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Avant-propos
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Introduction générale

La reproduction permet la transmission de l'information génétique d’'une génération a
'autre. Il existe deux grands modes de reproduction, la reproduction sexuée et la
reproduction asexuée retrouvée par exemple chez les cnidaires et les tuniciers. La
reproduction sexuée implique le croisement des patrimoines génétiques parentaux lors du
processus de fécondation (Raven et al., 2007). Ce mode de reproduction est possible grace a
un cycle alternantla production de gameétes matures haploides et le processus de
fécondation permettant le brassage génétique ainsi que la restauration de la ploidie de
I'espece (Le Moigne et Foucrier, 2009). Afin de produire les gametes, les Cellules Germinales
Souches (GSC) sont recrutées et vont engendrer des gonies différenciées qui entreront dans
une phase de mitoses successives suivi du déroulement de la méiose afin de se différencier

pour former I'ensemble de la lignée germinale.

1. L’origine des Cellules Germinales Souches (GSC)

1.1. Spécification de la lignée germinale

Chez la plupart des Métazoaires a reproduction sexuée, la spécification de la lignée
germinale a lieu lors du développement embryonnaire. Ainsi, les cellules de la lignée
germinale dérivent d’un groupe particulier de cellules souches embryonnaires (Saffman et
Lasko, 1999; Wylie, 1999). Les Cellules Germinales Primordiales (PGC) correspondent aux
premieres cellules spécifiées en cellules de la lignée germinale. Deux modes de spécification
des PGC ont été décrits, le modeéle préformistique et le modéle épigénétique.

Dans le cas du modele préformistique ou préformation, la ségrégation des cellules
germinales se produit trés précocement lors du développement embryonnaire et repose sur
I’héritabilité de certains déterminants maternels (Extavour et Akam, 2003; Wylie, 1999). Ces
déterminants constituent le plasma germinal, région particuliere localisée dans le
cytoplasme du péle végétatif de I'ovocyte (lkenishi, 1998; Wylie, 1999). Ces déterminants
sont présents de fagcon continue au cours des générations puisqu’ils sont transmis dans les
cellules embryonnaires qui formeront, a I'dge adulte, la lignée germinale. De plus, ces
déterminants sont nécessaires et suffisants a la spécification des PGC et, par conséquent, a
la formation de la lignée germinale. Chez la drosophile, au premier stade de développement,

I’embryon est constitué d’un syncytium de noyaux, les cellules n’étant pas encore délimitées
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par une membrane. Le plasma germinal est localisé dans le cytoplasme a l'extrémité
postérieure de I'embryon. Lorsque ce plasma germinal est prélevé de I'embryon ou détruit
par irradiation, aucune cellule de la lignée germinale n’est formée et les individus sont
stériles. Des expérimentations de transplantations ont été réalisées afin de mettre en
évidence la capacité du plasma germinal a former des cellules de la lignée germinale
(Ilmensee et Mahowald, 1974). Ainsi, du cytoplasme est prélevé au pole postérieur d’un
embryon donneur puis transplanté au niveau du podle antérieur d’'un embryon receveur. La
région antérieure a été choisie car elle est exclusivement somatique. Aprés transplantation,
des cellules morphologiquement identiques a celles normalement localisées au poéle
postérieur, sont formées dans la région somatique receveuse. De plus, certains individus
receveurs ont pu former une lignée germinale dite « mosaique », c’est-a-dire contenant le
patrimoine génétique de l'individu receveur ainsi que celui de I'individu donneur. Ainsi, les
cellules possédant les déterminants du plasma germinal peuvent engendrer la lignée
germinale indépendamment de leur localisation dans I'embryon. Ce modeéle préformistique
présente |'avantage de proposer un mécanisme autonome, ou la présence du plasma
germinal est suffisante pour la ségrégation de la lignée germinale (Extavour, 2007; lllmensee
et Mahowald, 1974). Les composants du plasma germinal ont également été étudiés chez la
drosophile grace a [I'utilisation de mutants. Ainsi, dix génes ont pu étre identifiés
(cappuccino, mago nashi, nanos, oskar, pumilio, spire, staufen, tudor, valois et vasa) dont les
transcrits sont localisés au pbéle postérieur de I'ovocyte. Pour chacun de ces génes, les
femelles mutantes engendrent une descendance stérile (Boswell et Mahowald, 1985;
Golumbeski et al., 1991; Lehmann, 1992). Parmi eux, seulement trois sont indispensables a
la formation ectopique de cellules germinales a savoir, oskar, nanos et vasa. Oskar permet le
recrutement du transcrit nanos et de la protéine Vasa. Les autres ARN et protéines
maternels sont ensuite accumulés afin de former le plasma germinal (Ephrussi et Lehmann,
1992).

Dans le cas du modele épigénétique ou induction, I'appartenance de certaines cellules a
la lignée germinale est déterminée plus tardivement dans le développement. En I'absence
du plasma germinal, cette spécification résulte de lintégration d’un signal inducteur
provenant des structures environnantes qui constituent une gonade primordiale (Extavour
et Akam, 2003; Nikolic et al., 2016). Ce signal inducteur permet I'expression de génes

spécifiques de la lignée germinale et réprime I'expression de génes somatiques. De plus,
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chez I'embryon de souris, si des cellules sont prélevées dans la région de la gonade
primordiale puis transplantées dans une autre région exclusivement somatique, elles se
développeront en cellules somatiques. A l'inverse, si des cellules sont prélevées dans une
région strictement somatique puis transplantées dans la région de la gonade primordiale,
ces dernieres pourront étre spécifiées en cellules de la lignée germinale (Extavour et Akam,
2003; Tam et Zhou, 1996). Chez la souris, I'un des facteurs impliqué dans le signal inducteur
du modéle épigénétique est BMP4 (Bone Morphogenetic Protein 4). Afin de démontrer la
nécessité de BMP4 dans la spécification de la lignée germinale, des mutants pour cet acteur
ont été utilisés et les PGC chez I'embryon de souris ont été identifiées grace a leur activité
phosphatase alcaline (Lawson et al., 1999). Ainsi, les embryons mutants pour bmp4 ne
présentent aucune cellule appartenant a la lignée germinale a I'inverse des individus non
mutés. De la méme facon, il a été montré que BMP8b était impliqué dans le nombre de
cellules spécifiées en cellules de la lignée germinale. Cependant, ce facteur ne semble pas
essentiel au signal inducteur du modele épigénétique contrairement a BMP4 (Ying et al.,
2000). Lors du développement embryonnaire, le facteur BMP4 permettrait donc d’inhiber
I’expression de genes de la voie somatique et d’activer celle de genes de la voie germinale,
permettant l'induction de certaines cellules embryonnaires pluripotentes en cellules de la
lignée germinale (Dudley et al., 2007). Afin de mieux comprendre le fonctionnement du
modeéle épigénétique, une étude du transcriptome des PGC en comparaison avec celui des
cellules environnantes chez I'embryon de souris a été entreprise. Pour cela, le tri des PGC et
des cellules somatiques a été réalisé grace a des marqueurs incluant BMP4. Les cellules
exprimant bmp4 ainsi que hoxb1, un marqueur somatique, ont été désignées en tant que
cellules somatiques appartenant a l'environnement des futures cellules de la lignée
germinale. A l'inverse, les cellules n’exprimant aucun de ces deux marqueurs ont été
désignées en tant que PGC (Saitou et al.,, 2002). L'analyse des expressions de ces deux
groupes cellulaires a permis de mettre en évidence deux génes fortement exprimés dans les
PGC a savoir, fragilis et stella. Au moment de la spécification, I'expression de stella apparait
seulement dans les cellules exprimant déja fortement fragilis et étant négatives pour hoxb1.
De plus, aucun signal pour fragilis n’a pu étre détecté chez des embryons de souris déficients
pour bmp4, ce qui suggere l'influence de BMP4 sur fragilis qui permettrait I'induction de
cellules embryonnaires en cellules de la lignée germinale (Saitou et al., 2002; Saitou et

Yamaji, 2012).

——
w
—
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Les modeles préformistique et épigénétique ne sont pas incompatibles et peuvent agir
conjointement comme cela a été mis en évidence dans différents groupes phylogénétiques,
notamment chez des chondrichtyens, des arthropodes ou encore des mollusques (Extavour,
2007). Une analyse phylogénétique des processus de spécification de la lignée germinale a
été réalisée chez 28 phylums. Elle a permis de mettre en évidence que le modele
épigénétique est le processus retrouvé chez la plupart des groupes alors que le modéle
préformistique est moins fréquemment observé. Chez les Deutérostomiens non cordés tels
qgue les Cnidaires ou les Poriféres, a ce jour, aucune preuve de préformation n’a été
montrée. Chez les Echinodermes, une ségrégation tardive des cellules germinales suggére
une induction de la lignée germinale. Chez les cordés, le modele préformistique semble étre
retrouvé chez les téléostéens alors que le modele épigénétique semble étre le processus
existant chez les mammiféres (Extavour et Akam, 2003). Chez les Protostomiens, le mode de
spécification retrouvé est le modele épigénétique pour la majorité des especes. D’aprés
cette analyse, tenant compte de I'ensemble des Métazoaires, la spécification de la lignée
germinale est possible a n’importe quel moment du développement embryonnaire.
Cependant, dans 23 phylums sur les 28 étudiés, I'observation de la premiére population de
cellules appartenant a la lignée germinale est faite lors des étapes tardives de
développement. Ces données suggérent que le modéle épigénétique serait plus fréquent
dans le regne animal et pourrait constituer le caractére ancestral (Extavour et Akam, 2003).
Ce dernier pourrait étre le mode de spécification utilisé par I'ancétre commun des

Deutérostomiens et des Protostomiens (Extavour, 2007).
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1.2. Les Cellules Germinales Primordiales (PGC)

Les Cellules Germinales Primordiales (PGC) constituent la premiére population de
cellules embryonnaires exclusivement germinales (Figure 1A). Ces PGC sont retrouvées
durant la vie embryonnaire chez la majorité des vertébrés et invertébrés (Saffman et Lasko,
1999). Une fois spécifiées, les PGC migrent afin d’atteindre les territoires somatiques qui
formeront la gonade chez l'individu adulte (Moore et al., 1998). Aprés leur migration, les
PGC se différencient en Cellules Germinales Souches (GSC) qui formeront la lignée germinale
adulte (Extavour, 2007; Juliano et al., 2010). Une hypothese a été avancée concernant les
cellules ayant la capacité d’étre spécifiées en PGC. Ces cellules ont été nommées les PGC
potentielles (pPGC) et constitueraient un type cellulaire morphologiquement identique aux
autres cellules embryonnaires (Figure 1B). Cependant, ces derniéres posséderaient la
capacité d’engendrer a la fois des cellules somatiques et des PGC chez I'embryon (Extavour

et Akam, 2003).

A [~ = = = = T = T T T T T T
| O ™~ :
: Gameétes / |
C | GSC Gameétes |
L Gonade adulte ]

PG

embryon

pPGC PGC |  GSC Gamétes embryon

embryon

s50ma soma
[Faprés Extavour, 2007

Figure 1 : Schémas récapitulatifs de la formation des PGC (Cellules Germinales Primordiales) chez '’embryon. A —
Hypothese courante concernant la formation des PGC d’aprés Extavour, 2007 et Juliano et al., 2010. Les cellules a potentiel
germinal sont spécifiées lors du développement embryonnaire et formeront les GSC (Cellules Souches Germinales) aprés
migration et établissement dans la gonade adulte. B — Hypothése des pPGC (PGC potentielles) qui présentent la capacité de
se différencier en une cellule somatique et une PGC d’apres Extavour, 2007. PGC : Cellules Germinales Primordiales ; GSC :
Cellules Souches Germinales ; soma : Cellules somatiques ; pPGC : Cellules Germinales Primordiales potentielles.




