres contaminants. Cela signifie que les composés ayant des mécanismes similaires peuvent 

être regroupés par une empreinte génique commune, qui peut ensuite être utilisée pour prédire 

la classe chimique d'un composé inconnu. Un des objectifs de la toxicogénomique est 

d’"ancrer" phénotypiquement ces patrons moléculaires à des indices toxicologiques standards, 

tels que la chimie clinique ou la pathologie tissulaire. Un exemple récent a utilisé une approche 

transcriptomique pour expliquer les mécanismes de toxicité d’un hydrocarbure polycyclique 

aromatique, le retene, qui est associé à une toxicité développementale dépendante de l’aryl 

hydrocarbon receptor 2 (AHR2) chez le poisson zèbre (Wilson et al 2022).  

A l’image du développement de la biologie des systèmes, les approches toxicogénomiques 

ont favori l'émergence de la toxicologie des systèmes comme discipline visant à l'intégration de 

la toxicologie classique avec l'analyse quantitative de changements moléculaires et fonctionnels 

se produisant à travers différent niveaux d'organisation biologique. Il s'agit essentiellement 

d'une approche holistique pour déchiffrer l'impact des agents environnementaux (produits 

chimiques, mélanges complexes, expositions professionnelles, agents physiques, agents 

biologiques, facteurs liés au mode de vie, etc.) sur des systèmes biologiques complexes. Un 

exemple est le projet Toxome humain lancé par le National Institut of Health des Etas Unis qui 
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vise à tester les stratégies qui combinent les données -omiques et les modèles informatiques, 

dans le but de développer les concepts et les moyens pour déduire, valider et partager les voies 

moléculaires de toxicité (Bouhifd et al 2015, Kiani et al 2018). Un autre exemple est l’évolution 

du cadre conceptuel des Adverse Outcome Pathways (AOPs), un cadre formalisé pour organiser 

les connaissances biologiques et toxicologiques selon un ensemble de principes et de lignes 

directrices généralement acceptés par les communautés scientifiques et réglementaires (Ankley 

et al. 2010, Knapen et al 2018). Un AOP est une description pragmatique, basée sur des preuves 

de la chaîne d’effets biologiques (événements clés, KE) et des relations entre eux (KER) menant 

d'une perturbation moléculaire (événement initiateur moléculaire, MIE) par un facteur de stress 

à un effet néfaste sur la santé au niveau de l'organisme ou de la population (effet indésirable, 

AO) (Ankley et al. 2010). Dans ce cadre, les approches de toxicologie des systèmess peuvent 

permettre la combinaison de plusieurs types de données -omiques, nécessaire pour obtenir une 

vue d'ensemble de la cascade de réponses, et donc la définition d’un AOP. Notamment, ces 

approches cherchent à fournir une information quantitative sur les relations entre exposition et 

réponse biologique et permettre de mieux cartographier exposition et toxicité dans les AOPs 

(Bajard et al 2023). 
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Apports des -omiques en cancérogenèse environnementale. 

Dans cette partie, j’illustrerai brièvement le potentiel des approches -omiques en 

cancérogenèse environnementale à travers deux exemples de mon activité de recherche 

postdoctorale au Centre International de Recherche sur le Cancer, l’agence de recherche de 

l’Organisation Mondiale de la Santé qui s’intéresse à comprendre les causes environnementales 

des cancers pour mieux les prévenir. En particulier, j’ai pu mettre en évidence des signatures 

moléculaires associées à certaines causes étiologiques de cancers ou l’amélioration de la 

caractérisation fonctionnelle de certains gènes au cours du processus de cancérogenèse. 

Dans une première étude, je me suis intéressé à la question de signatures épigénétiques, en 

particulier la méthylation des cytosines au niveau des sites CpG, induites par le virus du 

papillome humain (VPH) dans les cancers de la tête et du cou (Degli Esposti et al 2017). Les 

cancers de la tête et du cou représentent un groupe hétérogène de cancers pour lesquels 

l’infection par le VPH est un facteur de risque récent. Grâce à la capacité de mesurer les niveaux 

de méthylation d’environ un demi-million de cytosine au niveau du génome humain 

(méthylome) par puce à ADN et à l’analyse groupée des résultats de différentes cohortes de 

patients, cette étude a mis en évidence que le VPH a un effet spécifique sur le méthylome des 

cancers de la tête et du cou et que cette signature est indépendante d’autres facteurs de risques 

connus, tel que le tabagisme ou la consommation d’alcool (Figure 1). 

De plus, grâce à l’utilisation d’algorithmes prédictifs de classification (Tibshirani et al 2002), 

une signature minimale de 5 CpGs hautement spécifique (>95%) pour les cas VPH positifs a 

été identifié. Cette signature est indépendante de la localisation anatomique du cancer, ce qui 

suggère que l’infection du virus est capable d’induire de changements de méthylation au niveau 

de loci génétiques très précis. 

Dans une deuxième étude, je me suis intéressé à l’identification et à la caractérisation 

fonctionnelle d’une grande famille d’ARNs qui ne codent pas pour des protéines, les longs 
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ARNs non codants (lncRNAs), dans le carcinome hépatocellulaire en utilisant le séquençage 

d’ARN (RNA-seq) (Degli Esposti et al 2016). 

 

 

Figure 1. L’infection du VPH induit une signature spécifique dans les cancers de la tête et du cou. A) Multi Dimensional Scaling 

(MDS) plot montrant le clustering des échantillons en fonction de la présence du virus (positif en orange, négatif en vert). B) 

un heatmap montrant 2410 positions différentiellement méthylées associées à la présence du virus dans le tissus tumorales 

(FDR<0.05, différence de méthylation > 20%). 

 

En effet, d’un point de vue mécaniste, la plupart des lncRNAs n’avait pas été caractérisée, 

même si un rôle dans le contrôle de l’expression génique avait été décrit pour certains d’entre 

eux, notamment au cours de la différentiation cellulaire chez les mammifères ou dans certaines 

pathologies, dont le cancer. Pour répondre à ces questions, j’ai combiné une analyse 

différentielle de données de RNA-seq avec des analyses de coexpression. Une analyse 

différentielle des 20 échantillons appariés avait mis en évidence 746 gènes différentiellement 

exprimés (DEGs) entre les tissus non cancéreux et les tissus cancéreux de 10 patients distincts. 

La même analyse sur les données RNA-seq de la cohorte américaine appartenant au The Cancer 

Genome Atlas (TCGA), ayant 44 patients, avait permis de valider cette première analyse (Degli 

Esposti et al 2016). Parmi les DEGs identifiés, 57 étaient annotés comme lncRNAs. Afin de 
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déduire les fonctions biologiques des lncRNA différentiellement exprimés en d'identifiant des 

groupes de coexpression (modules) incluant ces lncRNA et d’autres ARNs codant pour des 

protéines dont la fonction était connue, j’ai utilisé une analyse du réseau de coexpression des 

gènes (Weighted Gene Coexpression Network Analysis) (Zhang & Horvath 2005). Ce type 

d’analyse se base sur l’hypothèse que les gènes ayant des patrons d’expression similaires dans 

un ensemble d’échantillons ont une forte probabilité d’être fonctionnellement corrélés (Zhang 

& Horvath 2005). Cette analyse avait permis d’identifier 5 modules, dont deux présentaient une 

présence plus importante en lncRNAs (Figure 2). 

 

 

Figure 2. Analyse de coexpression des gène différentiellement exprimés entre tissus cancéreux et non cancéreux. A) 

Clustering des gènes et identification des modules (chaque module a une couleur différente). B) Distribution des lncRNAs dans 

les différents modules. 

 

Un de ces deux modules présentait un groupe de 18 lncRNAs surexprimés dans les tissus 

cancéreux coexprimés avec des gènes codant pour des protéines impliquées dans la régulation 

du cycle cellulaire. L’autre module présentait 28 lncRNAs coexprimés avec des gènes codant 

pour de fonctions majeures du métabolisme hépatique (cytochrome P450, le système du 

complément et le métabolisme du rétinol), tous sous-exprimés dans les tissus cancéreux. Ces 

résultats suggèrent que les lncRNAs peuvent participer au contrôle de l’expression des gènes 

impliqués dans la maintenance des fonctions métaboliques du foie.  
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Dans les chapitres suivants, je montrerai les potentialités de ces approches pour améliorer 

les connaissances en physiologie moléculaire des espèces utilisées en sciences 

environnementales et pour répondre aux questions écotoxicologiques concernant les 

mécanismes de toxicité des contaminants.  
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II. ECOTOXICOLOGIE MOLECULAIRE CHEZ LES ESPECES SENTINELLES  

La protéogenomique chez l’amphipode Gammarus fossarum. 

Les études en science de l’environnement visent à intégrer la biodiversité en se basant sur 

l’étude d’organismes issus de populations naturelles, mais pour lesquelles les connaissances 

moléculaires sont peu disponibles. En écotoxicologie, les espèces sentinelles ont une 

importance particulière, car il s’agit d’espèces sensibles aux perturbations environnementales 

et dont la réponse biologique peut être utilisée pour évaluer l’état de santé des milieux 

aquatiques. De ce fait, la majorité de ces espèces est considérée comme « non-modèle » en 

biologie moléculaire (certaines familles de crustacés comme les gammaridés, ou des espèces 

de poisson comme le goujon) (Armengaud et al, 2014, Trapp et al 2016). Ce constat explique 

pourquoi les effets des stress chimiques chez la plupart de ces espèces ont été étudiés plutôt au 

niveau physiologique (Handy & Depledge 1999, Geffard et al 2010) et comportementale 

(Hellou, 2011). Quand des approches sub-individuelles, telles que les essais biochimiques pour 

la mesure d’activités enzymatiques (e.g. l’activité de l’acétylcholinestérase ou de l’enzyme 

antioxydant catalase) ont été appliquées, souvent celles-ci sont le fruit du transfert de méthodes 

disponibles chez les organismes modèles sans prendre en compte la potentielle diversité de 

spécificité et de sensibilité de la réponse de chaque biomarqueur, en lien notamment à la 

distance phylogénétique entre les espèces (Gagné, 2014). Dans ce cadre, accroitre nos 

connaissances en biologie moléculaire (séquences génomiques et protéiques, métabolomique 

etc.) est devenu incontournable pour fournir des mesures spécifiques de la réponse des espèces 

sentinelles utilisées pour surveiller l’état de santé des milieux. De surcroît, ces paramètres 

mesurables au niveau moléculaire peuvent offrir des alertes précoces d’un effet toxique, avant 

que cela soit identifiable à un niveau biologique et physiologique plus élevé (Gouveia et al 

2019). Toutefois et malgré les efforts internationaux aujourd’hui en cours pour l’acquisition des 

génomes pour couvrir toute la biodiversité eucaryote (Lewin et al 2018, 2022, Blaxter et al 
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2022), nous disposons de très peu de génomes de référence pour les organismes utilisés en 

science de l’environnement. Pour accéder aux fonctions moléculaires de ces organismes et en 

étudier leurs modulations en réponse à la contamination environnementale, la protéogénomique 

offre une alternative au séquençage du génome, grâce à la combinaison du séquençage par 

courtes lectures des ARN polyadénylés (RNA-seq), dont la plupart sont codant pour de 

protéines, et la protéomique shotgun par spectrométrie de masse à haute résolution (Gouveia et 

al 2019, Armengaud et al 2014). La création d’une base de données théorique de séquences 

protéiques (Open Reading Frames, ORFs) de l’espèce sentinelle d’intérêt est permise grâce à 

l’assemblage de novo des données transcriptomiques, dont les transcrits et les ORFs résultants 

peuvent ensuite être utilisés pour interpréter et valider les spectres MS/MS (Gouveia et al 2019). 

Les fragments des transcrits obtenus par RNA-seq (contigs) traduits peuvent être optimisés à 

l'aide d'outils bioinformatiques afin de ne sélectionner que les parties codant pour les protéines, 

et ainsi réduire la taille des bases de données. Ces bases de données contiennent de véritables 

séquences protéiques mélangées à des séquences polypeptidiques erronées, mais les données 

de spectrométrie de masse permettent de ne confirmer que les séquences réellement présentes 

dans les échantillons biologiques (Figure 3).  

 

Figure 3. Stratégie de l’approche protéogénomique pour la caractérisation des protéomes d’espèces sentinelles. 
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Cette approche "protéomique par la transcriptomique" a été appliquée avec succès en 

écotoxicologie, et a permis de découvrir des milliers de séquences protéiques chez le crustacé 

amphipode Gammarus fossarum (Trapp et al 2014) ou les bivalves Mytilus edulis et Dreissena 

polymorpha (Campos et al 2016, Leprêtre et al 2020). La protéogénomique offre donc une 

alternative à l’absence de génome pour produire des bases de données de séquences de protéines 

chez les espèces non séquencées. Cependant, un certain nombre de défis restent à déverrouiller. 