Introduction générale Thése Maéva Cherif--Feildel

Une fois spécifiées chez I'embryon, les PGC se distinguent des autres cellules
embryonnaires par la présence de structures cytoplasmiques caractéristiques ressemblant a
la région du plasma germinal. Ces structures sont retrouvées dans toutes les PGC,
indépendamment du mode de spécification de la lignée germinale (Saffman et Lasko, 1999).
Elles sont appelées granules germinaux, corps chromatoides ou encore nuage selon les
auteurs et sont visibles en microscopie électronique a transmission ou elles apparaissent
comme des structures denses, régulierement associées a des mitochondries. De plus, ces
structures sont riches en ARN et en protéines nécessaires au développement de la lignée
germinale tels que Vasa, Piwi ou encore Nanos (Gleason et al., 2018; Voronina et al., 2011).
Les ARN de ces marqueurs ont été mis en évidence par hybridation in situ dans le plasma
germinal de 'embryon ainsi que dans les granules germinaux des PGC chez plusieurs espéces
(Harris et Macdonald, 2001; Hay et al., 1988; Mosquera et al., 1993).

La migration des PGC, afin d’atteindre la gonade adulte, est essentielle a leur survie et a
leur prolifération et semble étre contrélée par une combinaison de mécanismes conservés,
attractifs et répulsifs, provenant des tissus somatiques environnants (Marlow, 2015;
Richardson et Lehmann, 2010; Wylie, 1999). Chez la drosophile, les premiéres étapes de
migration des PGC sont dues aux remaniements morphologiques lors du développement qui
ameénent ces cellules au niveau de I'épithélium digestif. Suite a cela, les PGC changent de
forme et la présence de pseudopodes est visible en microscopie électronique a transmission.
De plus, des jonctions cellulaires peuvent étre observées entre les PGC, formant alors un
cluster, et I'épithélium digestif de 'embryon de drosophile. Les PGC passent ensuite au
travers de cet épithélium digestif et migrent jusqu’au mésoderme gonadique qui formera la
partie somatique de la gonade (Deshpete et al., 2016; Jaglarz et Howard, 1995). Certains
facteurs attractifs sont produits par les cellules de cette gonade primordiale. Chez la
drosophile, le géne principalement impliqué est hmgcr codant pour I’hydroxy-méthyl-
glutaryl-coenzyme A réductase (HMG-CoA). Cette enzyme est trés exprimée dans les cellules
somatiques de la gonade primordiale et la mutation du gene hmgcr entraine de fortes
perturbations dans la migration des PGC, observables par immunomarquages Vasa, les
empéchant de rejoindre le mésoderme gonadique. De plus, lorsque I'expression ectopique
de hmgcr est induite dans un autre tissu, les PGC migrent vers ce dernier (Van Doren et al.,
1998). La migration des PGC est également controlée par des facteurs répulsifs et, chez la

drosophile, le géne impliqué est wunen qui est exprimé au niveau de I'épithélium digestif
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chez 'embryon. En effet, chez les embryons déficients pour wunen, les PGC restent au
niveau de I'épithélium digestif. De plus, quand I'expression de wunen est induite au niveau
du mésoderme gonadique, trés peu de PGC migrent jusqu’a ce tissu (Zhang et al., 1997).
Chez Caenorhabditis elegans, les PGC ne subissent pas de réelle période de migration
contrairement a la majorité des especes modeles ou ce processus a été étudié (Richardson
et Lehmann, 2010). En effet, pendant le développement de C. elegans, les PGC se retrouvent
localisées a I'endroit de la future gonade par les mouvements morphogénétiques de
I’endoderme qui les poussent jusqu’au centre de I'embryon. Chez ce modéle, la gonade
primordiale contient donc initialement les PGC et ce sont les précurseurs somatiques de
cette gonade qui devront migrer. La migration des précurseurs somatiques a pu étre suivie
par microscopie confocale 4D, il a ainsi été montré qu’ils étaient initialement localisés dans
la région antérieure de I'embryon. Ils migrent ensuite jusqu’a la région postérieure de
I’embryon afin de rejoindre les PGC et de les envelopper par des extensions cytoplasmiques

(Rohrschneider et Nance, 2013).
1.3. Origine atypique des GSC

Chez les espéces gonochoriques a reproduction sexuée, la spermatogenese et
I'ovogenése se déroulent chez des individus différents qui conservent le méme sexe tout au
long de leur vie (Le Moigne et Foucrier, 2009). Dans ce cas, l'origine des GSC est
embryonnaire. En effet, comme décrit précédemment, un groupe particulier de cellules
embryonnaires est spécifié en cellules de la lignée germinale, nommées les PGC, selon les
modeles préformistique et/ou épigénétique. Ces PGC migrent ensuite jusqu’a la future
gonade et, une fois établies, elles perdent leur capacité de migration et se différencient en
GSC qui engendreront les cellules germinales adultes (Figure 1) (Lin, 1997). Plusieurs termes
sont utilisés pour définir la potentialité des GSC. En effet, elles peuvent étre considérées
pluripotentes, comme la plupart des cellules souches, car elles expriment les facteurs dits de
pluripotence tels que Nanog, Sox2 ou encore Oct4 (Reik et Surani, 2015; Wylie, 1999; Yang et
al., 2018). Cependant, les GSC étant limitées aux types cellulaires de la lignée germinale
gu’elles engendrent en se différenciant, elles peuvent également étre considérées comme
des cellules souches multipotentes. Certains les définissent méme comme des cellules

souches unipotentes car, chez les espéces gonochoriques, les GSC ne produisent qu’un seul
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type cellulaire aprés différenciation, les gonies différenciées males ou femelles, selon le sexe
de l'individu (Dadoune, 2013; Yuan et Yamashita, 2010).

Cette caractérisation des propriétés des GSC peut dépendre des espéeces étudiées. En
effet, chez les vertébrés supérieurs, les GSC permettent uniqguement de produire soit les
spermatozoides, soit les ovocytes. En revanche, certaines espéces possedent des cellules
souches adultes particuliéres ayant un potentiel somatique ainsi qu’un potentiel germinal
(Rosner et al., 2013; Shibata et al., 1999; Solana, 2013). Les espéces possédant ces cellules
souches bipotentielles sont capables de reproduction asexuée et de régénération. La
reproduction asexuée permet de produire une descendance génétiguement identique a un
parent seulement. Cette forme de reproduction n’implique pas de cellules germinales, donc
pas de fécondation entre deux gametes. Les processus regroupés dans le mode de
reproduction asexuée présentent plusieurs types de fonctionnement.

Chez les tuniciers, groupe phylogénétiquement proche des vertébrés, les ascidies
alternent entre reproduction sexuée et reproduction asexuée. Chez ces Métazoaires, le
mode de reproduction asexuée utilisé s’appelle le bourgeonnement. Dans ce cas, le nouvel
individu se forme a partir d’'un bourgeon de cellules somatiques qui se développe sur une
partie du corps du parent (Gasparini et al.,, 2015; Raven et al., 2007). Cet individu
nouvellement formé doit grandir pour atteindre sa taille adulte. Apres trois cycles de
reproduction asexuée, I'ascidie mature peut se reproduire de facon sexuée (Gasparini et al.,
2015; Weissman, 2000). Chez une espéce d’ascidie, Botryllus schlosseri, la reproduction et
les capacités de régénération sont assurées par un groupe de cellules souches totipotentes
(TSC) qui peuvent se différencier en cellules somatiques souches ou en GSC (Figure 2). Ces
TSC peuvent migrer via le systéme circulatoire de I’'animal. Une étude de microsatellites par
PCR a été réalisée sur différents tissus (bourgeon de cellules somatiques, lobes testiculaires,
sang) afin d’identifier des marqueurs somatiques et germinaux. Le bourgeon et les lobes
testiculaires contenaient chacun un marqueur spécifique et ces deux marqueurs étaient
retrouvés dans les extraits sanguins (Stoner et al., 1999). Ceci a permis de montrer que les
TSC du systeme circulatoire pouvaient se différencier en lignée somatique ou en lignée
germinale selon |'expression de marqueurs génétiques. Les futures GSC, nommées PGC-like
chez B. schlosseri, sont positives au marquage germinal Vasa ce qui a permis de mettre en
évidence leur migration (Figure 2). En effet, les PGC-like migrent a travers le systéeme

circulatoire jusqu’aux gonades en formation. Une fois établies, ces cellules envahissent les
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gonades, localisées entre I'épiderme et I'épithélium péribranchial, et conduisent a la

formation de la lignée germinale (Rosner et al., 2013).

PGC-like |
I_
TSC
—
Cellules
somatiques
souches

s50ma

Reproduction asexuee
et régénération

D'aprés Stoner et al., 1999 ; Rosner efal, 2013

Reproduction
sexuee

Figure 2 : Schéma récapitulatif des types de cellules souches identifiés chez Botryllus schlosseri. D’aprés Stoner et al.,
1999 et Rosner et al., 2013. TSC: Cellules Souches Totipotentes ; PGC : Cellules Germinales Primordiales ; GSC : Cellules

Germinales Souches ; soma : Cellules somatiques.
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Chez les planaires, la présence de cellules souches bipotentielles a également été mise
en évidence. Ces cellules souches, les néoblastes ont un potentiel somatique adapté au
mode de reproduction asexuée ainsi qu’aux capacités de régénération qui caractérisent ces

Lophotrochozoaires (Figure 3) (Bagufia et al., 1989; Shibata et al., 1999).

Planaire adulte
T ]
I
| | Reproduction
GSC Gametes : sexuée
L _ _ Gonade adulte __ __ |
Néoblastes — Reproduction asexuée
et réegénération
Cellules soma €
somatiques
souches
D aprés Sato et al., 2006

Figure 3 : Schéma des potentiels somatique et germinal des néoblastes chez les planaires telles que Dugesia japonica.
D’apreés Sato et al., 2006. GSC : Cellules Souches Germinales ; soma : Cellules somatiques.

Le mode de reproduction asexuée retrouvé chez certaines espéces de planaires est la
scissiparité, ou scission, qui consiste en la division d’un organisme, chaque partie donnant un
nouvel individu par une succession de mitoses (Raven et al., 2007; Sato et al., 2006). Une
planaire peut étre coupée en deux fragments et chacun de ces fragments peut régénérer la
partie manquante en formant deux individus complets a partir des néoblastes, y compris la
gonade contenant les GSC et la lignée germinale (Morita et al., 1969). Apres irradiation des
planaires, les néoblastes ne sont plus capables de régénération et les individus meurent.
Cependant, en injectant une fraction cellulaire enrichie en néoblastes dans un individu
irradié, sa capacité de régénération se trouve restaurée et l'individu survit. Les néoblastes
sont qualifiés de cellules totipotentes, puisqu’ils peuvent engendrer toutes les cellules d’un
individu (Baguiia et al., 1989). Les néoblastes sont répartis tout au long du corps des
planaires a l’exception de la région antérieure aux yeux. Lincorporation de BrdU
(BromodeoxyUridine) a permis de mettre en évidence leur répartition ainsi que leur capacité

a migrer, y compris dans la région antérieure de I’'animale, afin d’assurer la régénération des
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cellules somatiques et de la lignée germinale (Newmark et Alvarado, 2000). Cette capacité
de migration rend difficile I'identification du microenvironnement spécifique de ces cellules
souches.

Dans le groupe des planaires, le mode de reproduction sexuée est également
représenté, certaines espéces ayant une reproduction sexuée saisonnée. Ces especes se
reproduisent de facon sexuée en automne/hiver puis de fagcon asexuée aprés dégénération
des organes reproducteurs au printemps/été (Chong et al., 2011; Kobayashi et al., 1999). De
plus, il a été montré que des espéces de planaires a reproduction strictement asexuée
pouvaient étre converties en individus a reproduction sexuée par une procédure particuliere
de nourrissage (Kobayashi et al., 1999). En effet, la reproduction sexuée peut étre induite
chez des individus exclusivement asexués de I'espéce Dugesia ryukyuensis en les nourrissant
avec des individus a maturité sexuelle de I'espece Bdellocephala brunnea présentant un
mode de reproduction sexuée. Aprés ce nourrissage, les individus D. ryukyuensis
développent des organes sexués différenciés (Kobayashi et al., 1999). Ce processus de
sexualisation, étudié sur des coupes histologiques, est possible grace a la différenciation des
néoblastes en cellules de la lignée germinale. Ceci souligne la totipotence des néoblastes,
capables de former des cellules sexuelles méme chez un individu n’en possédant pas
initialement. Chez les planaires a reproduction sexuée, les individus sont hermaphrodites
simultanés. L’hermaphrodisme simultané ou synchrone est a 'opposé du gonochorisme car,
dans ce cas, les deux sexes sont retrouvés en méme temps chez un méme individu (Le
Moigne et Foucrier, 2009). Cette situation est retrouvée par exemple chez la souche sexuée
de la planaire Schmidtea mediterranea, ou les lobes testiculaires sont distribués dorsalement
le long de I'animal et la paire d’ovaires est localisée dans la région postérieure des ganglions
céphaliques (Chong et al., 2011; Newmark et al., 2008). Bien que les gonades des deux sexes
soient présentes chez une méme planaire, aucun cas d’autofécondation n’a été observé.
Chez ces planaires a reproduction sexuée, le potentiel germinal des néoblastes permet
d’engendrer des GSC et de régénérer les lignées germinales male et femelle (Figure 3).
L’étude du marqueur Nanos, connu pour étre nécessaire aux GSC pour le développement de
la lignée germinale chez plusieurs especes, a révélé la présence de plusieurs sous-
populations de néoblastes. En effet, I'hybridation in situ a montré que le transcrit nanos
n‘est exprimé que dans certains néoblastes localisés au niveau des gonades chez les

planaires a reproduction sexuée. De plus, ce transcrit est également retrouvé dans certains
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néoblastes chez des planaires asexuées lors du processus de sexualisation. Au début de ce
processus de sexualisation, certains néoblastes répartis dans la planaire asexuée expriment
nanos. lls vont ensuite migrer pour, finalement, étre restreints aux gonades nouvellement
formées. Les cellules exprimant ensuite nanos sont identiques a celles observées dans la
gonade des planaires sexuées (Sato et al., 2006). Ces observations suggerent fortement que
les néoblastes peuvent engendrer deux types de cellules souches chez l'individu adulte a
savoir, les cellules souches somatiques et les cellules souches germinales. Des études sont en
cours concernant les différentes populations de néoblastes et leurs capacités de
différenciation (Reddien, 2013; Sato et al., 2006).

Ces cellules souches bipotentielles peuvent s’apparenter aux Cellules Souches
Primordiales (PriSC) proposées par Solana (2013). Ce concept de PriSC a été énoncé afin de
proposer une explication a 'origine des GSC chez des espeéces telles que les planaires. Ces
PriSC exprimeraient les marqueurs spécifiques des cellules germinales (Vasa, Piwi et Nanos)
des le développement embryonnaire ou elles pourraient étre spécifiées en PGC, cellules
exclusivement germinales, mais également engendrer des cellules somatiques (Figure 4). De
plus, ces cellules seraient conservées chez I'adulte ou elles pourraient engendrer des GSC et
également régénérer des tissus somatiques. Ceci permettrait les processus de reproduction
sexuée ainsi que de reproduction asexuée et de régénération grace aux potentiels germinal

et somatique des PriSC, a I'instar des néoblastes (Solana, 2013).

Hypothése des PrSC [________________l
| Gametes |
O— —|—’ O — O |
embryon |
PrisSC Gameétes |
L — _ _ _ | Gonadeadulte a
embryon | O
' | PriSC
soma :
I
Embryon | soma Individu adulte o0 solana, 2013

Figure 4 : Hypothése des Cellules Souches Primordiales (PriSC). D’aprés Solana (2013). PriSC: Cellules Souches
Primordiales ; PGC : Cellules Germinales Primordiales ; GSC : Cellules Germinales Souches ; soma : Cellules somatiques.
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Trois types de PriSC ont pu étre proposés. Les PriSC illimitées seraient actives tout au
long de la vie de I'animal chez les espéces, telles que les planaires ou les ascidies, capables
de reproduction sexuée, asexuée ainsi que de régénération. Les PriSC restreintes constituent
le deuxiéme type. Leurs capacités seraient réduites a une région de I'animal comme c’est le
cas chez certains annélides qui peuvent régénérer certaines parties de leur corps incluant la
gonade. Enfin, le dernier type est appelé PriSC rudimentaires. Ces PriSC pourraient
engendrer des cellules souches germinales et, éventuellement, des cellules souches
somatiques. Ce type de PriSC pourrait, d’aprés Solana (2013), étre retrouvé chez des espéeces
hermaphrodites alternatif a reproduction sexuée mais sans capacité de régénération décrite

comme c’est le cas de I’huitre C. gigas (Solana, 2013).
1.4. Cas des hermaphrodites alternatifs

L’étude de modeles avec différents modes de reproduction montre donc que les GSC
peuvent étre d’origine embryonnaire ou adulte. Un mode particulier de reproduction sexuée
rencontré chez les Métazoaires est ’hermaphrodisme alternatif, aussi appelé successif ou
séquentiel (Raven et al.,, 2007; Saint-Dizier et Chastant-Maillard, 2014). Ce mode de
reproduction implique que les individus peuvent changer de sexe au cours de leur vie.
Plusieurs types d’inversions sexuelles sont rencontrés notamment chez certains poissons qui
peuvent changer de sexe une fois au cours de leur vie (Saint-Dizier et Chastant-Maillard,
2014). Ainsi, chez les especes hermaphrodites successives protérogynes, I'inversion sexuelle
se fait du sexe femelle vers le sexe male. A I'inverse, les especes hermaphrodites successives
protandres passent du sexe male au sexe femelle.

L'anguille de riziere Monopterus albus, est une espéce protérogyne, elle passe donc du
sexe femelle au sexe male. Ce changement de sexe implique un remaniement de la gonade
ainsi que des lignées cellulaires somatiques et germinales. Chez cette espece, pendant
I'embryogenése, les PGC colonisent la gonade primordiale ou elles s’établissent et sont
entourées pas des cellules somatiques accompagnatrices. La gonade primordiale se
différencie d’abord en ovaire et les PGC engendrent les GSC qui se différencient en cellules
de la lignée germinale femelle. Deux cavités sont formées dans |'ovaire. Les coupes
histologiques ont permis d’observer que l'une de ces deux cavités est localisée entre les
cellules germinales et les tissus somatiques. Il a été suggéré que cette cavité pourrait servir a

la prolifération et a la réorganisation des cellules somatiques accompagnatrices au moment
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du changement de sexe chez l'adulte. Chez cette espece, aprés la ponte, les tissus ovariens
régressent et se transforment en testicule (Cai et al., 2017; He et al., 2014; Zhu et al., 2016).
Chez le mérou marbré, Epinephelus microdon, le mode de reproduction est également
hermaphrodite protérogyne. Des cellules germinales possédant les caractéristiques
morphologiques des GSC, telles que la présence d’'un nuage associé a un groupe de
mitochondries, ont pu étre observées en microscopie électronique a transmission (Bruslé-
Sicard et al., 1992). Ces cellules ont été retrouvées dans la gonade indifférenciée puis, en
moins grand nombre, dans les ovaires et les testicules. La présence de ces cellules de facon
continue dans les gonades, y compris lors de l'inversion sexuelle, suggéere la présence d’un
stock permanent de GSC chez l'adulte capables de générer des ovogonies et des

spermatogonies différenciées a partir d’'un méme type cellulaire (Figure 5A).
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Figure 5 : Hypothese du fonctionnement des GSC chez les poissons hermaphrodites successifs. A — Exemple du mérou
marbré, hermaphrodite successif protérogyne. B — Exemple des espéces Amphiprion, hermaphrodite successif protandre.
GSC : Cellules Germinales Souches.
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Chez les Amphiprions, espéces protandres qui passent donc du sexe male au sexe
femelle, comme chez les especes protérogynes, le tissu gonadigque est remanié lors du
changement de sexe. Chez ces poissons, le changement de sexe peut étre induit, au moins
en partie, par des facteurs sociaux. lls vivent en groupe avec une femelle dominante, un
male dominant et plusieurs juvéniles males immatures. Lorsque la femelle meurt, le male
dominant change de sexe afin de prendre la place de la femelle et le plus grand des juvéniles
devient un male mature dominant (Casas et al., 2016). Chez ces poissons, la gonade male est
en fait un ovotestis, constitué de tissus testiculaires et ovariens. Les tissus ovariens restent
immatures jusqu’au changement de sexe, ou les tissus testiculaires dégénérent pour ne
laisser que les tissus ovariens matures (Casadevall et al., 2009). L'origine cellulaire des
lignées germinales male et femelle n’est pas encore pleinement comprise chez cette espece.
Lorsqu’un inhibiteur d’aromatase est ingéré par les poissons femelles matures, un
changement de sexe peut de nouveau avoir lieu, les tissus testiculaires néoformés ont été
observés en histologie (Nakamura et al., 2015). Ce résultat suggére que des cellules souches
germinales a bipotentialité male et femelle existeraient chez les Amphiprion adultes (Figure
5B).

Enfin, quelques rares espéces animales présentent la capacité de changer plusieurs fois
de sexe au cours de leur vie. Elles sont dites hermaphrodites successives a inversions
multiples, c’est le cas du poisson épervier nain Cirrhitichthys falco ou encore de I'huitre
creuse Crassostrea gigas. Lors des inversions sexuelles, la gonade est remaniée et les tissus
ovariens ou testiculaires peuvent dégénérer afin de donner une gonade de I'autre sexe (De
Mitcheson et Liu, 2008; Saint-Dizier et Chastant-Maillard, 2014). Par conséquent, la question
se pose quant a l'origine et aux mécanismes de différenciation des GSC chez ces espéeces
présentant une reproduction pouvant, selon les cycles de reproduction, produire des lignées

germinales et somatiques males ou femelles.