Si pour les organismes modèles il existe aujourd’hui de bonnes pratiques pour l’analyse des 

données de séquençage d’ARN disponibles (Conesa et al 2016), celles-ci ne prennent pas en 

compte certaines verrous rencontrés avec les organismes d’intérêt environnemental, comme la 

présence de séquences génétiques contaminants (comme ceux du microbiome associé à 

l’organisme), l’absence des connaissances sur la structure des gènes et la limite de l’annotation 

des transcrits et des protéines issus de ces transcrits par simple analyse d’homologie. 

Dans le cadre des travaux de protéogénomique menés chez Gammarus fossarum et dans 

lesquels s’inscrit mon activité de recherche (Cogne et al 2019, Gouveia et al 2019; projet 

GamfoCyc que je coordonne: collaborations avec Prof. Hubert Charles de UMR BF2i et Dr. 

Vincent Navratil plateforme PRABI) nous avons identifié des pistes méthodologiques pour 

améliorer l’annotation des protéines, avec une attention particulière pour celles impliquées dans 

les voies métaboliques. La plupart des résultats présentés ici résume une partie des résultats du 

Master 2 d’Amélie Lafont et de la thèse de Natacha Koenig que j’ai encadrées. 

Un premier élément identifié est l’adaptation des stratégies utilisées pour l’analyse des 

données transcriptomiques. En effet, l’ARN provenant d’invertébrés, que ça soit des 

organismes entiers ou des organes isolés, est caractérisé par la présence simultanée d’ARN de 

l’organisme d’intérêt et du microbiome qui lui est associé. Cet aspect n’est pas souvent pris en 

considération dans l’analyse des lectures courtes issues du séquençage Illumina (Prado-Alvarez 

et al 2022, Boštjančić et al 2022, Miyake & Baba 2022). Cela implique qu’une partie des 
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transcrits identifiés par les pipelines d’assemblage ne correspondent pas à des gènes de l’espèce, 

mais plutôt de son microbiome, voire de contaminations issues de la manipulation des 

échantillons. En terme d’interprétation des données protéomiques, la présence d’ORFs d’ARNs 

non spécifiques de l’espèce d’intérêt conduit à une inflation de séquences qui peut nuire aux 

taux d’attribution des spectres issus de la spectrométrie de masse (Aggarwal et al 2022). Un 

autre aspect, lié aux assemblages de novo, est la présence d’un nombre de séquences largement 

supérieur à ce qui est attendu sur la base du nombre de gènes présents dans le génome 

(Raghavan et al 2022). Cela est dû à la présence de pre-mRNA ou d’ARNs non codant dans les 

contigs assemblés de novo et à l’épissage alternatif qui génère des isoformes de transcrit 

(Dunham et al 2012, Freedman et al 2021, McManus et al 2011). Une réduction de la 

redondance de l’assemblage peut être une étape importante pour obtenir une base de données 

plus représentative des gènes codant pour les protéines (Raghavan et al 2022). Dans ce contexte, 

nous avons récemment mis en place un nouveau pipeline (Figure 4) basé sur l’utilisation de 

l’ensemble des données brutes de transcriptomes déjà disponibles (Cogne et al 2019), pour 

produire un transcriptome de référence de l’espèce Gammarus fossarum (type B). Pour ceci, 

nous avons fusionné les données brutes issues du séquençage de l’ARN extrait d’un mâle et 

d’une femelle (organismes entiers) de Gammarus fossarum, pour un total de 90 millions (M) 

de lectures paired-end, et introduit deux étapes supplémentaires par rapport aux pipelines 

d’assemblage de novo de transcriptomes utilisés dans la littérature chez les espèces d’intérêt 

environnemental. La première étape consiste à éliminer, au cours de l’évaluation des lectures 

brutes, les ARN contaminants provenant d’autres espèces ou faisant partis des ARN 

ribosomaux résiduels et pouvant être présents dans les échantillons utilisés pour la préparation 

des librairies. Pour l’identification des ARN provenant de différents taxons, nous avons 

construit une base de données personnalisée contenant toutes les séquences protéiques des 

archées, des bactéries, des virus, des plantes, des champignons, de protozoaires ainsi que des 
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plasmides et de l’homme présentes dans la base RefSeq, et nous avons analysé les données 

RNA-seq en utilisant le classeur taxonomique de séquence Kraken2 (Wood et al 2019, Wood 

and Salzberg 2014). 

 

 

Figure 4. Pipeline mise en place pour l’obtention d’un transcriptome de référence de l’espèce Gammarus fossarum (type B). 

Mémoire de stage M2 Amélie Lafont.  

 

Cette étape a montré qu’environ 23 millions de lectures (environ 12% des lectures) 

provenaient de taxons inclus dans cette base de données personnalisée (Figure 5, Table 1). 

L’ARN provenant des procaryotes constituait environ 5% des lectures et celui des eucaryotes 

environ 6.5%, dont un tiers venait de plantes et un tiers d’humain. Ces résultats montrent la 

pertinence d’une telle étape d’analyse pour établir un transcriptome caractéristique du pool 

génétique de l’espèce d’intérêt. De plus, elle permet d’identifier une partie du microbiome 

associé aux organismes, ce qui peut être pris en compte dans des études ultérieures visant à 

comprendre le rôle de la symbiose dans les traits de vie de l’espèce (Figure 5B et 5C). En ce 
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qui concerne les ARN ribosomaux, l’analyse par alignement local (par l’outil SortMeRNA, 

Kopylova et al 2012) a montré que ce type de contamination était minoritaire (moins de 0,7M 

de lectures soit <0.5% des lectures, Table 1), ce qui s’explique par la stratégie de construction 

des librairies par capture d’ARN polyadénylés (Cogne et al 2019). 

 

Table 1. Résultats de l’analyse pre-assemblage des lectures du RNA-seq de l’espèce Gammarus fossarum. 

Lectures  Données 

brutes 

 Elimination 

lectures de 

faible qualité  

 Elimination 

ARN 

contaminants 

 Elimination 

ARN 

ribosomaux  

 Total 

           
Input (n)  181 487 296  181 436 578  158 074 674  157 400 267  157 400 267 

           
Restant (%)  100%  99,97 %  87,10 %  86,73 %  86,73 % 

           
Eliminées (n)  -  50 718  23 361 906  674 405  24 087 029 

           
 

La deuxième étape que nous avons implémentée consiste à éliminer la redondance des 

transcrits via la sélection des isoformes ayant le niveau d’expression le plus élevé parmi les 

isoformes produites par l’assembleur Trinity. Cette deuxième étape diminue le nombre de 

contigs d’environ 30%, conduisant à un nombre de ORF de 42 997 (Table 1). 

Pour mieux évaluer l’impact de ce nouveau pipeline sur le contenu de l’information 

biologique, nous avons effectué une analyse BUSCO, méthode qui permet d’évaluer la 

complétude d’un génome ou d’un transcriptome en se basant sur le nombre d’orthologues en 

copie unique qui devrait se retrouver dans la base de données sur la base des relations 

phylogénétiques avec un groupe taxonomique proche, dans ce cas celui des arthropodes. 

Avant la sélection des isoformes les plus exprimées, 82% (835 des 1 013) des gènes 

orthologues des arthropodes sont retrouvés sous la forme complète (38% en copie unique et 

45% dupliqués), 10% (96 des 1 013) sont retrouvés sous forme de fragments, et 8% (82 des 

1013) ne sont pas présents dans l’assemblage (Figure 6A). Après la sélection, 79% (804 des 

1 013) des gènes orthologues des arthropodes sont retrouvés en forme complète (63% en copie 



25 

 

unique et 16%en dupliqués), 11% (108 des 1 013) sont retrouvés sous forme de fragments, et 

10% (101 des 1013) ne sont pas présents dans l’assemblage (Figure 6B).  

 

 

Figure 5. Résultats d’assignement taxonomique de lectures obtenues par RNA-seq d’un mâle et d’une femelle de Gammarus 

fossarum (type B). Mémoire de stage M2 Amélie Lafont. 

 

Si l’on considère le taux d’orthologues dupliqués comme un proxy de la redondance de 

l’assemblage, l’élimination des isoformes les moins exprimées a donc permis de réduire cette 

redondance de 45% à 16%. Ces résultats montrent que l’utilisation d’une approche biologique 

basée sur le niveau estimé d’expression pour la sélection des transcrits assemblés est efficace 

pour réduire la redondance dans les transcriptomes et offre un compromis acceptable en ce qui 

concerne la perte d’information biologique.  

A partir de ces améliorations au niveau de l’assemblage des transcriptomes, je me suis 

attaqué au défi, déjà abordé par Trapp et al (2016), de l'annotation des fonctions des protéines 

identifiées chez les espèces « non-modèles ». En effet, les approches actuelles d'annotation sont 

basées sur la similarité de séquences ou sur des corrélations fonctionnelles chez les espèces 

pour lesquelles davantage de données physiologiques et biologiques sont disponibles. 
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Figure 6. Résultats de l’analyse BUSCO. A) Statistiques BUSCO du transcriptome de Gammarus fossarum avant sélection des 

isoformes les plus exprimées. B) Statistiques BUSCO du transcriptome de Gammarus fossarum après sélection des isoformes 

les plus exprimées. Mémoire de stage M2 Amélie Lafont. 

 

En effet, les approches actuelles d'annotation sont basées sur la similarité de séquences ou 

sur des corrélations fonctionnelles chez les espèces pour lesquelles davantage de données 

physiologiques et biologiques sont disponibles. Dans le cadre du projet GamfoCyc, j’ai initié 

une collaboration avec l’équipe SymT de l’UMR BF2i (Prof. Hubert Charles et Patrice Baa-

Puyoulet) qui a développé un système d’informations (CycADS) qui permet d’obtenir une 

cartographie complète des protéines impliquées dans les voies métaboliques identifiées dans un 

génome, grâce à l’utilisation automatique de plusieurs outils d’annotation et d’orthologie, tels 

que Blast2GO, KAAS, Interpro et Priam (Vellozo et al 2011). L’intégration de ces différentes 

annotations est effectuée par l’outils Pathway Tools (Karp et al. 2019) qui permet de 

reconstruire les réseaux métaboliques complets des organismes. Cette approche a notamment 

été utilisée pour l’annotation fonctionnelle et la reconstruction des voies métaboliques dans 

différents génomes d’insectes d’intérêt agronomique, comme le puceron du pois 

(Acyrthosiphon pisum) ou le tribolium rouge de la farine (Tribolium castaneum) (Mathers et 

al., 2017, Paley and Karp, 2021). L’équipe SymT a ainsi développé ArthropodaCyc, une 

collection de 53 arthropodes dont les génomes sont disponibles, permettant des comparaisons 
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fiables et normalisées entre différentes espèces (Baa-Puyoulet et al. 2016, 

(https://www6.inrae.fr/cycads_eng/ArthropodaCyc). Dans ce cadre, nous avons d’abord 

analysé l’assemblage de novo du transcriptome du gammare avec CycADS. Ceci a été possible 

en considérant le transcriptome comme une ressource génomique grâce à l’outil TransDecoder, 

un logiciel qui identifie des régions potentiellement codantes à l’intérieur d’un transcrit et qui 

fournit un fichier d’annotation structurale des contigs assemblés en plus des ORFs identifiées, 

nécessaire à l’utilisation du pipeline CycADS. Cela a permis d’identifier 63 639 ORFs dans 

l’assemblage et d’annoter 7 630 enzymes appartenant à 377 voies métaboliques. Le niveau de 

complétude de la base de données métaboliques de l’espèce Gammarus fossarum, que nous 

avons nommée GamfoCyc, a été évalué en cartographiant la présence des réactions 

enzymatiques attendues, montrant que 295 voies possèdent plus du 75% des réactions prédites 

(Figure 7). 

 

 

Figure 7. Evaluation de la complétude des voies enzymatiques de la base de données GamfoCyc après cartographie par 

MetExplore (https://vm-metexplore-prod.toulouse.inra.fr/index.html/). Thèse de Natacha Koenig. 

 

Dans le cadre de l’amélioration de l’approche protéogénomique, nous avons intégré les 

données de protéomique shot-gun obtenues au niveau de différents organes du gammare 

(cephalons, branchies, caeca, intestins, gonades mâle ou femelle, reste du corps) pour identifier 

https://www6.inrae.fr/cycads_eng/ArthropodaCyc
https://vm-metexplore-prod.toulouse.inra.fr/index.html/
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d’un côté quelles enzymes parmi celles annotées par transcriptomique sont « visibles » en 

spectrométrie de masse et de l’autre côté établir une première carte organe-spécifique des voies 

métaboliques présentes chez Gammarus fossarum.Parmi les 4152 protéines identifiées par 

protéomique shotgun, 1245 (environ 30%) sont des enzymes annotées dans la base de données 

GamfoCyc (Figure 8).  

 

 

Figure 8. Comparaison entre les nombre d’enzymes annotées par la transcriptomique (base de données GamfoCyc) et protéines 

identifiées par protéomique shotgun dans différent organes chez des organismes mâles ou femelle de l’espèce Gammarus 

fossarum. Thèse de Natacha Koenig. 