2. Caractéristiques des Cellules Germinales Souches (GSC)

2.1. Propriétés générales des GSC

Quelque soit leur origine, les GSC adultes sont définies par trois caractéristiques a
savoir : la prolifération illimitée, I'auto-renouvellement et la capacité a se différencier en
gonies différenciées pour générer tous les types cellulaires de la lignée germinale afin de

garantir la reproduction des individus (Lin, 1997; Yuan et Yamashita, 2010).
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Le critere de prolifération illimitée se traduit par le fait que les GSC constituent un stock
pérenne pour la production de gameétes tout au long de la période de reproduction de
I'individu adulte (Figure 6) (Lin, 1997). Ce critére va de pair avec la capacité d’auto-
renouvellement. En effet, les GSC peuvent renouveler leur stock par division asymétrique,
c’est-a-dire qu’une cellule mére donnera deux cellules filles différentes entre elles. L'une de
ces cellules filles sera identique a la cellule mére, donc restera GSC, tandis que l'autre
constituera une gonie différenciée (Figure 6A). Les GSC peuvent également se diviser de
facon symétrique. En effet, la cellule mére engendrera deux cellules filles identiques entre
elles (Morrison et Kimble, 2006; Sada et Tumbar, 2013). Ces deux cellules filles peuvent étre
identiques a la cellule meére ou étre des gonies différenciées (Figure 6B). Ces derniéres, grace
au processus de gamétogenése, se multiplieront par mitoses successives et entreront en

méiose afin de produire les différents types cellulaires de la lignée germinale.

A Division asymétrique
o GSC
GSC o (Ath-r?nouYell-ement,
. Différenciation)
O gonie
B Divisions symétriques
B O GSC
GSC o _ (Auto—rernlczuvgllement,
Proliferation)
- o GSC
B O gonie
GSC o — (Différenciation)
- O gonie

Figure 6 : Différents modes de division des GSC (Cellules Germinales Souches). A — Les GSC peuvent se diviser de fagon
asymétrique permettant leur auto-renouvellement et leur différenciation en gonies apres une division cellulaire. B — La
division symétrique des GSC leur permet soit de s’auto-renouveler et de proliférer soit de se différencier. D’aprés Sada et
Tumbar, 2013. GSC : Cellules Souches Germinales.

2.2. Marqueurs moléculaires de I’état souche

Le fonctionnement des GSC et, plus largement des cellules souches, est régulé par

différents acteurs moléculaires. Chez les Métazoaires, les acteurs moléculaires bien connus
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pour leur role dans la régulation de la pluripotence des cellules souches ont été en premier
lieu identifiés chez les vertébrés et sont conservés au sein du régne animal. Ces acteurs sont
Sox2, Oct4, KLF4 et c-myc, aussi appelés facteurs de Yamanaka (Liu et al., 2008; Takahashi et
Yamanaka, 2006; Takahashi et al., 2007). Ces facteurs ont été sélectionnés parmi 24 génes
candidats exprimés par les cellules souches embryonnaires. La capacité de pluripotence dans
des cellules somatiques différenciées peut étre provoquée par l'induction de I'expression
des facteurs de Yamanaka. Ces cellules différenciées génétiquement transformées peuvent
ainsi posséder le potentiel souche et sont nommées les induced Pluripotent Stem Cells
(iPSC). Nanog, bien qu’étant un facteur de pluripotence exprimé par les cellules
embryonnaires chez la souris, ne semble pas indispensable a la formation d’iPSC (Takahashi

et Yamanaka, 2006; Takahashi et al., 2007).

2.2.1. Le facteur Sox2

La famille des Sox (SRY-related High-Mobility Group box) regroupe des acteurs impliqués
dans le développement embryonnaire ainsi que la régulation des destinées cellulaires
(Kamachi et al., 2000). Les protéines codées par ce groupe de genes possedent un domaine
HMG (High-Mobility Group) bien conservé entre les espéces et leur permettant de se lier a
I’ADN ainsi qu’un domaine d’activation proche de la partie C-terminal (Figure 7) (Kamachi et

al., 2000).

S0X2 N- HMG l -C

Domaine d’activation

Figure 7 : Représentation schématique de la protéine Sox2. En jaune, le domaine HMG (High-Mobility Group) permettant
la liaison a ’ADN. En rouge, le domaine commun au groupe B. En orange, les séquences conservées entre les protéines
Sox1, Sox2 et Sox3. Le domaine d’activation est localisé dans la partie C-terminale. D’aprés Kamachi et al., 2000.

Plus de 20 facteurs de transcription Sox ont été identifiés chez les vertébrés. Ces
protéines ont été réparties dans 7 groupes nommés A a G. Le groupe B est divisé en 2 sous-
groupes, celui des « activateurs » nommé B1 et celui des « répresseurs » nommé B2. Les
protéines Sox1, Sox2 et Sox3 appartiennent au sous-groupe B1 (Kamachi et al., 2000) et leur
role dans la différenciation du tissu germinatif embryonnaire a été montré (Zhang et
Klymkowsky, 2007). Concernant Sox1, son expression mesurée par PCR quantitative suggere
gu’il aurait un réle dans la différenciation des cellules souches neurales ainsi que des cellules
cancéreuses (Ahmad et al., 2017). Bien que les voies moléculaires précises liées a la fonction

de Sox2 ne soient pas encore pleinement décryptées, il est certain que ce facteur de
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transcription agit en étroite collaboration avec Oct4 et Nanog afin de réguler la pluripotence
cellulaire (Akberdin et al., 2018; Avilion et al., 2003; Western et al., 2005). En effet, chez
I’embryon de souris, Sox2 est un marqueur de lignée cellulaire multipotente (Avilion et al.,
2003). Chez plusieurs mammiféres, I'expression de Sox2 est détectée dans I'embryon par
hybridation in situ a partir du stade morula et perdure jusque dans les cellules germinales
(Avilion et al., 2003; Western et al., 2005). Sox3 apparait impliqgué dans la spermatogenese
chez la souris (Raverot et al., 2005). Son expression est retrouvée dans les cellules souches
spermatogoniales et sa perte chez des mutants pour Sox3 entraine un dysfonctionnement
lors de la spermatogenése se traduisant par une stérilité de I'animal (Raverot et al., 2005).

Les facteurs de transcription Sox ont également pu étre identifiés chez certaines espéces
d’invertébrés. En effet, une analyse phylogénétique a permis d’identifier des facteurs Sox
appartenant au groupe B chez de nombreux Bilatériens incluant les Ecdysozoaires et les
Lophotrochozoaires (Zhong et al., 2011). D’aprés ces données, il semble que I'existence du
groupe SoxB soit spécifique des Métazoaires. De plus, d’aprées I'étude du domaine HMG, la
sous-division en groupes Bl et B2 est également retrouvée chez de nombreux Bilatériens.
Cette sous-division s’appuie sur deux acides aminés du domaine HMG qui permettent la
distinction entre les SoxB1 et les SoxB2. Dans le groupe B1, une arginine et une thréonine
sont retrouvées en position 2 et 78 de ’homéodomaine respectivement alors que, dans le
groupe B2, une histidine et une proline sont retrouvées aux mémes positions (Zhong et al.,
2011).

Chez la drosophile, un seul géne a été identifié pour le groupe B1. Ce géne code pour la
protéine Dichaete dont la séquence présente 88% d’identité avec la séquence Sox2 de
souris. Le phénotype mutant engendré par la délétion du géne codant pour Dichaete peut
étre restauré par I'expression du Sox2 de souris chez I'embryon de drosophile (Soriano et
Russell, 1998). Le rble de Dichaete a été mis en évidence dans la neurogenése lors du
développement embryonnaire de la drosophile. De méme que chez la souris, I'interaction
entre les protéines Sox et Oct est conservée chez D. melanogaster (Soriano et Russell, 1998).

Chez le Plathelminthe Echinococcus multilocularis, sept genes appartenant a la famille
des Sox ont été retrouvés (Cheng et al., 2017). Parmi eux, I'un code pour un homologue de la
protéine Sox2 dont le domaine HMG apparait fortement conservé par rapport aux
séquences de mammiféres. Chez cette espéece, se reproduisant de facon asexuée, des

cellules souches similaires aux néoblastes de planaires ont été caractérisées et sont appelées
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cellules germinatives. Cheng et al. (2017) ont utilisé le systeme des iPSC en substituant le
facteur Sox2 de souris par celui de E. multilocularis, nommé EmSox2. EmSox2 est alors
exprimé dans les cellules germinatives en prolifération. Ainsi, il semblerait que ce facteur
soit impliqué dans la régulation de ces cellules germinatives. Les auteurs ont également
montré que le facteur EmSox2 pouvait permettre I'induction de cellules somatiques en iPSC.
Ces données montrent que la structure et la fonction de Sox2 sont conservées chez cette
espece (Chenget al., 2017).

Certains facteurs Sox appartenant au groupe B ont également été identifiés chez des
mollusques (Yu et al., 2017). Les expressions de ces facteurs ont été localisées lors du
développement, dans les structures neurales ainsi que dans la gonade (Focareta et Cole,
2016; Le Gouar et al., 2004; O’Brien et Degnan, 2000). A ce jour, le réle de ces facteurs chez

les mollusques n’est pas connu.

2.2.2. Le facteur Oct4/POU5F1

Les protéines Octamer (Oct) forment un groupe conservé de 11 facteurs de transcription
impliqués dans de multiples processus biologiques. Ces protéines font partie d’'une famille
plus large, la famille des POU (Pit-1-Oct-Unc), caractérisée par la présence d’'un domaine
spécifique POUs et d’'un homéodomaine POUy impliqués dans la liaison a I’ADN et les
interactions entre protéines (Figure 8) (Zhao, 2013). Le facteur de transcription Oct4, aussi
connu sous le nom de POUSF1, forme un complexe protéique avec Sox2 afin de réguler
I’expression de leurs genes cibles. Il agit en se liant a la région régulatrice de Sox2 afin de
maintenir la pluripotence des cellules indifférenciées notamment des cellules souches
embryonnaires (Tomioka et al., 2002). Chez I’'humain et la souris, ce marqueur est exprimé
dans les cellules souches embryonnaires ainsi que dans les cellules germinales précoces et
son expression diminue lorsque ces cellules se différencient (Zhao, 2013). De plus, Oct4 est
impliqué dans la pluripotence ainsi que dans |'auto-renouvellement des cellules souches

spermatogoniales chez plusieurs espéces de poissons (Lacerda et al., 2014).

Oct4 N- POU;  Linker = POU -C

Figure 8 : Représentation schématique de la protéine Oct4. En vert, le domaine POUs caractéristique de la famille POU. En
bleu, le domaine POUy permettant la liaison a I’ADN et les interactions entre protéines. Les deux domaines sont reliés par
un domaine nommeé « Linker » impliqué dans la spécificité de la liaison a ’ADN. D’apres Zhao, 2013.

Les facteurs de transcription Oct apparaissent conservés chez la drosophile. En effet,

plusieurs génes codants pour des protéines contenant les domaines conservés de la famille
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des POU ont été identifiés. A I'instar des vertébrés, ces acteurs sont exprimés par les cellules
embryonnaires. L'utilisation de mutants a permis de mettre en évidence que les genes
codant pour des protéines POU étaient indispensables au développement embryonnaire (de
Celis et al., 1995; Lloyd et Sakonju, 1991). En effet, I'observation des embryons mutants pour
ventral veinless (vvl) a mis en évidence plusieurs défauts dans le développement notamment
au niveau des connections du systéme nerveux central.