 

Ces résultats nous ont encouragés à proposer une première construction métabolique 

anatomiquement et physiologiquement représentative du gammare. Ce schéma global 

représente un outil pertinent et modulable pour différentes applications en écotoxicologie, telles 

que l’étude des modes d’action de contaminants ou l’identification de biomarqueurs 

d’exposition ou d’effets. Grâce à une analyse différentielle des données de protéomique 

shotgun, nous avons mis en évidence des profils protéomiques caractéristiques selon les 

différents organes, reflétant certaines spécificités métaboliques. 

A titre d’exemple, les ovaires se distinguent des testicules à travers une expression plus 

importante des voies métaboliques impliquées dans la détoxification, notamment liées au stress 

oxydant (voie de détoxification du 4-hydroxy-2-nonenal ; détoxification via le glutathion) 
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(Figure 9B), et d’une voie d’ubiquitination des protéines connues pour maintenir la fidélité de 

la ségrégation des chromosomes (N-end rule pathway) (Kwon et al 2001). 

 

  

Figure 9. Analyse différentielle des protéines présentes dans les gonades mâle et femelle. A) Heatmap illustrant l’abondance 

relative des 149 protéines identifiées comme différentiellement exprimées (FDR<0.05). B) Voies métaboliques les plus 

représentées dans les ovaires et les testicules de gammare. Thèse de Natacha Koenig. 

 

En parallèle, les testicules montrent une présence plus importante d’enzymes impliquées 

dans le métabolisme énergétique, notamment lié à la production d’énergie par glycolyse et beta-

oxydation des acides gras (Figure 9B).  

Un autre exemple d’intérêt est l’étude du métabolisme des branchies (Figure 10). Les 

branchies des crustacés constituent un organe multifonctionnel, elles sont le siège de nombreux 

processus physiologiques, comme le transport d'ions, qui est à la base de la osmorégulation, 

l'équilibre acide-base ou encore l'excrétion d'ammoniac. Les branchies sont également le site 

d’adsorption de nombreux métaux et jouent donc un rôle important dans la toxicologie de ces 

espèces (Henry et al 2012, Gestin et al 2022). 
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Figure 10. Analyse différentielle des protéines présentes dans les branchies comparées aux autres organes de gammares. A) 

Heatmap illustrant l’abondance relative des 237 protéines identifiées comme différentiellement exprimées (FDR<0.05). B) 

Voies métaboliques les moins et les plus représentées dans les branchies de gammare. Thèse de Natacha Koenig. 

 

Ces processus nécessitent une grande quantité d’énergie, ce qui est confirmé par nos résultats 

protéomiques montrant que les enzymes les plus présentes sont impliquées dans les voies du 

métabolisme énergétique, telles que la biosynthèse de l’ATP associée à la respiration aérobie 

et à l’oxydation des acides gras (Figure 10B).  
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Réseaux de coexpression en protéomique : apport en physiologie et écotoxicologie moléculaire.  

Ces dernières années, la biologie a connu une révolution grâce à la disponibilité de séquences 

génomiques complètes pour un nombre croissant d'organismes. Dans les sciences 

environnementales, la protéogénomique permet d’obtenir des catalogues de milliers de 

transcrits et protéines chez des espèces sentinelles, même en absence de génomes séquencés ou 

annotés (voire chapitre précèdent). Ces ressources ont également stimulé le développement de 

technologies permettant l'analyse des transcriptions de gènes, des abondances des protéines et 

des métabolites dans un type de cellule donné et dans un ensemble de conditions données.  

Les approches basées sur la reconstruction des réseaux moléculaires constituent un excellent 

cadre méthodologique issu de la biologie des systèmes pour étudier et intégrer la richesse des 

informations contenues dans les données -omiques (Zhang & Horvath, 2005, Langfelder & 

Horvath 2008). Parmi ces approches, l'analyse de réseau de coexpression génique pondérée 

(WGCNA) est une méthode conçue à l'origine pour décrire les relations de corrélation entre les 

gènes dont l’expression est mesurée par puces à ADN (Langfelder & Horvath 2008) ou par 

RNA-Seq (Degli Esposti et al 2016, Iancu et al 2012). WGCNA permet de mesurer la 

corrélation entre des clusters de gènes fortement corrélés (appelés modules) et des conditions 

externes (ex. exposition) ou traits biologiques (ex. stade de développement). L'un des principaux 

avantages de ce modèle statistique est d'être data-driven (basé sur les données), donc sans 

nécessité de connaissances externes ou a priori. Il représente ainsi une grande opportunité pour 

l’étude des organismes « non-modèles » pour lesquels les annotations de gènes et de protéines 

ou de leurs voies fonctionnelles ne sont pas encore clairement identifiées.  

L’analyse de réseaux de coexpression génique de données transcriptomiques a fourni des 

informations utiles pour comprendre des processus biologiques fondamentaux chez de 

nombreuses espèces d'arthropodes. WGCNA a fourni la preuve chez 16 espèces de fourmis que 

des voies impliquées dans la différenciation phénotypique entre fourmis reines et ouvrières sont 
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conservées au cours de l’évolution de ces espèces (Morandin et al 2016). En outre, une analyse 

de réseau a mis en évidence le rôle des gènes du métabolisme et de la signalisation cellulaire 

(par exemple la réponse au stress oxydant ou la morphogenèse) dans la réponse à différents 

types de stress (prédation, parasites, contaminants toxiques) chez le crustacé modèle Daphnia 

magna, alors qu'une analyse d'expression différentielle n'avait pas permis de révéler de réponses 

biologiques significatives sur ces mêmes jeux de données (Orsini et al 2018). Les données de 

protéomique ont par contre été peu explorées à l'aide de WGCNA à ce jour, malgré l’intérêt 

biologique d’explorer un niveau moléculaire plus proche du phénotype, comme la protéomique, 

et la possibilité d'appliquer cette approche en se basant sur la métrique de comptage spectral 

largement utilisée en protéomique shotgun comme proxy de l’abondance des protéines (Pei et 

al 2017).  

Dans ce document, je vais illustrer cette démarche et présenter l’intérêt d’utiliser l’analyse 

de réseau de coexpression des protéines pour améliorer les connaissances sur les voies 

moléculaires impliquées dans la reproduction des gammares (Degli Esposti et al 2019) et dans 

la réponse des gonades à différents contaminants chez le mâle, dont certains ont un effet sur la 

production de spermatozoïdes (Trapp et al 2015, Koenig et al 2021).  

Dans ce cadre, une première étude a utilisé une approche de méta-analyse sur un ensemble 

de données protéomiques que le laboratoire avait déjà acquises sur les gonades mâle, femelle 

et les embryons à différents stades de maturation ou de développement. L’objectif a été de 

valider la capacité du modèle de réseau de coexpression à décrire et identifier des modules 

protéiques impliqués dans la régulation de la maturation des cellules germinales et le 

développement embryonnaire. Les résultats obtenus ont permis de valider l’utilisation de 

WGCNA sur des données protéomiques shotgun issues d’organes de Gammarus fossarum. A 

titre d’exemple, parmi les quatre modules de protéines identifiés (Figure 11) nous avons 

identifié un module corrélé aux ovaires en pleine vitellogenèse, qui était constitué de 74 
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protéines, dont la moitié homologues aux protéines de la famille des transporteurs de lipides 

(Large Lipid Transfer Proteins), connues pour faire partie des protéines de l’œuf chez les 

crustacés (ex. protéines annotées comme vitellogénines ou autres lipoprotéines).  

 

  
Figure 11. La heatmap montre les valeurs de la matrice de superposition topologique (TOM) entre les protéines du réseau 

délimité en modules par une méthode de clustering dynamique. La couleur jaune clair représente un faible superposition (c'est-

à-dire une faible interconnexion), tandis que la couleur rouge foncé représente une forte superposition (c'est-à-dire une forte 

interconnexion).  

 

Ces résultats ont confirmé la capacité de l’analyse de réseaux de coexpression à identifier 

des groupes de protéines ayant une signification biologique et physiologique chez Gammarus 

fossarum (Degli Esposti et al 2019). De façon intéressante, environ un tiers des protéines de ce 

module étaient des homologues de protéines identifiées chez un autre amphipode, Hyalella 

atzeca, dont la fonction n’est pas encore caractérisée. Cela indique que ce type d’analyse peut 
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aussi permettre d’améliorer la caractérisation de protéines dont les fonctions biologiques restent 

non annotées. Nous avons aussi mis en évidence deux modules de protéines corrélés aux 

testicules ayant un profil fonctionnel distinct. Un module était caractérisé par un enrichissement 

de protéines impliquées dans le métabolisme énergétique et l’autre par un enrichissement de 

protéines impliquées dans la morphogenèse des spermatozoïdes. L’analyse a aussi permis 

d’identifier des variations temporelles opposées des profils d’expression des deux modules. 

Cette observation suggère que ces voies moléculaires interagissent de manière coordonnée au 

cours de la spermatogenèse chez G. fossarum (Degli Esposti et al 2019). 

Grace à ces premiers résultats, nous avons utilisé cette même approche au cours de la thèse 

de Natacha Koenig pour identifier des signatures spécifiques d’exposition à des contaminants 

et éventuellement pouvoir renseigner leur mode d’action. Pour ceci, nous avons utilisé un jeu 

de données protéomiques, déjà publié par l’équipe, sur des gonades prélevées chez des 

gammares mâles exposés à trois contaminants en conditions de laboratoire (le cadmium et deux 

insecticides perturbateurs de croissance, un agoniste du récepteur à l’ecdysone – le 

methoxyfenozide, et un analogue de l’hormone juvénile – le pyriproxyfen) (Trapp et al 2015). 

Au cours de cette étude, une diminution de la production de spermatozoïdes avait été observée 

suite à l’exposition au pyriproxyfen et au cadmium. Une première analyse de protéomique 

comparative n’avait pas permis d’identifier de différences significatives entre les protéines 

modulées par les trois contaminants, limitant la compréhension de leur mode d’action respectifs 

(Trapp et al 2015). Nous avons émis l’hypothèse qu’une analyse de réseaux de coexpression 

pourrait améliorer l’interprétation biologique de ces données protéomiques lorsque les 

changements d’abondances des protéines individuelles étaient trop faibles pour être détectées, 

soit en raison d'une puissance statistique limitée par l’effort expérimental pouvant être mis en 

place (par exemple, trop peu de réplicats biologiques ou faible effet de taille). Nous avons mis 

en évidence des modules spécifiquement associés aux différentes expositions et proposé des 
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hypothèses concernant les différents modes d’action du cadmium et du pyriproxyfen (Figure 

12).  

 

 

Figure 12. Associations entre les modules et les expositions chimiques. (A) La heatmap des relations entre les modules et les 

conditions d’exposition. Les vecteurs eigenproteins propres de module (ME) (étiquetées par couleur), qui représentent le profil 

d'expression protéique de chaque module, sont en lignes, et les conditions d'exposition sont en colonnes. Le gradient représente 

la force de la corrélation entre la protéine propre du module et la condition d'exposition (témoins ou contaminants) avec le 

coefficient de corrélation de Pearson () et la valeur p associée entre parenthèses. Dans la heatmap, la couleur rouge représente 

les corrélations positives ( >0), tandis que le bleu représente la corrélation négative ( <0).  

 

A titre d’exemple, nous avons identifié un module (brun) positivement corrélé à l’exposition 

au pyriproxyfen. Ce module était enrichi de protéines impliquées dans la réponse aux stress du 

réticulum endoplasmique, avec notamment trois protéines appartenant à la famille des protéines 

chaperonnes, la calréticuline et les heat shock proteins 70 et 90, ayant un rôle central dans le 

module (protéines hub) (Figure 13).  
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Figure 13. Interactions entre les protéines du réseau dans le module corrélé à l'exposition au Pyr. (A) Visualisation des 

protéines du module brun, positivement associées à l'exposition au Pyr. Pour chaque module, la taille du nœud et l'intensité de 

la couleur du nœud sont proportionnelles à la connectivité intra-modulaire. La largeur des bords représente la force de 

corrélation entre deux protéines (valeur TOM). Les cercles rouges indiquent la protéine hub appartenant au terme GO le plus 

enrichi dans le module. Les cercles rouges indiquent les protéines centrales les plus importantes dans les termes GO de liaison 

des protéines non repliées et de repliement des protéines. (B) Niveaux d'abondance de la calréticuline (contig 5310_fr1). (C) 

Niveaux d'abondance de la protéine de choc thermique 90 alpha-like (contig 12402_fr1). (D) Niveaux d'abondance de la 

protéine de choc thermique 70 (contig 48901_fr1). La moyenne de chaque box plot est représentée par le losange noir. La 

comparaison de l'abondance des protéines a été effectuée par ANOVA et le test de Tukey. Aucune des trois protéines présente 

une abondance significativement différente (p<0,05) entre les différentes conditions.  

 

Une toxicité testiculaire induite par un stress du réticulum endoplasmique a été aussi 

récemment mise en évidence chez d’autres espèces, notamment chez de vertébrés (Li et al 2020, 

Ham et al 2020). Cela suggère que l’activité du réticulum endoplasmique pendant la maturation 

des cellules germinales mâles peut représenter une cible conservée chez les métazoaires vis-à-

vis des contaminants. En ce qui concerne l’exposition au cadmium, notre analyse de réseau de 
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coexpression a montré qu’elle était corrélée à une diminution de la réponse au stress oxydant et 

à une induction des protéines impliquées dans la morphogenèse des spermatozoïdes (Figure 

14).  

 

Figure 14. Interactions entre les protéines du réseau dans les modules corrélés à l'exposition au Cd. Pour chaque module, la 

taille des nœuds et l'intensité de la couleur des nœuds sont proportionnelles à la connectivité intra-modulaire. La largeur des 

bords représente la force de corrélation entre deux protéines (valeur TOM). Les cercles rouges indiquent la protéine centrale 

appartenant au terme GO le plus enrichi dans le module. Dans les boxplots, la moyenne de chaque box plot est représentée par 

le losange noir. La comparaison des abondances des protéines a été effectuée par ANOVA et le test de Tukey. Si deux 

conditions n'ont pas de lettre en commun, l'abondance des protéines est significativement différente (p<0,05). (A) Visualisation 

des protéines du module jaune, négativement associées à l'exposition au Cd. (B). (B) Niveaux d'abondance de la catalase (contig 

110912_fr3) en fonction de l'exposition. (C) Visualisation des protéines du module bleu, positivement associées à l'exposition 

au Cd. (D) Niveaux d'abondance des protéines de la chaîne lourde de la myosine (contig 14_fr3) en fonction de l'exposition. 

 

On peut noter que le Cd induit des anomalies structurelles des spermatozoïdes chez d'autres 

arthropodes, comme le lépidoptère Bombyx mori et le coléoptère Blaps polycresta (Yuan et al 

2016, Shonouda et Osman 2018). Il est aussi intéressant de noter que la catalase (une protéine 

centrale appartenant au module de réponse au stress oxydant) est fortement connectée à deux 
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tubulines, des protéines impliquées dans la maturation des spermatozoïdes, ainsi qu'aux 

protéines de myosine et d'actine qui sont enrichies dans l'autre module protéique associé à 

l'exposition au Cd. Ainsi, nos résultats ouvrent l'hypothèse d'un dialogue croisé entre les acteurs 

moléculaires impliqués dans la morphologie des spermatozoïdes et la régulation du stress 

oxydant et que le Cd pourrait affecter ces deux processus. Enfin, de façon similaire à la première 

étude sur le système reproductif du gammare, nous avons retrouvé un module corrélé à 

l’exposition au methoxyfenozide, et caractérisé par des protéines homologues de Hyalella 

azteca et de fonction inconnue, renforçant l’observation qu’un nombre important des protéines 

associées à des processus physiologiques et cellulaire bien définis (vitellogenèse, réponse à un 

agoniste d’un récepteur nucléaire) sont probablement spécifiques à l’ordre des amphipodes et 

qu’il est donc nécessaire d’intégrer la diversité des espèces pour pouvoir mieux prédire les effets 

des contaminants sur l’ensemble des organismes, en particulier aquatiques. L’ensemble de ces 

résultats montre la pertinence de l’utilisation de l’analyse de réseau de coexpression chez un 

organisme sentinelle pour identifier des voies métaboliques ou de signalisation impliquées dans 

des processus physiologiques clé et mieux comprendre les effets des contaminants au niveau 

moléculaire. De plus, cette approche a permis l’identification de protéines non annotées dont 

les fonctions biologiques peuvent être mises en corrélation avec les protéines connues du même 

module, ouvrant ainsi la voie à une amélioration de leur annotation. 
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L’écotoxicoprotéomique : du laboratoire au terrain. 

Des milliers de polluants sont régulièrement rejetés en cocktail dans les milieux aquatiques, 

menaçant la santé de la faune et de l'homme (Schwarzenbach et al 2006). L'importance des 

services écosystémiques (biodiversité, eau potable, loisirs) fournis par les masses d'eau 

naturelles a conduit à l'élaboration d'un cadre législatif (notamment la directive cadre de l’eau 

au niveau européen) qui oblige les États à atteindre un bon état chimique et écologique de leurs 

écosystèmes d'eau douce (Hödl et al 2018), via notamment le respect de leur conformité vis-à-

vis de normes de qualité environnementale (NQE). Certaines de ces normes sont notamment 

fixées comme des seuils de concentrations de contaminants à ne pas dépasser dans les 

organismes aquatiques. Dans ce cadre, des campagnes de biosurveillance ont été mises en place 

pour mesurer les concentrations en contaminants accumulées dans le biote, ce qui permet 

d’évaluer la qualité des milieux aquatiques. La surveillance dans le biote peut être définie 

comme passive, basée sur l'échantillonnage d’organismes résidents, ou comme active, basée 

sur la transplantation d'organismes calibrés (par taille, sexe, état physiologique, etc.) provenant 

d'une population source unique. La biosurveillance active présente des avantages importants : 

i) limite la variabilité biologique et, ii) permet le contrôle du temps d'exposition (Bervoets et al 

2005). Le crustacé Gammarus fossarum est apparu comme une espèce sentinelle pertinente 

dans les campagnes de biosurveillance active pour suivre la pollution des écosystèmes d'eau 

douce. En effet, il bioaccumule différents polluants de manière dépendante de la dose et du 

temps (Besse et al 2013, Ciliberti et al 2017, Alric et al 2019). La biosurveillance active est 

aujourd’hui une procédure bien maîtrisée et normalisée (AFNOR XP T90-721) dans le cadre 

du suivi chimique des masses d’eau, et il fait partie des outils opérationnels déployés par les 

Agences de l'Eau françaises (Geffard et al 2021). 

Les gammares étant sensibles aux contaminants, ceci a conduit en parallèle des mesures de 

bioaccumulation réalisées par encagement, au développement de mesures de biomarqueurs 
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écotoxicologiques dans ce cadre de biosurveillance active: des tests d'alimentation et de 

reproduction ont été développés et utilisés pour évaluer l'impact biologique des pollutions 

environnementales (Coulaud et al 2011, Lopes et al 2020 ; Chaumot et al 2021 ;  Sarkis et al 

2023). Il est à noter que les NQE ne sont disponibles que pour un nombre limité de produits 

chimiques, ce qui fait que ces démarches d’évaluation ne tiennent pas compte de la totalité des 

contaminants ainsi que de leurs effets cocktail sur le vivant (Milinkovitch et al 2019). 

L'utilisation d’outils biologiques est donc une alternative prometteuse qui permet d'intégrer 

l’effet des mélanges de contaminants chimiques dans les milieux aquatiques (Wernersson et al 

2015). 

Au cours des dernières décennies, des efforts considérables ont été déployés pour identifier 

des biomarqueurs d’exposition et d’effets des contaminants (Adams 2001, Butcherine et al 

2022). La plupart des biomarqueurs développés sur des espèces sentinelles invertébrés 

correspondent à une transposition de biomarqueurs validés sur des espèces modèles vertébrés, 

ce qui limite la prise en compte de la diversité biologique des écosystèmes, comme l'a souligné 

la revue de Trapp et al (2014). Par exemple, la mesure de certaines activités enzymatiques (e.g. 

la catalase, l'acétylcholinestérase) peut montrer une sensibilité différente aux substrats et aux 

inhibiteurs selon les espèces. De la même manière, la phase de développement des 

biomarqueurs est généralement réalisée par des investigations en laboratoire, en se basant sur 

un seul composé chimique et souvent testé à des concentrations élevées par rapport à celles 

rencontrées dans l'environnement (Aguirre-Martinez et al 2016). Si les expériences en 

laboratoire ont un rôle clé dans la découverte des biomarqueurs moléculaires, cette approche ne 

tient toutefois pas compte de la complexité de l'environnement, comme les cocktails complexes 

de polluants et leurs faibles niveaux de contamination. À cette fin, les études de terrain à large 

échelle représentent une alternative prometteuse pour développer des biomarqueurs qui 

intègrent cette complexité environnementale. Aussi la biosurveillance active fournit un cadre 
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intéressant pour le développement d'outils analytiques capables d'explorer et de comparer 

correctement les modulations biologiques au niveau moléculaire dans des échantillons collectés 

sur différents sites et à différentes dates (Catteau et al 2022, Leprêtre et al 2022a). 

Dans le cadre de la collaboration avec l’Institut de Science Analytique de l’université de 

Lyon 1 (Prof. Arnaud Salvador et Dr Sophie Ayciriex), nous avons récemment montré la 

pertinence et l’originalité de coupler une stratégie de biomonitoring actif et l’utilisation d’une 

approche protéomique ciblée hautement multiplexée (chromatographie liquide couplée à la 

spectrométrie de masse par Multiple Reaction Monitoring, MRM) pour identifier des protéines 

dont l’expression est modulée par différentes conditions environnementales (Faugère et al 

2020, Leprêtre et al 2022b). La protéomique ciblée permet en effet de mesurer de façon 

sensible, quantitative et répétable un sous-ensemble des peptides identifiés par la spectrométrie 

shotgun, dont l’objectif est être le plus exhaustive possible. Dans une première étude, nous 

avons montré la possibilité de mettre au point une approche MRM pour la quantification d’un 

grand nombre de protéines (de l’ordre de la centaine) chez l’espèce sentinelle G. fossarum. 

Nous avons en particulier montré l’intérêt d’utiliser des méthodes statistiques descriptives 

multivariées (méthodes de clustering et analyse en composantes principales) et des approches 

semi-quantitatives pour une analyse comparative de ces données protéomiques dans le cadre 

d’une étude de biomonitoring actif d’un bassin versant à risque de contamination par les 

pesticides dans un contexte de pression agricole (vigne, maïs, blé). En particulier, nous avons 

développé une méthode pour cibler 277 peptides rapporteurs de 157 protéines précédemment 

identifiées par protéomique shotgun (Trapp et al 2014) en une seule analyse. Ensuite, nous 

avons analysé le protéome de sept gammares mâles de taille uniforme et encagés dans trois sites 

situés dans le bassin versant de la rivière Madeleine (sites « contaminés ») et dans un site en 

bon état écologique et chimique (site « témoin ») à moins de 10 km du bassin versant (Figure 

15) (Faugère et al 2020). 
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Les analyses de protéomique comparative ont d’abord montré une tendance des organismes 

encagés dans le site « témoin » à avoir un protéome diffèrent par rapport à ceux encagés dans 

les sites « contaminés », malgré une certaine variabilité interindividuelle (Figure 16A, 16B).  

 

 

Figure 15. Distribution des sites d’encagement sur le bassin versant de la rivière Madeleine. En vert le site utilisé comme 

référence et en noir les 3 sites sous pression agricole avant le point de captage d’eau potable (DWC). 

 

L’analyse différentielle de l’abondance des peptides a été effectuée à l’aide d’un modèle 

linéaire implémenté dans le package R limma (Kammers et al 2015, Smyth et al 2004) et en 

considérant comme significativement différents les peptides avec une p-value ajustée pour 

comparaisons multiples (méthode de Benjamini-Hochberg) inférieure à 0,1 (FDR<0,1). Cette 

analyse a permis d’identifier dix peptides différant entre les organismes exposés aux sites 

contaminés et les organismes encagés dans le site témoin (Figure 16C). Le peptide 

DIDAAFLVGAMPR, rapporteur d’une protéine annotée comme étant la malate 

déshydrogénase cytosolique ou enzyme malique (ME), a été plus abondant dans les organismes 

exposés dans les sites contaminés (logFC = 1,38, FDR = 0,038) (Figure 16D). De façon 

intéressante, il est connu que l'activité de la ME chez la drosophile peut être induite par 

l'hormone juvénile (JH), à la fois par un effet direct sur l'enzyme à court terme et par l'activation 
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de la transcription de son gène (Men) (Farkas et al 2002). Étant donné que les analogues de la 

JH sont parmi les insecticides les plus utilisés en agriculture, l'augmentation de l'expression 

d'un homologue de la ME chez G. fossarum pourrait suggérer une réponse de ces organismes 

non-cibles à la contamination par les analogues de JH dans les sites observés. 

 

 

Figure 16. Analyse protéomique comparative utilisant la biosurveillance active dans un bassin versant agricole. Les 

analyses ont été réalisées en utilisant les aires de pic chromatographiques transformées en log2 pour chaque peptide identifié 

dans les organismes encagés. (A) Regroupement hiérarchique. Les échantillons situés au-dessus de la ligne rouge présentent 

une distance plus élevée par rapport au reste des organismes, ils ont donc été exclus des ensembles de données. (B) Analyse en 

composantes principales. Les échantillons mis en cage dans le site de référence (vert) ont tendance à se regrouper. (C) Heatmap 

des protéines différentiellement exprimées chez les gammares mâles mis en cage pendant trois semaines dans un site de 

référence (R) et dans trois sites soumis à la pression agricole (A, I, Av). Les couleurs représentent l'abondance relative : bleu 

moins abondant, orange plus abondant. (D) Boxplot représentant l'expression différentielle des peptides les plus déréglés 

(DIDAAFLVGAMPR rapporteur d’un homologue de l’enzyme malique; QIDNPDYK : rapporteur d’un homologue de la 

calreticulin). 