Chez la planaire Schmidtea mediterranea, un homologue potentiel de Oct4, nommé
Smed-POU-P1, a pu étre identifié par séquencage d’une population de néoblastes en
prolifération et de cellules différenciées (Onal et al., 2012). Ainsi la protéine Oct4 a pu étre
prédite et les domaines conservés POUs et POUyainsi qu’une région apparentée au linker
ont été identifiés. Les expressions des marqueurs de cellules souches identifiés chez les
vertébrés, incluant Oct4, ont pu étre observées. Pour cela, deux populations cellulaires ont
été triées par cytométrie en flux selon leur sensibilité aux irradiations. En effet, la population
de néoblastes étant tres sensible aux rayons X, elle disparait presque complétement apres
irradiation. Ainsi, en comparant les populations cellulaires chez des planaires irradiées avec
celles chez des individus contréles, les néoblastes peuvent étre identifiés (Hayashi et al.,
2006). Il est apparu que Smed-POU-P1 était surexprimé dans la population de néoblastes en
comparaison avec celle contenant les cellules différenciées (Onal et al., 2012). Bien que
d’autres expérimentations soient nécessaires afin de décrire le role de Smed-POU-P1 chez S.
mediterranea, ces résultats suggérent une conservation de son implication dans le maintien
des cellules souches. Chez les mollusques, plusieurs facteurs de transcription appartenant a
la famille des POU ont également été identifiés sur la base des domaines conservés. A
I'instar de Sox2, leurs expressions a été analysées durant le développement ainsi que dans
les tissus adultes, notamment dans les ganglions nerveux et la gonade (Gao et al., 2016;
O’Brien et Degnan, 2000, 2002; Wollesen et al., 2014). Il n’existe pas d’étude fonctionnelle
de ces facteurs chez les mollusques.

D’aprés ces données, il semblerait que les membres de la famille POU soient exprimés
dans les cellules embryonnaires chez la plupart des groupes phylogénétiques étudiés.
Cependant, des études complémentaires seront nécessaires afin de compléter
I'identification et d’étudier le role de ces acteurs chez les Lophotrochozoaires. De plus, dans
ce phylum, I'implication des protéines Oct dans la régulation du fonctionnement des cellules

souches germinales reste encore méconnue.
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2.2.3. Le facteur KLF4

Les facteurs Kriippel-like (KLF) appartiennent a une famille de facteurs de transcription
contenant plus de 20 membres répartis en sept groupes, nommés de A a G, chez les
vertébrés (Netan et Yang, 2009; Pei et Grishin, 2015). Ces facteurs présentent généralement
trois domaines en doigt de zinc leur permettant de se lier aux régions régulatrices de leurs
génes cibles. lls possédent également différents domaines d’activation ou de répression de
la transcription permettant les interactions protéines-protéines et la liaison a I’ADN (Figure

9) (Ghaleb et Yang, 2017; Netan et Yang, 2009).

KLF4 N- Activation Répression ZF ZF ZF | -C

Figure 9 : Représentation schématique de la protéine KLF4. En bleu et en rouge les domaines d’activation et de répression
respectivement permettant les interactions avec d’autres protéines. En violet, les trois domaines doigt de zinc
caractéristiques permettant la liaison a leur gene cible.

KLF4 est exprimé dans plusieurs tissus somatiques adultes mais son expression a
également été retrouvée au niveau du testicule chez les vertébrés. Ce facteur de
transcription est connu pour étre impliqué dans plusieurs processus physiologiques tels que
la régulation de la transcription, la différenciation ou encore la détermination de la destinée
cellulaire (Netan et Yang, 2009). Le facteur KLF4 est I'un des quatre facteurs de Yamanaka
essentiels a la production d’iPSC. Il est exprimé dans les cellules souches embryonnaires et
spermatogoniales chez la souris avec une expression plus élevée dans ces dernieres
(Corbineau et al., 2016). Chez cette espece, il semble que la délétion de KLF4 au niveau
testiculaire affecte la différenciation des cellules de Sertoli bien que ces cellules soient
toujours capables de supporter la spermatogenese (Godmann et al., 2008). De plus, les
souris mutantes présentent un taux réduit en testostérone ce qui semble indiquer que la
communication paracrine entre les cellules de Sertoli et les cellules de Leydig pourrait étre
affectée (Godmann et al., 2008).

Une analyse phylogénétique a mis en évidence la conservation des facteurs KLF chez les
Bilatériens (Pei et Grishin, 2015). Les sept groupes présents chez les vertébrés sont
représentés chez les Ecdysozoaires ainsi que les Lophotrochozoaires. Chez la drosophile, le
geéne Krippel identifié code pour une protéine possédant trois domaines successifs en doigt
de zinc. Cette protéine présente une forte homologie avec les facteurs KLF4 et KLF5 (Schuh
et al., 1986; Sur, 2009). La protéine Kriippel intervient lors du développement embryonnaire

et serait impliquée dans la formation du thorax et de I'abdomen (Wieschaus et al., 1984). En
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effet, lorsque ce facteur est absent, ces deux structures présentent des malformations qui
apparaissent des la segmentation. De plus, Krippel pourrait également intervenir dans le
développement du systéme nerveux en permettant la mise en place correcte de
I'innervation des muscles ainsi qu’en influencant la destinée des cellules gliales et
neuronales chez la drosophile (Hartmann et al., 1997). Kriippel présente donc un role de
facteur de transcription essentiel lors du développement de la drosophile. Cette protéine
agirait sur ses genes cibles de facon concentration dépendante. En effet, lorsque la
concentration est faible, Krippel agirait en tant qu’activateur comme KLF4 chez les
vertébrés. A l'inverse, lorsque la concentration est élevée, ce facteur agirait en tant
gu’inhibiteur, comme KLF5 (Ghaleb et al., 2005; Hartmann et al., 1997).

Un homologue de KLF4 a été identifié chez un mollusque bivalve, Chlamys farreri. Son
expression a été mesurée par PCR quantitative et apparait plus élevée dans la gonade male.
De plus, I’hybridation in situ a montré la localisation du transcrit dans les cellules de la lignée
germinale male a I'exception des spermatozoides. Enfin, 'utilisation d’ARN interférent sur ce
facteur KLF4 a provoqué une diminution du nombre de spermatozoides et une
augmentation de |'apoptose des spermatocytes. Ainsi, I'implication de KLF4 dans le
fonctionnement de la spermatogenése est potentiellement conservée chez les mollusques

(Yangetal., 2017).

2.2.4. Le facteur c-myc

La famille MYC regroupe les facteurs de transcription c-MYC, N-MYC et L-MYC (Poole et
van Riggelen, 2017). La protéine c-MYC (myelocytomatosis oncogene) est caractérisée par
cing domaines conservés nommés MYC box (MB) et numérotés de 0 a IV (Figure 10). Ces
domaines s’étendent de la partie N-terminale jusqu’a la région centrale de la protéine (Poole
et van Riggelen, 2017; Tu et al., 2015). Ces domaines sont essentiels aux interactions

protéine-protéine.

c-MYC N- 0 | [ m v bHLH-Zip | -C

Figure 10 : Représentation schématique de la protéine c-MYC. En vert, les cing domaines conservés MYC box. En orange, le
domaine bHLH-Zip permettant la régulation des genes cibles. D’aprées Poole et van Riggelen, 2017.

Le domaine MBO présente une conservation élevée avec les autres protéines MYC de
méme que le domaine caractéristiqgue bHLH-Zip (basic Helix-Loop-Helix Leucine Zipper)

localisé au niveau C-terminal (Poole et van Riggelen, 2017). Ce dernier se lie généralement a
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la séquence canonique CACGTG des boites E de certains complexes protéiques permettant
leur recrutement afin de réguler les genes cibles (Tu et al., 2015). La protéine c-MYC est I'un
des quatre facteurs de Yamanaka essentiels a la reprogrammation de cellules différenciées
en iPSC. De plus, son implication dans la prolifération cellulaire a également été montrée. En
effet, une augmentation de I'expression de c-myc engendre une augmentation du taux de
prolifération (Singh et al., 2015). De la méme fagon que KLF4, I'expression de c-myc est
retrouvée dans les cellules souches spermatogoniales a un niveau plus élevé que dans les
cellules souches embryonnaires. Les cellules souches spermatogoniales chez la souris étant
réfractaires a la reprogrammation induite, il se pourrait que les expressions élevées de KLF4
et c-myc soient dues a une reprogrammation spontanée de ces cellules (Corbineau et al.,
2016).

Chez la drosophile, un seul géne myc a été identifié a ce jour. L'expression de ce facteur
apparait élevée dans les cellules souches en comparaison avec les cellules filles plus
différenciées. La surexpression de myc bloque la différentiation des cellules souches
suggérant que ce facteur serait impliqué dans la prolifération de ces cellules. En effet, lors de
la délétion de myc chez la drosophile, les proliférations sont stoppées (Bellosta et Gallant,
2010). Les résultats obtenus confirment donc une conservation du réle de Myc chez cet
Ecdysozoaire.

Chez le Lophotrochozoaire Platynereis dumerilii, la protéine Myc a été identifiée par
similarité de séquence (Altincicek et Vilcinskas, 2007). Il a été montré que ce facteur était
phylogénétiquement proche de la protéine C-MYC humaine. De plus, les résultats obtenus
ont permis de montrer une augmentation de |'expression de myc lors de I'induction de la
réponse immunitaire. Ainsi, les auteurs ont suggéré une possible conservation du réle de C-
MYC dans la régulation de la prolifération et de la division des cellules immunitaires
(Altincicek et Vilcinskas, 2007). Un homologue de MYC a également pu étre identifié chez le

mollusque bivalve C. gigas (David et al., 2005).
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2.2.5. Le facteur Nanog

Le facteur de transcription Nanog est une protéine contenant un homéodomaine
permettant la liaison a I’ADN ainsi que, au sein du domaine d’activation, une région riche en
tryptophane nécessaire a I’homodimérisation (Figure 11) (Chang et al., 2009; Kim et al.,

2005; Zhang et al., 2016).

Domaine d’activation

Figure 11 : Représentation schématique de la protéine Nanog. En jaune, ’homéodomaine permettant la liaison a I’ADN. En
violet, les deux sous-domaines de la partie C-terminale formant le domaine d’activation de la protéine. En bleu, la région
riche en tryptophane (WRD) impliqué dans la dimérisation. D’apres Zhang et al., 2016.