 

Parmi les peptides régulés à la baisse dans les organismes encagés sur le site contaminé, 

nous avons trouvé 2 peptides appartenant à un homologue de l'endochitinase (EAFDTVGR : 

logFC = -0.61, FDR = 0.059 ; LVLGIPFYGR : logFC = -0,55, FDR = 0,072) et 2 peptides 

appartenant à une protéine annotée comme endoglucanase (ou cellulase A). 
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(SAMNVALIAFK : logFC = -0,76, FDR = 0,063 ; AADLGLDSTNNR : logFC = -1,28, FDR 

= 0.06). Les chitinases sont des enzymes clés pour la réussite du cycle de mue chez les 

arthropodes (Muthukrishnan et al 2019). Nous avons précédemment observé une telle 

diminution chez G. fossarum exposé sur des sites contaminés (Gouveia et al 2017). D'autres 

chitinases de crustacés (Daphnia magna, Palaemon serratus) ont été signalées comme des 

biomarqueurs sensibles aux insecticides et aux pesticides. (Rollin et al 2021, Wang et al 2023). 

Les cellulases sont quant à elles essentielles à la digestion chez G. fossarum, la diminution de 

leur activité et/ou leur abondance peut affecter la capacité de reproduction de l’organisme 

(Moshtaghi et al 2017). De plus, elles ont été signalées comme étant très sensibles aux 

insecticides et aux fongicides (Moshtaghi et al 2017). Globalement, ces résultats démontrent la 

pertinence d’une approche multi-biomarqueurs protéiques chez G. fossarum pour détecter une 

réponse biologique à une pression de contamination d'origine agricole. Le nombre limité de 

peptides modulés sur les sites contaminés pourrait suggérer une certaine spécificité de l'impact 

des substances chimiques présentes dans l'environnement aquatique auxquelles les gammares 

ont été exposés. Cependant, il sera crucial d'étendre la recherche à d'autres sites. 

A la suite de cette étude et au cours du post-doctorat de Maxime Leprêtre, nous avons tout 

récemment montré la pertinence et l’originalité de coupler une stratégie de biomonitoring actif 

à large échelle et l’utilisation d’une approche protéomique ciblée hautement multiplexée 

(chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse par Multiple Reaction 

Monitoring, MRM) pour identifier des protéines dont l’expression est modulée par différentes 

conditions environnementales. Nous avons suivi 249 peptides rapporteurs de 147 protéines chez 

273 gammare mâles encagés sur 56 sites (4-5 réplicats biologiques par site) du réseau national 

de surveillance, représentant ainsi la diversité des pressions rencontrées dans les milieux 

aquatiques du territoire français (Figure 17).  
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A partir des nombreuses données protéomiques obtenues, nous avons dans un premier temps 

proposer une méthodologie pour identifier des peptides normalisateur, typiquement indiqués en 

littérature comme peptides endogène stablement exprimé ou house keeping peptides (HKP) 

(Leprêtre et al 2022b). En effet, les peptides ciblés par MRM sont généralement quantifiés à 

travers l’utilisation de standards internes marqués par des isotopes lourds et introduits dans les 

échantillons avant l’analyse HPLC-MSMS. Les capacités de multiplexage des spectromètres 

de masse de type triple quadrupole permettent aujourd’hui de suivre plusieurs centaines de 

peptides par échantillon, ce qui rend les méthodes MRM intéressantes pour effectuer le criblage 

de peptides pour identifier de potentiels biomarqueurs d’exposition et d’effets. 

 

 

Figure 17. Distribution des sites d’encagement sur le territoire français. Les points rouges représentent les sites d’encagement 

de gammares (7 jours). Les limites géographiques sur la carte représentent les limites des six agences régionales de l'eau 

françaises: Adour Garonne (AG), Artois-Picardie (AP), Loire-Bretagne (LB), Seine-Normandie (SN), Rhin-Meuse (RM), 

Rhône Méditerranée-Corse (RMC). 
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Dans ce contexte, l’utilisation de centaines de standards internes n’est pas envisageable, car 

seule une partie des peptides criblés sera d’intérêt biologique et cela représenterait un coût 

d’analyse très élevé. C’est pourquoi nous nous sommes d’abord intéressés à mettre en place 

une méthode de normalisation des données par l’utilisation de HKP afin de pouvoir comparer 

les niveaux de peptides mesurés dans les différents échantillons et ce sur des dizaines de sites. 

Pour cela, nous avons identifié et sélectionné comme HKP les peptides les moins variables et 

les plus corrélés entre eux (>0.9) (Vandesompele et al 2002), après avoir normalisé les 

données d’intensité de signal par différentes méthodes (normalisation par quantile et par la 

médiane) (Choi et al 2014). Parmi les HKP identifiés, nous avons retrouvé des peptides 

appartenant à des protéines structurales, telles que l’alpha-actinine ou l’alpha tubuline, ou des 

protéines mitochondriales, telles que la citrate synthase ou un transporteur de phosphate 

(Leprêtre et al 2022b), déjà identifié comme protéines ou gènes normalisateurs chez d’autres 

espèces d’arthropodes (Lu et al 2013, Li et al 2019). Suite à l’identification des HKP, nous 

avons comparé l’abondance des peptides identifiés par MRM (ratio signal sur bruit supérieur à 

5) sur au moins 80% des sites (student t-test, False Discovery Rate inférieur à 0,05) et avons 

calculé un facteur d’induction (IF) pour chaque peptide sur chaque site en prenant en compte 

sa valeur médiane globale (medpep) et la valeur médiane de chaque site (meds) et sa distribution 

globale (premier et troisième quartiles, Q1pep et Q3pep) via la formule suivante :  

IFpep/s = (medpep/s-medpep)/ Q3pep-Q1pep 

Cette approche a permis d’identifier 40 peptides dont l’abondance étaient significativement 

différente au moins entre deux sites ((FDR<0,05; IF>2) (Figure 18).  

Cette étude montre qu’il est aujourd’hui possible de proposer des approches -omiques pour 

la découverte de biomarqueurs moléculaires qui intègrent directement la complexité des 

milieux aquatiques, ce qui peut permettre de surmonter les difficultés de transfert des 

biomarqueurs identifiés via les approches traditionnelles de laboratoire. 
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Figure 18. Facteurs d'induction (IF) des peptides les plus induits pour les protéines indiquées en abscisse. Chaque point 

correspond à l'un des 56 sites étudiés. Seules les protéines qui ont satisfait les critères statistiques (FDR<0,05) sont présentées. 

La ligne rouge indique un seuil d'IF égal à 2.  

 

Dans la partie suivante de ce manuscrit, je détaillerai les approches méthodologiques mises 

en place pour identifier des biomarqueurs protéiques qui pourront être utilisés comme 

indicateurs d’effets écotoxicologiques liés à des conditions des contaminations représentatives 

des milieux aquatiques.  
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III. PERSPECTIVES 

Génome de l’espèce sentinelle Gammarus fossarum 

Les connaissances moléculaires issues des projets de séquençage de génomes du début du 

siècle (le génome de Drosophila melanogaster a été publié en 2000, le premier génome de 

référence humain en 2004) (Adams et al 2000, Nurk et al 2022) ont favorisé l’émergence de 

nouvelles stratégies en toxicologie, connues sous le nom de toxicogénomique, visant à aborder 

l’ampleur et la diversité des effets subcellulaires provoqués par les contaminants (Schmidt 

2002). L’utilisation d’approches comme la transcriptomique et la protéomique permet 

l’identification d’empreintes moléculaires qui indiquent une exposition à la contamination 

chimique dans l’environnement (Veldhoen et al 2012, Beale et al 2022). Ces empreintes 

peuvent en même temps nous informer sur les voies biochimiques impliquées dans la réponse 

et les mécanismes d’action des contaminants, nous orientant vers une meilleure compréhension 

des effets toxiques et leur prédiction. Dans ce sens, l'élaboration de modèles dits Adverse 

Outcome Pathways relient de façon cause-effet les événements dits "clés" depuis les 

perturbations moléculaires jusqu'aux effets aux niveaux individuel (par exemple reprotoxicité, 

survie) et écologique (comme le déclin des population) Villeneuve et Garcia-Reyero 2011). En 

écotoxicologie, ces stratégies se basent sur la connaissance des génomes d’organismes modèles, 

tels que le poisson medaka (Oryzias latipes) et le poisson zèbre (Kasahara et al 2007, Howe et 

al 2013) ou les crustacés Daphnia pulex (Colbourne et al 2011) et plus récemment l’amphipode 

Hyalella atzeca (Poynton et al 2018). Toutefois, le génome des espèces couramment utilisées 

comme sentinelles de l’environnement ne sont pour la plupart pas encore disponibles. 

Si, comme démontré par nos travaux chez le gammare, des approches alternatives (RNA-

seq, protéogénomique) existent pour l’acquisition de connaissances en physiologie moléculaire, 

elles se confrontent à plusieurs verrous, tels que l’identification des séquences complètes des 

gènes codant et non codant, une quantification précise du nombre de gènes des organismes, 
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l’annotation des protéines ou encore le développement d’approches en génomique 

fonctionnelle. En outre, les approches de génomique comparative peuvent permettre 

l’identification de voies toxicologiques conservées au cours de l'évolution et les sites cibles 

permettant de prédire les effets néfastes entre les espèces (Perkins et al 2013).  

Malgré l’importance des crustacés en écotoxicologie, ce groupe taxonomique reste 

largement moins représenté que celui des hexapodes (insectes) en terme de nombre d’espèces 

d’arthropodes pour lesquelles un génome annoté est disponible (ex. 16 espèces de crustacés par 

rapport à 259 espèces d’hexapodes présent dans la base de données OrthoDB qui permet 

l’annotation des orthologues parmi la plus large diversité d’organismes, Kuznetsov et al 2022). 

Pour rendre accessible les génomes chez toutes les espèces, de nombreux verrous restent à lever. 

Ils sont liés à la fois aux limites des techniques moléculaires (extraction d’ADN de haut poids 

moléculaire, customisation des approches de préparation de librairie et séquençage en aval), et 

des analyses bioinformatiques nécessaires à la gestion des nombreuses données générées, 

comme l’assemblage et l’annotation des génomes. Si aujourd’hui, une partie de ces verrous est 

levée par de nouvelles technologies de séquençage de type long reads, de cartographie de 

génome et par de nouveaux pipelines bioinformatiques, ces approches restent applicables en 

routine pour des génomes de taille inférieure à 2 Gb (Lewin et al 2022). Chez les crustacés 

amphipodes, la taille des génomes varient de 0.55 Gb (Hyalella atzeca, Poynton et al 2018) 

jusqu’à 16Gb (Sluginella kieltinskii, Jeffery et al 2017). Dans le cas des espèces d’amphipodes 

européens utilisées en écotoxicologie, comme les gammaridés Gammarus fossarum ou 

Gammarus pulex, j’ai réalisé des analyses en cytométrie en flux qui ont indiquées que la taille 

estimée de leurs génomes est d’environ 6 Gb, presque le double du génome humain (Figure 

19).  

L’essor des approches à haut débit de longues lectures (comme le séquençage par nanopore 

développé par Oxford Nanopore Technology, ou le séquençage en temps réel de molécules 
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uniques proposé par Pacific Biosciences) représente une des avancées majeures dans le 

séquençage des acides nucléiques ces dix dernières années (Marx 2023). 

 

 
Figure 19. Estimation par cytométrie en flux de la taille du génome de différentes espèces de gammaridés du genre Gammarus 

(G.) et Echinogammarus (E.) en fonction du sexe.  

 

Il est aujourd’hui possible d’envisager l’acquisition de génomes d’espèces représentatives 

de tout l’arbre phylogénétique, avec notamment la possibilité d’investiguer des génomes de 

grande taille, comme celui de G. fossarum. Dans ce cadre, j’ai initié une collaboration avec la 

plateforme de biologie moléculaire DTAMB de la Fédération de Recherche BioEEnviS 

(Université de Lyon) pour la mise au point du séquençage nanopore chez l’espèce Gammarus 

fossarum. Aujourd’hui, il a été possible d’identifier une méthodologie pour extraire une quantité 

suffisante d’ADN de haut poids moléculaire à partir d’un seul organisme (Figure 20). Cela est 

un point essentiel, car la construction de librairies à partir d’un seul individu permet de faciliter 

l’assemblage du génome et l’analyse des haplotypes en cas d’une forte hétérozygotie, souvent 

rencontrée chez des organismes qui ne sont pas issus d’une population consanguine (Kao et al 

2016, Zhang et al 2022, Guiglielmoni et al 2021). 

Une acquisition de données a ensuite été faite par séquençage nanopore sur une flowcell 

MinION pour deux échantillons. Le séquençage de ces deux échantillons a permis l’acquisition 
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de 6,7 et 23,63 Gb (correspondant environ à une couverture 1X-3,6X du génome pour les 

échantillons représentés en Figure 20A et 20B respectivement) avec 0,5-18 millions de lectures 

et un N50 respectivement de 25 et 1,7 kb (ce qui signifie que la moitié de la séquence du génome 

est couverte par des contigs de taille supérieure ou égale à N50). 

 

Figure 20. Profils électrophorétique d’ADN génomique issu de deux individu mâle de Gammarus fossarum. A) Profil d’un 

échantillon d’ADN ayant la plupart de fragment de taille entre 5 et 50 kb. B) Profil d’un échantillon d’ADN ayant la plupart 

de fragment de taille entre 5 et 100 kb. 

 

Si ces premiers résultats montrent que l’ADN génomique extrait d’un organisme entier 

permet d’obtenir des données en longue lecture, on note des différences de taille de fragments 

et de quantités de données obtenues pour chacun des deux tests de séquençage réalisés. Ces 

résultats sont très probablement attribuables à la différence de taille des fragments d’ADN 

génomique après extraction entre les deux échantillons. 

Ces prémiers résultats montrent qu’il est donc envisageable de proposer une stratégie de 

séquençage et l’obtention d’une quantité suffisante de données génomiques pour aborder un 

assemblage de novo du génome de Gammarus fossarum. Grace aux échanges avec la plateforme 

de génomique INRAE GeT-PlaGe, une profondeur autour de 60X pour un génome de taille de 

G. fossarum a été indiqué comme objectif pour maximiser la contiguïté de l’assemblage et 

pouvoir minimiser les erreurs de séquençage.  
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Dans le cadre de l’élaboration d’un projet génome, les aspects bioinformatiques tels que 

l’identification et la mise en place des outils nécessaires à l’analyse des données génomiques 

doivent être pris en compte en parallèle de la stratégie d’acquisition et adaptées selon les 

questions de recherche que l’on souhaite poser à l’aide du génome de référence. Comme cela 

sera détaillé dans les parties suivantes, les lignes de recherche que je souhaite développer visent 

à mieux comprendre les réponses biologiques de ces organismes à la contamination des milieux 

aquatiques, au niveau moléculaire et l’impact au niveau individuel. Dans ce cadre, le 

séquençage du génome de G. fossarum aura vocation à produire le répertoire de tous les gènes 

codants (Baker 2012). Cette approche permettra une identification exhaustive des protéines et 

des enzymes de l’organisme et une cartographie des voies de signalisation cellulaire et 

métaboliques. Toutefois, l’assemblage des génomes et leurs successives annotations sont 

typiquement guidés par des pipelines qui fournissent finalement une prédiction des gènes 

codant pour les protéines et des gènes non codants (Schatz et al 2010). L’annotation de gènes 

reste donc hypothétique jusqu’à leur validation expérimentale. La disponibilité des données 

transcriptomiques et protéomiques chez le gammare offre un cadre privilégié pour leur 

intégration dans la phase d’assemblage et d’annotation du génome (Armengaud et al 2014, 

Prasad et al 2017). Ainsi, l’acquisition du génome de G. fossarum consolidera et complétera le 

travail déjà commencé sur les voies métaboliques basé sur les ressources transcriptomiques et 

une première intégration des données protéomiques, comme illustré précédemment (voir 

chapitre « La protéogenomique chez l’amphipode Gammarus fossarum »). L’utilisation des 

données transcriptomiques et protéomiques pour améliorer l’annotation des génomes est déjà 

utilisée chez les procaryotes et les eucaryotes unicellulaires, et leur exploitation conjointe dans 

le cadre des génomes complexes peut améliorer l’exactitude des modèles géniques (Prasad et 

al 2017, Levin et Butter 2022 Ceron-Noriega et al 2023). L’assemblage d’un génome d’une 

taille importante comme celle prévue pour G. fossarum et l’intégration de données 
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transcriptomiques et protéomiques impliquent la mise en place d’une collaboration avec une 

plateforme bioinformatique ayant les ressources de calcul nécessaire et une expertise 

génomique robuste. Via l’intégration de notre unité au sein de la Fédération de Recherche 

BioEEnVis (projet NanoGamma et GamfoCyc cités en précédence), les collaborations déjà en 

place seront privilégiées pour identifier les stratégies et les outils nécessaires pour atteindre 

l’objectif fixé.  

Un autre enjeu qui guidera le développement de ce projet génome est l’accessibilité et le 

partage de la ressource génomique à la communauté scientifique au niveau national et 

international. Dans ce cadre, INRAE est un institut qui a déjà créé un cadre de partage de 

données, notamment en ce qui concerne la génomique des arthropodes avec la constitution de 

la Bioinformatics Platform for Agroecosystem Arthropods (BIPAA). Le projet génome 

G. fossarum pourra être intégrée dans BIPAA à la fois dans la phase d’analyse et puis ensuite 

comme ressources génomiques. Ce projet pourra s’intégrer naturellement au consortium 

international i5k, auquel le BIPAA est connecté, une initiative qui vise à séquencer et analyser 

les génomes de 5000 espèces d’arthropodes.   
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Identification des voies moléculaires du système endocrine chez les gammaridés : 

construction d’outils de diagnostic pour évaluer la perturbation endocrine en milieux 

aquatiques. 

Le système endocrinien est constitué de glandes qui sécrètent des messagers chimiques 

(hormones) qui interagissent avec des cibles spécifiques (récepteurs). Ces interactions 

conduisent à la régulation d'un vaste ensemble de fonctions, dont la croissance, le 

développement, la reproduction, l'équilibre énergétique et le métabolisme (La Merrill et al 

2019). Le système endocrinien est le médiateur principal des interactions entre les génotypes et 

les phénotypes, et entre les organismes et leur environnement. Les réponses hormonales 

induites par l'environnement régulent la flexibilité phénotypique sur différentes échelles de 

temps en modifiant l'état physiologique, l'expression génétique et les marques épigénétiques 

(Vitousek et al 2018).  

Il est intéressant de noter que la diversité des métazoaires se retrouve dans l'évolution des 

systèmes endocriniens (Bonett et al 2016). Les systèmes endocriniens des métazoaires ont 

évolué à partir d'un ancêtre bilatérien commun avant la divergence des protostomiens et des 

deutérostomes, il y a plus de 600 millions d'années (Erwin & Davidson 2002, Loof et al 2012). 

Les arthropodes ont divergé au sein de la lignée des protostomiens il y a environ 500 millions 

d'années (Ayala et al 1998). Les systèmes endocriniens des arthropodes ont divergé 

ultérieurement à la suite de l’évolution d’un exosquelette, qui nécessite une mue pour la 

croissance et la reproduction (Cheong et al 2015). Se sont donc développés des processus de 

signalisations endocriniennes permettant de réguler la mue et coordonner la croissance et la 

reproduction (Knigge et al 2021). Pour cela, les arthropodes (y compris les insectes et les 

crustacés) ont des systèmes endocriniens différents des vertébrés. En particulier, différents 

récepteurs endocriniens (par exemple, le récepteur de l’ecdysone, EcR ; ou le récepteur du 

méthyl farnesoate ou de l’hormone juvénile, MfR) et différentes voies moléculaires régulent 
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les cycles de reproduction et de mue des arthropodes ainsi que le développement embryonnaire 

et le métabolisme de l'organisme. 

Ces systèmes de communication complexes sont sensibles à certaines substances chimiques 

exogènes avec lesquels elles peuvent interférer et conduire à des effets sur la santé des 

organismes. Les contaminants capables d’interférer avec les systèmes endocriniens sont définis 

comme perturbateurs endocriniens (PEs) (Bergman et al 2013). Dans le cadre de la surveillance 

des milieux aquatiques imposée par la Directive Cadre sur l'Eau, seul un nombre limité de 

composés chimiques prioritaires est actuellement mesuré dans l'eau et / ou le biote, conduisant 

à une sous-estimation de l'impact global des contaminants possiblement PEs pour la 

biodiversité aquatique. Pour pallier à ces limites, l’une des stratégies actuellement adoptée est 

l’inclusion de bioessais permettant d'introduire une approche bioanalytique basées sur le mode 

d'action (MdA) et d'intégrer ainsi tous les composés/cocktails ayant un MdA similaire. La 

spécificité des mécanismes d’action des hormones a permis la mise en place de bioessais in 

vitro capables de mesurer la capacité d’une substance ou d’un mélange de substances à activer 

un récepteur. L’intérêt de ce type de démarche bioanalytique réside dans l’utilisation d’effets 

biologiques (on parle d’effect-based analysis) pour tracer la présence des contaminants 

(Tousova et al 2017). Parmi les bioessais qui sont actuellement reconnus et proposés comme 

outils pour la surveillance des PEs dans les milieux aquatiques, on peut citer l’essai basé sur 

l’activité du récepteur aux œstrogènes (ER) dans la lignée cellulaire de cancer du sein MELN 

(Balaguer et al 1999), ou l’essai basé sur l’activité du récepteur des androgènes dans la lignée 

cellulaire de cancer du sein MDA-kb2 (Wilson et al 2002) ou encore le GR-CALUX ® essai, 

basé sur l’activité du récepteur des glucocorticoïdes (Macikova et al 2014). Ces bioessais in 

vitro ont été déployés pour caractériser la contamination en PE des eaux de différentes rivières 

européennes (Tousova et al 2017).  
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Si les caractéristiques qui permettent d’identifier un PE sont les mêmes pour tous les 

organismes (par exemple agoniste ou antagoniste envers un récepteur d’hormone ; altération de 

l’expression du récepteur ; altération de la synthèse, transport, distribution, ou métabolisme de 

l’hormone) (La Merrill et al 2019), la divergence évolutive des systèmes endocriniens fait que 

les outils disponibles aujourd’hui concernent principalement les systèmes de vertébrés (dont 

l’Homme) et ne sont donc pas adaptés à l’étude et l’identification des PEs pour d’autres groupes 

taxonomiques. Actuellement, l’évaluation de la perturbation endocrinienne dans les milieux 

aquatiques n’intègre pas la spécificité des systèmes endocriniens des invertébrés, notamment 

des arthropodes, et il n’existe que peu d’outils pour détecter les effets des PEs chez ces taxons, 

pourtant majoritaires au sein de la biodiversité animale. Des tests spécifiques sont en cours de 

développement, et utilisent des éléments du système endocrinien des insectes ou de crustacés, 

tels que des bioessais impliquant les récepteurs ecdystéroïdes et méthyl farnésoate, la mesure 

des titres de 20-hydroxyecdysone (20E) ou des tests pour l'activité chitobiase. (De Wilde et al 

2013, Kakaley et al 2017, Chan et al 2019, Lafontaine et al 2016, Rollin et al 2023). Néanmoins, 

l'établissement de protocoles fiables pour évaluer la perturbation endocrinienne chez les 

crustacés reste un défi, notamment à cause d’une ressource moléculaire limitée (notamment 

génomique) et d’une connaissance encore partielle des mécanismes moléculaires spécifiques 

au niveau d’organe ou de tissu. 

C’est dans ce cadre que je suis en train de développer un axe de recherche qui vise d’un côté 

à identifier les acteurs des principales voies impliquées dans la régulation endocrine chez 

différentes espèces de gammaridés, et de l’autre d’utiliser ces nouvelles connaissances pour 

développer des outils bioanalytiques pertinents pour le diagnostic de la perturbation endocrine 

des milieux aquatiques sur ce groupe de crustacés. Pour cela, un premier projet de recherche, 

que j’ai coordonné (ThECA, projet de faisabilité ANSES 2019-2021), a contribué à 

l’identification des orthologues du récepteur nucléaire clé impliqué dans la réponse à l'ecdysone 
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(EcR) chez les gammaridés, en tirant parti des données -omiques disponibles et d’une approche 

phylogénétique. Dans une deuxième temps, grâce à la collaboration mise en place avec l’équipe 

« Endocrine disruptors and emergent contaminants » (Prof. Miguel Santos, Dr. Raquel Ruivo, 

Dr. Teresa Neuparth) du Centre Interdisciplinaire de Recherche Marine et Environnementale 

(CIIMAR) de Porto (Portugal), un bioessai in vitro a été établi en utilisant le récepteur nucléaire 

EcR de deux amphipodes (G. fossarum et G. locusta).  

Pour identifier les orthologues du EcR, nous avons mis en œuvre une stratégie 

bioinformatique basée sur une approche en deux étapes. Dans la première étape, nous avons 

utilisé la séquence protéique du Ligand Binding Domain (LBD) de l'EcR de Drosophila 

melanogaster comme requête pour rechercher des contigs homologues dans les transcriptomes 

de 8 espèces différentes de gammaridés (trois espèces cryptique de Gammarus fossarum, G. 

pulex, G. wautieri, G. locusta, Echinogammarus berilloni, E. marinus). Dans un deuxième 

temps, les séquences présentant à la fois le domaine de liaison à l'ADN (DBD) et celui pour la 

liaison au ligand (LBD) ont été conservées pour une analyse phylogénétique. Nous avons trouvé 

des contigs homologues d'EcR dans le transcriptome de chaque espèce de gammares. Tous les 

ORFs présentent des DBDs et des LBDs (Figure 21A). Nous avons observé les relations 

phylogénétiques attendues pour les décapodes, les insectes et les daphnies, cependant 

l'embranchement des amphipodes n'est pas bien résolu, notamment en raison d'une forte 

divergence des EcR chez les gammaridés (Figure 21B).  