Initialement, Nanog a été considéré comme spécifique des mammiferes mais il apparait
qgue ce facteur de transcription est conservé dans différents groupes phylogénétiques
(Scerbo et al., 2014). Cependant, la similarité des séquences Nanog apparait faible entre les
especes. En effet, chez les vertébrés, la protéine Nanog retrouvée chez le poulet ainsi que le
poisson zebre ne posséde pas de région riche en tryptophane contrairement a celui de la
souris. Dans le cas du poisson zebre, il a été montré que malgré la région manquante, Nanog
est capable de se dimériser et nécessite pour cela I'homéodomaine ainsi qu’un domaine N-
terminal (Saunders et al., 2013; Schuff et al.,, 2012). Nanog est l'un des facteurs de
pluripotence pouvant réguler la balance entre la prolifération et différenciation des cellules
souches, notamment des cellules embryonnaires souches et germinales chez la souris
(Kuroda et al., 2005; Yamaguchi et al., 2005; Zhang et al., 2016). En effet, lorsque les cellules
embryonnaires de souris sont mises en culture dans un milieu permettant leur
différenciation, I'expression induite de nanog permet de les conserver dans un état
indifférencié. De plus, dans ces conditions, ces cellules continuent d’exprimer des facteurs
de pluripotence tel que oct4 (Mitsui et al., 2003). Les facteurs Nanog, Oct4 et Sox2
pourraient également former des complexes de régulation et contréler le maintien de I'état
souche (Kashyap et al., 2009). Concernant la conservation phylogénétique du facteur Nanog,
aucun homologue n’a pu étre identifié chez les invertébrés (Ma et al., 2014). Il semblerait
gue ce marqueur de cellules souches, qui n’est pas indispensable a la formation des iPSC, ne
soit présent que chez les Deutérostomiens et plus précisément dans le groupe des vertébrés

(Scerbo et al., 2014).
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2.3. Marqueurs moléculaires spécifiques des GSC

Parmi les différents marqueurs moléculaires des cellules souches, certains sont
classiqguement utilisés pour identifier les cellules germinales souches. Trois marqueurs
phylogénétiquement conservés sont particulierement étudiés : Vasa, Piwi et Nanos. Ces
facteurs sont présents dans le nuage des GSC et régulent leur fonctionnement en contrélant

I’entrée en différenciation ou encore I'auto-renouvellement (Juliano et al., 2010).
2.3.1. Vasa

Les DEAD-box constituent la plus grande des six superfamilles d’hélicases de I’ARN.
Cette superfamille est caractérisée par douze motifs conservés dont quatre permettent
I'utilisation de I'ATP, incluant le motif spécifique « Asp-Glu-Ala-Asp » (DEAD), et six
permettent les interactions avec I’ARN (Figure 12). Les deux motifs restants sont impliqués
dans les interactions moléculaires (pour revue voir Linder et Fuller-Pace, 2013). Les hélicases
de I’ARN sont présentes chez la majorité des organismes. Ce sont des enzymes impliquées
dans le déroulement des structures secondaires de I’ARN de facon ATP-dépendante. La
protéine DEAD-box RNA hélicase Vasa, aussi nommée DDX4, contient tous les motifs des
DEAD-box RNA hélicases mais également une région riche en glycine et en arginine du coté
N-terminal composé de motifs « Arg-Gly-Gly » (RGG) (Figure 12) ainsi qu’un domaine acide
au niveau de l'extrémité de la partie C-terminale (Lasko, 2013). Certaines protéines DDX4

peuvent contenir une ou plusieurs régions en doigt de zinc dans leur région N-terminal.

v I <

Figure 12 : Représentation schématique de la protéine Vasa. En orange, le domaine riche en motifs RGG spécifique des
RNA hélicases. En rouge, vert et bleu, les domaines spécifiques des protéines DEAD-box impliqués dans les interactions avec
I’ATP, 'ARN et les interactions intramoléculaires respectivement. Le motif « D-E-A-D » est localisé dans le domaine II. En
jaune, le domaine acide a I'extrémité C-terminale. D’aprés Lasko, 2013 et Linder et Fuller-Pace, 2013.

Vasa N- RGG

Dans les gonades male et femelles des mammiferes adultes, la protéine Vasa a été
localisée dans le cytoplasme des cellules germinales précoces, avant leur entrée en méiose
(Noce et al., 2001; Toyooka et al., 2000). Chez la souris, la délétion de Vasa entraine une
augmentation de I'apoptose des cellules germinales ainsi qu’un arrét de la spermatogenése
indiquant un roéle essentiel de ce facteur pour la survie germinale et la progression

méiotique. Bien que Vasa soit également retrouvée dans les cellules germinales femelles,
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cette protéine ne semble pas essentielle au bon déroulement de I'ovogenése chez la souris
(Tanaka et al., 2000). Chez le poulet, I'homologue de Vasa nommé cvh (Chicken Vasa
Homolog) a été identifié et a permis d’observer un marquage spécifique de la lignée
germinale. En effet, la protéine Cvh a été retrouvée dans le cytoplasme des PGC chez
I’embryon ainsi que dans les cellules germinales adultes (Tsunekawa et al., 2000). Chez le
poisson zébre adulte, vasa est exprimé dans les cellules germinales males et femelles. Lors
de la délétion de vasa, les individus males deviennent stériles a cause de I'absence de
cellules germinales. Ceci confirme la nécessité de Vasa pour la survie des cellules germinales
(Hartung et al., 2014).

Vasa a été identifié initialement chez D. melanogaster et ses homologues ont ensuite
été caractérisés chez de nombreuses espéces de vertébrés et d’invertébrés (Raz, 2000). Leur
lien avec une multitude de processus physiologiques tels que la spécification germinale, la
gamétogenese ainsi que le fonctionnement des cellules souches a été démontré (Lasko,
2013). Chez certains Ecdysozoaires, la protéine Vasa est également localisée dans le
cytoplasme des cellules germinales adultes a I'exception des gametes matures males.
Comme chez les vertébrés, Vasa est un marqueur germinal nécessaire au bon déroulement
de la gamétogenese et a la différenciation des cellules germinales incluant les GSC chez
I'adulte (Lasko, 2013; Liu et al., 2009; Salinas et al., 2007, 2012). Vasa a également été
retrouvé chez un Métazoaire Cténophore hermaphrodite et capable de régénération,
Pleurobrachia pileus. Chez cette espéece, I’'homologue de vasa nommé Ppivasa, est exprimé
dans les cellules des lignées germinales femelle et male a I'exception des spermatozoides
matures ainsi que dans des cellules souches somatiques (Alié et al., 2011).

La conservation de Vasa a permis l'identification d’homologues chez des Plathelminthes.
Chez la planaire Macrostomum lignano, I'expression de macvasa a été démontrée dans les
gonades ainsi que dans les cellules souches bipotentielles (somatique et germinal), que sont
les néoblastes (Pfister et al., 2008). Cependant la présence de cette protéine ne semble pas
essentielle au maintien et a la formation de la gonade chez cette espéce. Ceci peut étre di a
un mécanisme de redondance permettant le bon fonctionnement de la gonade malgré
I’'absence de Macvasa (Pfister et al., 2008). Chez Dugesia japonica, une autre planaire, deux
homologues de vasa ont été identifiés et leurs expressions ont été caractérisées dans les
cellules germinales (Shibata et al., 1999). En comparant des individus a reproduction sexuée

et d’autres a reproduction asexuée, ces auteurs ont suggéré que I'un des homologues de
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vasa (DjvigA) pourrait étre plus spécifique des néoblastes alors que le deuxiéme (DjvigB)
serait plus spécifique des cellules germinales précoces de |'ovaire et des lobes testiculaires
(Shibata et al., 1999). Chez les mollusques, un homologue de vasa a été identifié chez
plusieurs especes de bivalves. Son expression est retrouvée dans les cellules germinales
précoces males et femelles (Fabioux et al., 2004a, 2004b, Milani et al., 2015, 2017; Obata et
al., 2010).

2.3.2. Piwi

Les genes piwi forment une sous-famille appartenant au groupe codant pour les
protéines Argonautes (AGO). Ces protéines AGO, caractérisées par le motif conservé « Asp-
Asp-His » (DDH) chez les vertébrés, sont impliquées dans I'inactivation de génes cibles en se
liant a de petits ARN non-codants tels que les siARN (petits ARN interférants) et les miARN
(microARN). Les protéines Piwi, caractérisées par le motif conservé « Asp-Asp-Leu » (DDL),
s’associent également aux piRNA (Piwi-interacting RNA) qui sont de petits ARN non codants
d’une longueur comprise entre 24 et 31 nucléotides (lwasaki et al., 2015). Tous les membres
des protéines AGO, y compris les protéines Piwi, contiennent trois domaines conservés au
sein de leur séquence : le domaine PAZ (Piwi, Argonaute et Zwille), le domaine MID (middle)
et le domaine PIWI (P-element Induced WImpy testis) (Bamezai et al., 2012; Samiji, 2009). Le
domaine PAZ se lie a I'extrémité 3’ des ARN non-codants et le domaine MID se lie a leur
extrémité 5’ (Figure 13). Le domaine PIWI possede une Ribonucléase H-like impliquée dans

plusieurs processus d’interaction avec I’ARN (Samiji, 2009).

Figure 13 : Représentation schématique de la protéine Piwi. En rouge et en bleu, les domaines PAZ et MID qui se lient aux
extrémités 3’ et 5° des ARN non-codants respectivement. En vert, le domaine PIWI impliqué dans les interactions avec
I’ARN. D’apres Bamezai et al., 2012.

Les protéines Piwi sont conservées chez les Métazoaires. En effet, plusieurs homologues
ont été identifiés chez différentes espéeces et il apparait qu’ils présentent des fonctions
conservées. Les Piwi ont un réle important dans le maintien et la division asymétrique des
GSC permettant leur auto-renouvellement (Samji, 2009; Thomson et Lin, 2009; van
Wolfswinkel, 2014; Yakushev et al., 2013) ainsi que dans linactivation de transposons
(Bamezai et al., 2012; Juliano et al., 2011). Chez les planaires, piwi est exprimé dans les
néoblastes et apparait indispensable a la régénération des individus (Juliano et al., 2011; van

Wolfswinkel, 2014). L’irradiation des néoblastes ou I’ARN interférence de piwi chez S.
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mediterranea provoque une incapacité de régénération pour I'animal (Reddien et al., 2005).
Chez d’autres espéces capables de régénération, piwi est retrouvé dans les cellules souches
somatiques ainsi que dans les GSC et son expression apparait régulierement co-localisée

avec celle de vasa dans ces cellules (van Wolfswinkel, 2014).
2.3.3. Nanos

Les protéines Nanos, caractérisées chez les vertébrés, possedent un motif en doigt de
zinc spécifique. En plus d’étre un domaine conservé, il est indispensable pour la liaison a
I’ARN et l'interaction avec Pumilio. En effet, les protéines Nanos se lient au domaine C-
terminal de Pumilio afin de former un complexe de régulation post-transcriptionnelle
capable de se lier a I'ARN. Les protéines Nanos chez les vertébrés et certaines chez les
invertébrés contiennent un domaine NIM (NOT1-interacting motif) dans la région N-
terminale (Figure 14). Ce domaine est impliqué dans la liaison avec ses partenaires
protéiques afin de réguler la transcription des genes cibles. Jusqu’a quatre protéines Nanos
sont retrouvées chez les especes ol des homologues ont été identifiés (De Keuckelaere et

al., 2018).

Figure 14 : Représentation schématique de la protéine Nanos. En rouge, le domaine NIM (NOT1-interacting motif)
impliqué dans les interactions avec des partenaires protéiques. En vert, le domaine en doigt de zinc conservé chez les
protéines Nanos et impliqué dans les liaisons a I’ARN et I'interaction avec le partenaire Pumilio. D’aprés De Keuckelaere et
al., 2018.

Les protéines Nanos sont connues pour leur réle dans le développement de la lignée
germinale et particulierement dans la pluripotence et la survie de la lignée germinale. De la
méme fagon que Vasa et Piwi, les protéines Nanos sont retrouvées chez diverses especes
animales et leur fonction semble conservée (De Keuckelaere et al., 2018). Chez les vertébrés,
les protéines Nanos et Pumilio sont retrouvées dans les cellules germinales précoces et
apparaissent essentielles a leur survie et leur prolifération. Ces acteurs ont également été
identifiés dans les cellules germinales indifférenciées chez différentes especes de poissons
telles que la truite et le poisson zebre (Beer et Draper, 2013; Bellaiche et al., 2014). De plus,
chez la petite roussette Scyliorhinus canicula, deux facteurs Nanos ont été identifiés et I'un
d’eux, Nanosl1B, apparait présent dans le noyau de cellules germinales précoces aussi bien

males que femelles (Gribouval et al., 2018).
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Au sein du groupe des Ecdysozoaires, des homologues de Nanos ont été caractérisés
notamment chez D. melanogaster et C. elegans (De Keuckelaere et al., 2018; Parisi et Lin,
2000). En effet, chez la drosophile adulte, les mutants nanos possédent peu de GSC et ces
derniéres présentent des taux de prolifération et de survie réduits (Forbes et Lehmann,
1998; Wang et Lin, 2004).