Ainsi, les EcR des gammaridés sont distincts à la fois de ceux de Hyalella, un autre 

amphipode et de Daphnia, ce qui montre l'importance d'élargir la diversité des espèces au-delà 

des organismes modèles pour étudier l'activité potentielle de perturbation endocrinienne des 

produits chimiques.  

Après avoir identifié les séquences d'ADN codant (CDS) des EcRs de G. fossarum et de G. 

locusta, nous avons mis au point deux tests in vitro afin de disposer d'un outil capable de cribler 



58 

 

les insecticides et d’autres composés ayant une activité endocrine selon leur capacité à activer 

les EcRs des crustacés. 

 

 

Figure 21. A) Structure schématique de l'EcR des gammaridés. La longueur des domaines s'étend du minimum au maximum 

identifié chez les huit espèces étudiées. B). Arbre phylogénétique obtenu utilisant l’outil en ligne Phylogeny.fr. Nous avons 

aligné les séquences d'acides aminés en utilisant MUSCLE et l'alignement a été corrigé avec GBlock avec la sélection moins 

stricte en raison de la forte divergence entre les séquences. La phylogénie a été déduite en utilisant PhyML et le test 

Approximate Likelihood-Ratio (SH-like) a été utilisé pour le support des branches. Les arbres phylogénétiques ont été dessinés 

avec Tree Dyn. 

 

Les bioessais in vitro sont basés sur le clonage d’un cDNA hybride GAL4-DBD/EcR-LBD 

dans un plasmide qui inclut un domaine de liaison à l'ADN GAL4 de levure en amont du gène 

codant pour la luciférase de Renilla reniformis, de sorte qu'en cas d'activation de l'EcR par un 

composé à tester, la luciférase est exprimée comme gène rapporteur. Nous avons co-transfecté 

la lignée cellulaire COS-1 (une lignée de fibroblastes immortalisés dérivés du rein du singe vert 
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africain) avec le récepteur X des rétinoïdes (RXR) du G. locusta (dont la séquence entière est 

disponible) qui est le co-récepteur d’EcR, afin d'avoir un EcR fonctionnel. Les cellules ont 

montré la plus grande activité luciférase en utilisant les ecdystéroïdes Ponasterone A (PonA) 

ou 20-hydroxy ecdysone (20-OH) (Figure 22A, 22B). Le test EcR a également montré une 

induction pour deux insecticides de type dyacilhydrazines (1,3 à 3 fois), le methoxyfenozide 

(MET) et le tebufenozide (TEB) agonistes du EcR des arthropodes.  

 

 

Figure 22. Activité luciférase dans les cellules COS-1 lorsqu'elles sont co-transfectées avec le récepteur de l'ecdysone (EcR) et 

le récepteur du rétinoïde X (RXR) de Gammarus fossarum (A), Gammarus locusta (B). Les cellules ont été traitées avec 10 

µM de diméthylsulfoxyde (solvant de contrôle), ou 10 µM pour chacun des autres composés testés. Tous les tests ont été répétés 

trois fois. Les résultats sont exprimés en tant que moyenne ± déviation standard de l'induction normalisée.  

* p-value<0,05 (ANOVA à un facteur). 

 

Ces premiers résultats appuient l’utilisation des ressources transcriptomiques aujourd’hui 

disponibles chez les espèces sentinelles pour identifier les récepteurs impliqués dans la 

signalisation endocrine et montrent la faisabilité de développer de bioessais in vitro basés sur 

leur spécificité d’interaction avec des contaminants perturbateurs endocriniens.  

Pour développer cet axe de recherche, je compte poursuivre les approches comparatives et 

phylogénétiques pour l’identification du répertoire complet des récepteurs nucléaires et d’autres 



60 

 

facteurs de transcription impliqués dans le système endocrinien chez les gammaridés. Ces 

approches bioinformatiques seront complémentés par des approches expérimentales, telles que 

l’amplification rapide des extrémités des ADNc (RACE) ou l’exploitation des données de 

séquençage génomique présentées dans le chapitre précédent, dans le cas où les ressources 

transcriptomiques disponibles ne permettraient pas l’identification des séquences complètes des 

récepteurs d’intérêt (Hwang et al 2014, Sessegolo et al 2019). L’identification d’autres acteurs 

permettra d’élargir le nombre de bioessais in vitro chez ces espèces grâce à la collaboration en 

cours avec l’équipe du CIIMAR. Nous avons déjà identifié des récepteurs capables de répondre 

à une grande diversité de cibles chimiques et ayant un rôle central dans la régulation de la 

reproduction et du métabolisme. Par exemple, le récepteur nucléaire Retinoid X receptor (RXR) 

est une cible des composés organostanniques, utilisés comme stabilisateur dans les biocides 

agricoles ou comme catalyseurs industriels (Roark 2020). Un autre exemple concerne les 

facteurs de transcription activés par un ligand, tel que le Methyl farnesoate Receptor (MfR), 

une cible des insecticides analogues aux hormones juvéniles (comme le pyriproxyfen). 

A moyen terme, un premier objectif de cet axe de recherche est d’aller au-delà de l’intérêt 

bioanalytique (niveau de contamination / d’exposition) des bioessai in vitro, et de pouvoir les 

calibrer à l’aide des marqueurs de toxicité disponibles chez G. fossarum pour pouvoir établir 

un lien entre le niveau d’activation in vitro du récepteur et l’impact toxique. Une première étape 

permettra de calibrer chaque test en utilisant des produits chimiques modèles, connus pour 

activer les récepteurs, afin de normaliser l'activité de chaque récepteur en utilisant une approche 

d'équivalent chimique (Creusot et al 2014, Creusot et al 2016). Dans le cas du test EcR 

développé au cours du projet ThECA, l'hormone naturelle Ponasterone A avait montré la plus 

forte activation (Figure 22) et peut être utilisée comme molécule modèle pour construire 

l'interprétation en équivalence. Pour les autres récepteurs, l'étalonnage de chaque test sera 

effectué à l'aide d'agonistes connus, tels que des hormones naturelles ou des agonistes 
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synthétiques (par exemple, le farnésoate de méthyle ou des agonistes de l'hormone juvénile 

pour le MfR; le tributyltin pour le RXR) afin de choisir le produit chimique ayant la plus grande 

affinité. Ensuite, une deuxième étape cherchera à caractériser les équivalents toxiques in vivo 

chez les gammares, via l’utilisation des tests de toxicité sub-chronique disponibles dans notre 

laboratoire (inhibition de l'alimentation, reprotoxicité), afin d'exprimer l'activité des récepteurs 

en termes d'effets toxiques. 

Un deuxième objectif est de tester la pertinence écotoxicologique et la sensibilité des 

bioessais in vitro développés. Comme cité auparavant, le projet européen SOLUTIONS a 

montré la capacité de ce type de bioessais pour identifier des sites caractérisés par la présence 

de perturbateurs endocriniens pour les vertébrés (Tousova et al 2017). Les bioessais in vitro 

développés et validés dans le cadre de cet axe recherche permettront de combler le manque 

d’information sur les potentielles activités de perturbation endocrinienne pour les arthropodes.  

Pour valider l’intérêt du potentiel diagnostic de ces bioessais axés sur les systèmes 

endocriniens des crustacés, une approche de terrain semble justifiée et cohérente. Des 

échantillons environnementaux seront donc prélevés sur différents sites parmi des bassins 

versants français soumis à différentes pressions anthropiques (agricoles, urbaines, 

industrielles), et seront analysés pour leur capacité à activer une réponse in vitro. Les sites seront 

sélectionnés sur la base d'études antérieures, notamment en collaboration avec les Agences de 

l'eau françaises, l'Agence française pour la biodiversité et le plan français Ecophyto II. La 

collaboration avec le CIIMAR pourrait permettre d’élargir le monitoring à des sites marins ou 

estuariens de la côte portugaise.  

Les résultats de cet axe de recherche permettront d’un côté d’améliorer nos connaissances 

fondamentales sur les systèmes endocriniens des crustacés et de l’autre de développer de 

nouveaux outils qui pourront aider les gestionnaires de l’eau à mieux prendre en compte la 

perturbation endocrine dans les milieux aquatiques.   
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Approches -omiques chez les espèces sentinelles pour l’étude de l’exposome des milieux 

aquatiques 

Les organismes sont exposés à des milliers de substances chimiques d'origine naturelle et 

anthropique tout au long de leur vie. Cependant, en général, les évaluations du risque chimique 

sont basées sur la caractérisation des effets indésirables en testant une molécule chimique à la 

fois et dans des conditions contrôlées de laboratoire (Scholz et al 2022). L'évaluation du risque 

des mélanges chimiques environnementaux est un défi en raison de la multitude de 

combinaisons possibles dans les milieux. Les organismes aquatiques y sont exposés à des 

mélanges variables dans le temps et dans leur composition (de Zwart et al 2018). Tester des 

milliers de produits chimiques sur des centaines d'espèces aquatiques et pour une multitude 

d’effets est difficilement envisageable (Johnson et Sumpter 2016).  

Afin de prendre en compte la complexité des expositions environnementales, le concept 

d'« exposome » a été défini en épidémiologie moléculaire pour caractériser les mélanges 

chimiques et leurs réponses biologiques (Wild et al 2005, Maitre et al 2018, 2022). Dans ce 

contexte, les données -omiques (par exemple protéomique, transcriptomique ou 

métabolomique) sont collectées afin d'identifier des marqueurs biologiques d'exposition externe 

(Vineis et al 2017). Ces réponses biologiques sont ensuite analysées pour identifier des 

signatures pertinentes qui pourraient expliquer les effets observés sur la santé des individus 

(Laine et al 2020). En épidémiologie l'exposome chimique est généralement mesuré en évaluant 

à la fois les expositions extérieures et les expositions personnelles (analysées dans les fluides 

corporels) (Vineis et al 2017, Maitre et al 2018). Ce cadre conceptuel pourrait finalement être 

étendu aux écosystèmes aquatiques, comme proposé par le concept d’éco-exposome (Escher et 

al 2017, Scholz et al 2022). Toutefois, les études pour la caractérisation de l'éco-exposome sont 

encore limitées en toxicologie environnementale, en raison notamment d’un nombre de 

biomarqueurs trop limité, tels que les marqueurs liés à l'immunité ou au stress oxydatif (Evariste 
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et al 2018, Lv et al 2018). Un défi majeur dans la mise en œuvre d'un cadre exposomique en 

écotoxicologie aquatique comprend la disponibilité des ressources moléculaires chez les 

espèces pertinentes pour l'environnement. Comme illustré dans les chapitres précédents, les 

travaux en protéogénomique sur les gammaridés ont récemment démontré la capacité d'acquérir 

des informations quantitatives sur l'abondance de centaines de protéines chez les gammares, 

soit sur individus entiers, soit sur organes groupés, en utilisant des approches protéomiques 

(Gouveia et al 2017, Faugère et al 2020, Leprêtre et al 2022a,b).  

En parallèle, la biosurveillance des milieux aquatiques, à travers la mesure de concentrations 

en contaminants accumulés dans le biote et les niveaux de biomarqueurs, représente une 

approche valide pour évaluer la présence de mélanges chimiques dans les milieux aquatiques. 

La biosurveillance active, basée sur la transplantation d'organismes calibrés (par taille, sexe, 

état physiologique, etc.) provenant d'une population source unique, minimise la variabilité 

biologique et permet un contrôle total du temps d'exposition. Au cours de la dernière décennie, 

l'utilisation d'organismes encagés chez l’espèce d'amphipode d'eau douce Gammarus fossarum 

a été développée pour le suivi de la contamination chimique à l’échelle nationale (Besse et al 

2013, Ciliberti et al 2017, Alric et al 2019, Babut et al 2020). De plus, des bioessais 

écotoxicologiques in situ basés sur l'évaluation de marqueurs individuels, tels que la fertilité, la 

fécondité, la mue ou la croissance ovocytaire et la mesure de certains biomarqueurs 

moléculaires spécifiques (Geffard et al 2010, Gouveia et al 2017, Chaumot et al 2020, Lopes et 

al 2020) sont disponibles chez G. fossarum. 

L’ambition de l’axe de recherche que je propose ici est d’étudier les effets des contaminants 

dans le cadre d'une exposition directe dans les milieux aquatiques et mettre en lien les 

perturbations moléculaires avec les effets écotoxicologiques observés. L'originalité de cette 

approche est d'expérimenter la toxicité de mélanges chimiques dans des conditions réelles de 

terrain en combinant l’approche standardisée de biosurveillance active mis au point sur l’espèce 



64 

 

sentinelle Gammarus fossarum avec les approches -omiques aujourd’hui disponibles sur des 

organes clés chez cette espèce. 