Comme Vasa et Piwi, Nanos a également été identifié chez les planaires et localisé dans
les GSC (Nakagawa et al., 2012; Sato et al., 2006). L'étude de nanos chez Dugesia ryukyuensis
a montré qu’il est exprimé dans les cellules germinales précoces males et femelles. Aprés
traitement par ARN interférence pour nanos, les animaux ne peuvent pas acquérir la
capacité de reproduction sexuée et ne produisent pas de cellules germinales, le processus de
sexualisation est bloqué. De facon intéressante, les cellules somatiques des organes sexuels
se développent normalement ce qui suggere fortement que nanos est présent dans les GSC
mais pas dans les néoblastes engendrant les cellules somatiques (Nakagawa et al., 2012). De
méme, chez Dugesia japonica, nanos est exprimé seulement dans une sous-population de
néoblastes pouvant former les cellules germinales. Il semblerait donc que deux groupes de
néoblastes soient présent chez les planaires, 'un permettant la production de cellules
somatiques et l'autre, qui exprime nanos, permettant la production de cellules germinales
souches apres sexualisation (Sato et al., 2006). Des homologues de Nanos ont également été
identifiés chez quelques mollusques (Kranz et al., 2010; Matsumoto et al., 2013; Rabinowitz

et al., 2008) sans pour autant préciser leur réle dans ce groupe phylogénétique.
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En résumé, tous les facteurs de pluripotence ainsi que les marqueurs de GSC ont été
caractérisés chez les modeles vertébrés et plus particulierement chez les mammiféres mais

également certaines especes invertébrées (Figure 15).
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Figure 15 : Arbre phylogénétique simplifié des Métazoaires résumant la conservation des marqueurs de pluripotence et
des marqueurs de GSC. Sox2 : Jaune, KLF4 : Rouge, Oct4 : Bleu, c-myc : Vert, Nanog : Violet, Vasa : Bleu foncé, Piwi : Rouge
foncé, Nanos : Vert foncé. Les marqueurs spécifiques des GSC sont entourés par des pointillés. Pour chaque marqueur, la
conservation de la séquence est schématisée par un rond et la conservation de la fonction est schématisée par un triangle.

La conservation des ségquences a pu étre mise en évidence grace aux domaines
protéiques spécifiques de chaque facteur. Bien que les séquences apparaissent relativement
bien conservées au sein des Métazoaires, leurs fonctions restent encore a caractériser chez
plusieurs espéces. Pour chacun des trois groupes constituants les Bilatériens, les facteurs de
pluripotence indispensables a la formation d’iPSC, a savoir Sox2, Oct4, KLF4 et c-MYC, ont
été identifiés. Les séquences homologues de KLF4 apparaissent les plus représentées et

semblent donc les mieux conservées phylogénétiquement (Pei et Grishin, 2015). A l'inverse,
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Nanog n’a pu étre identifié que chez les vertébrés et présente une faible conservation de
séquences entre les especes (Ma et al., 2014; Scerbo et al., 2014). Cette observation est
sirement en lien avec le fait que ce facteur ne soit pas indispensable a la reprogrammation
en iPSC. Concernant les marqueurs spécifiques des GSC, Vasa et ses homologues ont été
étudiés chez de nombreuses espéces phylogénétiquement éloignées des vertébrés. Il en
ressort une conservation structurale de la séquence protéique et en particulier des
domaines des protéines RNA hélicases de la famille des DEAD-box. De plus, Vasa reste un
marqueur spécifique des lignées germinales chez I'adulte ce qui tend vers une fonction
conservée de cette protéine chez de nombreux organismes. Il est intéressant de noter que le
transcrit et la protéine sont retrouvés dans les GSC mais également chez certaines espeéces,
comme les planaires, dans des cellules souches bipotentielles somatiques et germinales
(Pfister et al., 2008; Shibata et al., 1999). A l'instar de Vasa, les deux autres marqueurs de
GSC, Piwi et Nanos, sont également retrouvés chez plusieurs groupes phylogénétiques.
D’apres les données disponibles, ces facteurs sont tous impliqués dans le fonctionnement de
la lignée germinale chez les espéces ou la fonction a été décrite. Les caractérisations de ces
marqueurs de cellules souches et de GSC chez les mollusques seront décrites de maniere

approfondie dans I'introduction du chapitre I.
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2.4. Caractéristiques morphologiques des GSC

Les GSC, comme toutes les cellules souches, possedent des caractéristiques
morphologiques particulieres. En effet, elles possedent un ratio nucléo-cytoplasmique élevé
ainsi qu’un nucléole particulierement développé et visible en microscopie photonique et
électronique a transmission (Figure 16) (Mercer et Cross, 1995). Les GSC les mieux décrites
sont les Cellules Spermatogoniales Souches (SSC) chez les vertébrés males qui présentent
une reproduction sexuée gonochorique. Ces SSC reposent sur la lame basale des tubes
séminiferes (Chiarini-Garcia et Russell, 2001, 2002; Mercer et Cross, 1995). Cette
organisation est typique du microenvironnement de type épithélial des cellules souches
(Scadden, 2006). Chez d’autres especes, comme chez la drosophile par exemple, les GSC ne
sont pas en contact direct avec la lame basale mais restent proches, cette organisation
correspond au microenvironnement de type stromal des cellules souches. D’autres
caractéristiques, communes a toutes les GSC, sont observables en étudiant leur
ultrastructure telle que la faible activité de synthése protéique des cellules quiescentes
entrainant peu de structures cytoplasmiques (Chiarini-Garcia et Russell, 2001, 2002).

La morphologie des GSC femelles (FGSC), aussi appelées cellules souches ovariennes
(OSC), est beaucoup moins caractérisée chez les vertébrés en raison de leur présence
controversée par certains auteurs. En effet, du fait de la ménopause, la présence ou non
d’une niche germinale femelle adulte chez les vertébrés est en débat. Cependant, des études
montrent une conservation de critéeres morphologiques et moléculaires dans les OSC en
comparaison avec leurs équivalents males, les SSC (Bhartiya, 2015; Decotto et Spradling,
2005; Gottardo et al., 2017; Xie et al., 2014). Les OSC sont de larges cellules, localisées
proche de la membrane basale et présentant un ratio nucléo-cytoplasmique élevé. Chez la
femelle du poisson Xiphophorus nigrensis, les OSC présentent des caractéristiques
morphologiques de cellules germinales souches (Figure 16D) (Flores et Burns, 1993). Comme
les SSC, les OSC possedent un large noyau ainsi qu’un nucléole proéminent. Comme toutes
les cellules souches, la chromatine présente un aspect décondensé et homogéne visible en
microscopie électronique a transmission (Flores et Burns, 1993). De plus, elles expriment des
marqueurs moléculaires communs aux SSC, et aux GSC en général, tel que Vasa ou encore
Oct4 (Virant-Klun, 2015; Ye et al., 2017). Chez la drosophile ol les GSC des deux sexes ont
été identifiées, ces derniéres partagent également des caractéristiques morphologiques

spécifiques des cellules souches (Szakmary et al., 2009).
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Figure 16 : Ultrastructure de cellules souches germinales. A — Spermatogonie souche de type A chez la souris (Mus
musculus) male d’aprés Chiarini-Garcia et al., 2002. B — Ovocyte néonatal chez la souris (Mus musculus) femelle d’apres
Pepling et al., 2007. C — Spermatogonie souche de type A chez le tilapia (Oreochromis niloticus) male d’aprés Schulz et al.,
2010. D — Ovogonie souche chez la femelle Xiphophorus nigrensis d’aprés Flores et Burns, 1993. E — Cellule souche
germinale male chez la drosophile (Drosophila melanogaster) d’aprés Gottardo et al., 2017. F — Cellule souche germinale
femelle chez la drosophile (Drosophila melanogaster) d’aprés Decotto et Spradling, 2005. N : Noyau ; Nu : Nucléole; M :
Mitochonderies ; fleches blanches : nuage. Echelles : 0,5um (B insert), 1 um (A et E), 1,5um (C), 2um (D), 5um (B).

Le nuage qui est également nommé granules germinaux ou corps chromatoides, a été
initialement décrit comme une structure cytoplasmique spécifique de la lignée germinale,
dépourvue de membrane, dense aux électrons et composée d’ARN et de protéines. Dans les
cellules souches, il apparait que le nuage est régulierement entouré de mitochondries
regroupées (Figure 16) (Cannon et al., 2011; Ramalho-Santos et al., 2009). Chez plusieurs

especes, les composants du nuage incluent généralement les trois marqueurs spécifiques
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des GSC : Vasa, Piwi et Nanos (Gao et Arkov, 2013). Cet élément cytoplasmique particulier a
été initialement considéré comme une caractéristigue morphologique spécifique des GSC
(Figure 16). Chez la souris femelle, une étude réalisée sur les ovocytes en période néonatale
a mis en évidence la présence d’un nuage dans ces cellules (Pepling et al., 2007). Cependant,
le nuage est aussi retrouvé dans certaines cellules souches somatiques chez des especes
capables de régénération. Ainsi, ce type de structure cytoplasmique est observé dans les
néoblastes chez les planaires (Shibata et al., 2010). De plus, certaines especes présentent
également un nuage dans leurs cellules neurales, incluant les cellules souches neurales (Gao
et Arkov, 2013). Cette structure cytoplasmique contenant les principaux marqueurs des GSC
apparait ainsi plus largement essentielle a l'identité des cellules souches (Gao et Arkov,
2013).