Dans un premier temps, grâce au financement par le programme « Ecosphère Continentale 

et Côtière » (EC2CO) d’un projet que je coordonne actuellement, j’étudierai la réponse 

biologique de deux organes clés pour la reproduction chez les gammares femelles, les ovaires 

et le caecum (central dans le transport des lipoprotéines), par approche protéomique combinée 

à une approche de biosurveillance active sur environ 30 sites choisis sur le réseau national de 

surveillance des Agences de l’Eau. D’un point de vue méthodologique, la mise en œuvre de ce 

projet s’appuiera d’abord sur l’identification des sites associés à un effet reprotoxique chez les 

femelles exposées. Pour cela, j'utiliserai une base de données nationale (partenariat Agences de 

l'Eau - INRAE) rassemblant les données écotoxicologiques obtenues à l’aide des gammares 

encagés et déployés à travers les réseaux nationaux de surveillance (plus de 200 sites 2017-

2021). Cette base de données fournit des informations toxicologiques sur les gammares 

encagés, telles que la mortalité, l'inhibition de l'alimentation, les altérations de la reproduction 

et du cycle de mue. La sélection des sites sera basée sur les critères suivants : i) aucun effet sur 

la reproduction des organismes observés pour cinq sites de référence ; ii) effets néfastes sur la 

reproduction pour vingt-cinq (25) sites. Pour chaque site, nous répéterons le test de reprotoxicité 

tel qu'établi par le laboratoire (Geffard et al 2010, Chaumot et al 2020, Lopes et al 2020, 

AFNOR XP T90T90-722-2) afin de réévaluer leurs effets toxiques et constituerons un pool de 

cinq caeca et un pool de cinq ovaires. Je développerai une méthode de spectrométrie de masse 

de type Dynamic Multiple Reaction Monitoring (dMRM) sur la base des travaux déjà réalisés 

(Faugère et al 2020, Leprêtre et al en préparation). Les analyses de données combineront des 

statistiques multivariées (mise à l'échelle multidimensionnelle; clustering hiérarchique), des 

analyses d'abondance différentielle de protéines (modèles linéaires généralisés et méthodes 

empiriques de Bayes) entre organes témoins et organes impactés (Faugère et al 2020, Kammers 
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et al 2015) et des analyses de réseaux de coexpression sur l'ensemble des données (Weighted 

Gene Coexpression Network Analysis, WGCNA) (Langfelder et al 2008, Degli Esposti et al 

2019, Koenig et al 2021). L'intégration de ces méthodes biostatistiques permettra d'identifier 

des tendances biologiques générales à travers les échantillons et des biomarqueurs potentiels de 

reprotoxicité. Les profils protéomiques seront analysés pour évaluer la présence des 

mécanismes potentiellement différents de toxicité reproductive. De plus, il sera possible évaluer 

si les profils protéomiques sont corrélés à un sous-ensemble de sites de terrain potentiellement 

caractérisés par des caractéristiques environnementales similaires (par exemple, sites de 

référence ou sites reprotoxiques). La pertinence biologique des protéines ou des groupes de 

protéines identifiés sera évaluée par des analyses d'enrichissement fonctionnel en utilisant les 

annotations des protéines issues des bases de données Gene Ontology ou KEGG, comme cela 

a été fait précédemment (Koenig et al 2021). Enfin, ce projet permettra de caractériser 

l'exposome chimique tel qu'il est conceptualisé dans les études d'épidémiologie moléculaire 

(comme le projet HELIX, Maitre et al 2018, 2022) dans lesquelles l'exposome externe et interne 

est évalué. L'analyse chimique sera réalisée par l'équipe du LPTC (UMR EPOC Bordeaux), 

dirigée par le Dr. Hélène Budzinski. Cette preuve de concept portera sur une dizaine de sites, 

pour moitié associée à la reprotoxicité et pour l’autre moitié des sites de référence ne présentant 

pas de reprotoxicité. Afin de caractériser l'exposome interne, des analyses qualitatives et 

quantitatives seront réalisées pour rechercher des contaminants de préoccupation émergente 

(produits pharmaceutiques, retardateurs de flamme, PFASs), PAH, PCB ou autres dioxines qui 

pourraient se bio-accumuler dans les gammares encagés. Afin de caractériser l'exposome 

externe et l’exposition possible à des contaminants non-bioaccumulés, des échantillonneurs 

passifs tels que les POCIS (Polar Organic Chemical Integrative Sampler) seront déployés et 

analysés simultanément. Des analyses ciblées utilisant le GC-MS/MS et le HPLC-MS/MS 

seront effectuées sur des pools distincts d'organismes exposés sur les sites en même temps que 
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les expositions pour l'évaluation de la reprotoxicité. Une comparaison entre les sites de 

référence et les sites impactés produira d'abord une liste de contaminants potentiellement liés à 

la reprotoxicité chez les gammares. De plus, nous intégrerons les analyses protéomiques et 

chimiques en examinant l'association entre les profils protéomiques identifiés et la signature 

chimique des sites induisant la reprotoxicité afin d'identifier les voies biologiques répondant 

aux mélanges chimiques identifiés.  

Ce projet permettra de trouver des premières réponses à des questions spécifiques comme la 

capacité de profils protéomiques des organes à informer sur les effets et les mécanismes de 

reprotoxicité.  

A la suite de ce projet, pour faire avancer l’étude de l’exposome des milieux aquatiques, 

j’envisage de développer différents volets de recherche. Un premier volet vise à élargir le panel 

d’informations moléculaires disponible chez les espèces sentinelles au niveau de l’organe. Cela 

est nécessaire pour acquérir une vision intégrée des systèmes biologiques et permettre de 

répondre aux questions autour de l’éco-exposome des milieux aquatiques. L’analyse des petites 

molécules et des lipides, par la métabolomique et la lipidomique, représente un développement 

particulièrement intéressant chez l’amphipode G. fossarum. D’abord, les métabolites 

constituent les substrats des réactions métaboliques et la variation de leurs concentrations nous 

donne des informations importantes sur l’homéostasie de l’organisme ou de l’organe d’intérêt 

(Marie 2020). De plus, l’intégration de données quantitatives protéomiques et métabolomiques 

peut améliorer leur interprétation, comme par exemple dans le cas de l’identification de boucles 

de retro actions positives ou négatives, qui ne sont pas visibles en utilisant une seule dimension 

moléculaire, comme mis en évidence chez la moule Mytilus galloprovincialis exposé à la 

carbamazépine (Dumas et al 2022). En parallèle, l’étude de l’ensemble des lipides (lipidome) 

chez les organismes d’intérêt environnemental reste récente et peu abordée en écotoxicologie 

et encore moins dans un cadre d’étude de l’exposome (Fu et al 2021, Melvin et al 2019). 
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Pourtant les lipides, en plus d’être les constituants des membranes chez tous les organismes 

vivants, ont un rôle majeur pour comprendre l’état métabolique, nutritionnel et fonctionnel de 

différents organes. Un des principaux intérêts pour l’intégration de la lipidomique est leur rôle 

en tant que ressources énergétiques, constituants des lipoprotéines, et lipides de réserve 

notamment impliqués dans la maturation des ovocytes et donc ayant une importance majeure 

dans la reproduction. Chez le gammare, un répertoire expérimental exhaustif des métabolites et 

des lipides est en voie de construction. Dans le cadre de la collaboration avec l’Institut de 

Science Analytique, (Dr. Sophie Ayciriex, Prof. Arnaud Salvador,) nous avons commencé les 

développements méthodologiques pour permettre l’exploration de ces dimensions moléculaires 

(Fu et al 2020, Fu et al 2021, Faugère et al 2023). Une première étude a permis d’établir un 

lipidome de référence de gammares de différents sexes et stades de reproduction (Fu et al 2021). 

Plus de 200 espèces lipidiques moléculaires ont été quantifiées, correspondant à 11 classes 

lipidiques majeures : triacylglycérols (TAG), diacylglycérols, phosphatidylcholines, (PCs), 

phosphatidyléthanolamines (PEs), éther lipides (PE-O et PC-O), phosphatidylinositols (PIs), 

les lysophosphatidylcholines (LPCs), les lysophosphatidyl-ethanolamines (LPEs), les 

sphingomyelines (SMs), et le cholestérol (Figure 23A) (Fu et al 2021). Il est intéressant de noter 

que les femelles au stade D1 contenaient plus de TAG que les femelles au stade C1 ou que les 

mâles (figure 23B), une accumulation typiquement observée au cours de la vitellogenèse 

également chez d’autres espèces (Subramoniam 2011), alors qu'aucun changement majeur n'a 

été observé pour les lipides membranaires comme le cholestérol, les phospholipides (PC, PE, 

PE-O, PC-O, PI), les lysophospholipides (LPE, LPC) et la sphingomyéline (Figures 23C et 

23D). 

Les résultats de cette étude représentent un excellent point de départ pour analyser le rôle 

des lipides dans la réponse et l’impact de la contamination des milieux aquatiques sur les 

gammares. 
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Figure 23. Composition lipidique du lipidome de Gammarus fossarum (Reproduit de Fu et al 2021). (A) Classes de lipides 

identifiées dans l'organisme G. fossarum avec le nombre associé d'espèces lipidiques identifiées. (B-D) Comparaison du le 

profil lipidique différent entre les gammares mâles et femelles à des stades de reproduction femelle spécifiques (C1 versus D1). 

(B) Profil TAG. (C) Distribution du cholestérol, de la phosphatidylcholine, de la phosphatidyléthanolamine et des éthers 

lipidiques. (D) Profil des lysophospholipides, du phosphatidylinositol et de la sphingomyéline. L'abondance des classes de 

lipides est présentée en moles par mole de lipides membranaires totaux (phospholipides, sphingolipides et stérols - sans compter 

les lipides de stockage). Les changements statistiquement significatifs sont marqués par des astérisques (*** p<0,001, test t de 

Student). Les données sont représentées sous forme de moyenne +/écart-type. 

 

En parallèle, nous avons commencé à explorer la possibilité de produire l’ensemble des 

données –omiques (métabolomique, lipidomique et protéomique) à partir d’un seul individu 

pour améliorer leur intégration et interprétation biologique, notamment en ce qui concerne les 

liens entre profils moléculaires et variations physiologiques, comme dans le cadre du cycle de 

reproduction chez la femelle (Faugère et al 2023). Les développements analytiques multi-

omiques ont montré qu’il est aujourd’hui possible de mettre en œuvre un protocole d’extraction 
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de protéines, métabolites polaires et lipides à partir d’un organisme unique et de mener leur 

analyse par spectrométrie de masse ciblée HPLC-MRM MS (Faugère et al 2023). A partir de 

ces résultats, les futurs développements analytiques se concentreront au niveau des organes 

pour permettre d’améliorer les connaissances sur la physiologie moléculaire chez G. fossarum, 

initiées avec la thèse de Natacha Koenig. Un des objectifs qui pourra être poursuivi à moyen 

terme est la construction de modèles intégrés de la physiologie moléculaire de G. fossarum. 

Cette vision intégrée permettra d’étudier de façon plus holistique les altérations fonctionnelles 

induites par les expositions environnementales et prédire leur impact sur la santé des 

organismes, de la même façon que les modèles intégrés du métabolisme humain pour les 

applications biomédicales (Thiele et al 2020) .  

Un autre volet que je souhaite développer dans le cadre de l’étude de l’éco-exposome 

aquatique concerne les effets sur les populations natives. Un des points les plus complexes pour 

définir l’éco-exposome est le suivi de l’exposition au cours de la vie des organismes, comme 

cela est typiquement fait pour les cohortes longitudinales en épidémiologie (Maitre et al 2018, 

Vineis 2017). Dans ce cadre, l’exposition interne, les réponses biologiques mesurées par 

approches -omiques et les effets sur la santé sont mesurés et suivies chez les mêmes individus 

au cours du temps, ce qui permet d’évaluer la présence de fenêtres temporelles de susceptibilité 

qui peuvent être importantes pour faire le lien entre éco-exposome et effets. Cela est identifié 

comme un défi important dans l’évaluation de l’éco-exposome pour les organismes du milieu 

(Scholz et al 2022). Une des solutions proposées consiste à évaluer l’éco-exposome à travers 

un suivi simultané d’organismes à différents stades de vie de la population étudiée (Scholz et 

al 2022). Toutefois, cela est possible dans des cas particuliers, comme une exposition 

relativement stable (grand lacs et fleuves recevant une décharge chimique continue) et pour des 

organismes ayant des cycles de vie court (Rico et al 2016, Scholz et al 2022). Dans ce cadre, la 

combinaison du biomonitoring in situ et de l’étude de profils moléculaires des populations 
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natives de gammaridés pourrait être une approche intéressante pour avancer sur la 

compréhension de l’éco-exposome. De plus, il sera intéressant d’analyser l’aspect temporel de 

l’exposition par des approches toxicocinétique et toxicodynamique, en s’appuyant sur les 

études de modélisation disponibles chez le gammare (Gestin et al 2021 Gestin et al 2022, Gestin 

et al 2023, Ratier et 2019). Pour cela, j’envisage de renforcer les collaborations avec les 

collègues en modélisation (Christelle Lopes, Sandrine Charles du Laboratoire de Biométrie et 

Biologie Evolutive de l’Université de Lyon 1) pour intégrer des paramètres moléculaires dans 

les modèles toxicocinétiques et toxicodynamiques.  

En conclusion, l’expansion des outils moléculaires chez l’espèce sentinelle G. fossarum que 

mon travail de recherche vise à établir permettra d’améliorer la prédiction des risques toxiques 

liés à la contamination chimique des milieux aquatiques. 
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