L'aspect du noyau des GSC a été décrit chez plusieurs espéces. |l apparait décondensé
avec de rares régions d’hétérochromatine localisées le long de I'enveloppe nucléaire. Le
noyau, ovale chez la souris male, peut contenir un ou deux nucléoles et sa taille diminue au
cours de la spermatogenése (Figure 16, A et B) (Chiarini-Garcia et Russell, 2001, 2002). Chez
la drosophile, le noyau des GSC est également de forme ronde aussi bien chez les méles que
chez les femelles (Figure 16, E et F). Chez les poissons, la forme du noyau des SSC peut étre
irréguliere comme chez le tilapia par exemple. Chez cette espéce, le noyau des SSC est
nettement irrégulier (Figure 16C) et s’arrondit au cours de I'avancée en spermatogenese
(Lacerda et al., 2014; Schulz et al., 2010). Ces caractéristiques sont également décrites dans
les néoblastes des planaires (Sato et al., 2006). Deux types de néoblastes ont été décrits sur
la base de leur aspect nucléaire ainsi que par la structure des corps chromatoides localisés
dans le cytoplasme, ce qui pourrait refléter deux états de différenciation différents (Higuchi

et al., 2007; Shibata et al., 2010).
3. Le microenvironnement des GSC

La notion de microenvironnement spécifique des cellules souches et plus
particulierement le terme de « niche » a été défini pour la premiére fois par Schofield en
1978. A I’émergence de cette notion, la niche était définie comme une région physique de
maintien permettant aux cellules, qui y sont localisées, de conserver leur état souche. Dans
ce concept de niche, ces cellules entrent en différenciation lorsqu’elles quittent ce

microenvironnement particulier.
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3.1. Niche stromale ou épithéliale

L’organisation de la niche est relativement bien conservée dans le regne animal.
L'amélioration des connaissances de différentes niches chez les espéces modeéles a permis
d’établir les bases de connaissances essentielles pour la compréhension de l'architecture
d’une niche de cellules souches chez d’autres organismes. Plusieurs éléments sont retrouvés
a savoir, la matrice extracellulaire sur laquelle reposent les cellules souches, un groupe de
cellules somatiques accompagnatrices, des cellules circulantes ainsi qu’un réseau nerveux
(Ferraro et al., 2010; Scadden, 2006). Deux types de niche ont pu étre décrits, la niche
stromale et la niche épithéliale (Figure 17). La distinction entre ces deux types est liée au
positionnement des cellules somatiques accompagnatrices par rapport aux cellules souches.
Ainsi, les cellules souches de la niche stromale reposent sur un groupe de cellules
somatiques accompagnatrices qui, elles, sont accolées a la membrane basale (Figure 17A).
C'est le cas des niches germinales males et femelles chez la drosophile. A l'inverse, les
cellules souches de la niche épithéliale reposent directement sur la membrane basale et sont
entourées de cellules somatiques comme par exemple la niche germinale male chez la souris

(Figure 17B).
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Figure 17 : Schémas des deux types décrits de niche. A— Schéma d’une niche stromale. B — Schéma d’une niche épithéliale.
Les deux niches possedent les acteurs acellulaires conservés et impliqués dans leur fonctionnement (Matrice extracellulaire,
Réseau sanguin, Voies de signalisation, Systéme nerveux, Métabolisme) ainsi que les acteurs cellulaires principaux (Cellules
souches et cellules somatiques accompagnatrices) d’aprés Scadden, 2006. SC : Cellules Souches ; soma : Cellules somatiques
accompagnatrices ; EM : Matrice Extracellulaire.
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3.2. Structure de la niche germinale chez différentes espéces

Les premieres descriptions de niche germinale ont été réalisées dans la gonade de deux
modeles Ecdysozoaires, D. melanogaster et C. elegans (Kimble et White, 1981; Xie et
Spradling, 1998 respectivement).

Chez la drosophile femelle, la niche germinale est constituée des cellules somatiques du
filament terminal, de la coiffe, des cellules somatiques accompagnatrices et des GSC (Figure
18A). Le bon fonctionnement des GSC nécessite le contact direct de ces derniéres avec les
cellules de la coiffe via des jonctions serrées (Hsu et Drummond-Barbosa, 2009). Chez la
drosophile male, la niche germinale est localisée a la pointe apicale du testicule. Elle contient
un groupe de cellules stromales, nommeées cellules du hub, qui sont impliquées dans la
régulation des cellules souches de la niche (Figure 18B). Entre six et neuf GSC, chacune
entourée de deux cellules souches somatiques, sont en contact direct avec les cellules du
hub. D’apres cette organisation, la niche formée par les cellules du hub pourrait étre
commune aux GSC et aux cellules souches somatiques intragonadique. Ces cellules souches
somatiques produisent les cellules somatiques du cyste (CySC) (Shim et al., 2013; Xie et al.,
2005). Apres divisions asymétriques des GSC, environ seize spermatogonies interconnectées
sont formées et sont entourées de CySC (Shim et al., 2013; Xie et al., 2005).

Le nématode C. elegans est une espece modele qui se reproduit de fagon sexuée et
comprend des individus majoritairement hermaphrodites et une minorité d’individus males.
Les GSC sont maintenues dans leur niche constituée d’une ou deux cellules somatiques, les
cellules de la pointe distale (DTC), qui sont essentielles aux divisions mitotiques des cellules
germinales (Figure 18C). Chez les individus hermaphrodites, une seule DTC est située a
I’extrémité de chaque gonade tandis que chez les individus males, deux DTC sont localisées a
I'extrémité de la gonade (Hubbard, 2007). Malgré qu’aucune jonction entre la DTC et les GSC
ne soit actuellement caractérisée, ces cellules communiquent étroitement et sont localisées
dans la zone des cellules souches (Stem Cell Zone) (Cinquin, 2009; Kimble et Crittenden,
2007). Chez cette espece, les cellules germinales forment un syncytium malgré une
communication restreinte et malgré le fait que I'avancée en gamétogenése de ces cellules ne
soit pas synchrone. Les cellules en mitose sont contenues dans la zone proliférative et les
cellules ayant débuté la méiose sont situées dans la zone de transition (Hubbard, 2007). Plus
les cellules se différencient, plus elles s’éloignent de la région distale de I'animal (Cinquin,

2009).
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Stem Cell Zone

Figure 18 : Schémas de niches germinales chez des espéces modéles. A — Niche germinale femelle chez la drosophile
(Drosophila melanogaster) d’aprés Shim et al., 2013. B — Niche germinale male chez la drosophile (Drosophila
melanogaster) d’apres Shim et al., 2013. C — Niche germinale chez I’hermaphrodite Caenorhabdlitis elegans d’apres Joshi et
al., 2010. D — Niche germinale male chez le poisson zébre (Danio rerio) d’aprées Nobrega et al., 2010. E — Niche germinale
male chez la souris (Mus musculus) d’apres Oatley et Brinster, 2012. SSC: Cellule Souche Spermatogoniale ; Aund :
Spermatogonie souche de type A ; SE : Cellules de Sertoli; BM : Membrane Basale ; LE : Cellules de Leydig; BV : Vaisseaux
Sanguins ; DTC : Cellule Somatique de la pointe distale ; GSC : Cellule Germinale Souche ; TF : Cellules du Filament Terminal ;
CC : Cellules de la coiffe ; EsC : Cellules Somatiques accompagnatrices ; CB : Cystoblaste ; Hub : Cellules somatiques du hub ;
CySC : Cellules Souches du Cyste ; GB : Gonialblaste.

Chez les vertébrés, la structure de la niche germinale est décrite de maniere plus
approfondie chez les males. Chez certains poissons, le testicule est formé de cystes, comme
par exemple chez le poisson zébre Danio rerio (Leal et al., 2009) ou encore chez la roussette
Scyliorhinus canicula (Bosseboeuf et al., 2014). Dans un cyste, les cellules de Sertoli
entourent les SSC qui se diviseront et se différencieront de maniére synchrone. Ainsi, un
méme cyste contient un seul type de cellules germinales. Contrairement aux mammiféres,
les cellules de Sertoli proliferent au cours de la spermatogenese afin de s’adapter a

I'augmentation du nombre de cellules germinales males au sein du cyste (Schulz et al.,
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2010). La niche germinale chez le poisson zébre male est composée des spermatogonies A
indifférenciées accompagnées de cellules de Sertoli. Ces spermatogonies sont localisées au
bord de la membrane basale (Figure 18D). A I'extérieur des cystes, sont retrouvées les
cellules de Leydig, les cellules myoides ainsi que le réseau sanguin (NAbrega et al., 2010).
Chez le poisson zebre femelle, la niche germinale est encore peu connue. Cependant,
I’existence de cellules souches germinales femelles (FGSC) a été montrée. Ces cellules
maintiennent une production d’ovocytes chez I'adulte (Kawasaki et al., 2012).

Chez la souris, comme chez la majorité des mammiféres, les spermatogonies souches
sont localisées au bord des tubes séminiferes et se différencient en migrant vers la lumiére
des tubes (Figure 18E). Des jonctions serrées entre les cellules de Sertoli, qui soutiennent le
développement germinal, séparent le compartiment contenant les cellules germinales
avancées en différenciation (spermatocytes, spermatides et spermatozoides) du
compartiment souche. Les cellules myoides qui forment le tube séminifére sont nécessaires
a la structure de cette niche. Le tissu conjonctif, situé entre les tubes séminiféres, contient
les cellules de Leydig qui sécrétent la testostérone mais également des réseaux vasculaires
et nerveux, ces éléments pouvant faire partie d’une vision plus large de la niche germinale
(Oatley et Brinster, 2012). Les acteurs de la niche permettent de réguler le devenir des SSC
en influencant leur auto-renouvellement, leur prolifération et leur différenciation. La
possibilité d’une niche germinale femelle et de cellules souches ovogoniales (OSC) chez les
mammiféres a émergé récemment au vu des études réalisées chez les invertébrés comme la
drosophile (Bukovsky et al., 2004; Horan et Williams, 2017). Ce concept est encore trés
novateur et peu de données sont obtenues sur la caractérisation et le fonctionnement de
cette potentielle niche. Cependant, certaines études indiquent que le pool de follicules
primordiaux chez l'adulte serait une population dynamique. En effet, la souris adulte
possederait des cellules germinales femelles capables de prolifération et ce phénomene
serait régulé par un microenvironnement particulier (Bukovsky et al., 2004; Kerr et al., 2013).
Ces cellules germinales possederaient donc des caractéristiques de GSC mais avec un
fonctionnement un peu différent puisqu’elles ne présenterait pas la capacité d’auto-
renouvellement mais seulement celle de différenciation (Kerr et al., 2013). Certains
suggérent tout de méme la possibilité pour ces OSC de former de nouveaux ovocytes a I'age

adulte. Dans ce cas, la limite de la reproduction femelle avec I'dge chez les vertébrés
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supérieurs, pourrait étre due a la dégradation des cellules somatiques de la niche et non pas

a I'épuisement du stock de FGSC (Horan et Williams, 2017; Kerr et al., 2013).

3.3. Voies de signalisation impliquées dans le fonctionnement de

la niche germinale

Comme énoncé précédemment, les GSC possedent la capacité de produire des cellules
progénitrices, spermatogonies et/ou ovogonies. Ces gonies pourront ensuite se différencier
afin de produire les gametes matures. L'intégration de différents signaux moléculaires par
les composants de la niche germinale conféere a cette derniére son réle fonctionnel sur le
devenir des GSC. En effet, ce microenvironnement particulier permet le maintien du stock de
cellules souches en régulant leurs capacités de prolifération, d’auto-renouvellement et de
différenciation (Morrison et Spradling, 2008; Scadden, 2006). Tous ces mécanismes sont
contrblés par diverses voies de signalisation incluant celles des Wnt/B-caténine, des
Transforming Growth Factors B (TGF-B), la voie Notch ainsi que les voies de l'insuline

(Ferraro et al., 2010).




Introduction générale Thése Maéva Cherif--Feildel

3.3.1. Les Wnt/B-caténine

La voie de signalisation Wnt/B-caténine est phylogénétiquement conservée a travers le
régne animal. Les protéines Wnt font partie d’une famille de glycoprotéines et présentent
plusieurs caractéristiques structurales essentielles a leur fonction telles que la conservation
des cystéines et sérines impliquées dans l'interaction de ces protéines avec les lipides
membranaires (Mills et al., 2017). Une fois liés au récepteur Fzd (Frizzled), le ligand Wnt
entraine 'activation de la cascade de signalisation des Wnt/B-caténine. Lorsque la voie de
signalisation est activée, la protéine Dvl (Dishevelled) est recrutée afin d’inhiber le complexe
de dégradation (B-TrCP couplé aux GSK3B, CK1, Axine, APC, YAP et TAZ) ce qui permet aux -
caténines d’étre stables dans le cytoplasme et, par la suite, de se lier a un co-facteur afin
d’étre transloquées dans le noyau et d’agir sur I'expression des génes cibles (Figure 19).
Dans le cas ou la voie n’est pas activée, les B-caténines sont phosphorylées au niveau de leur

domaine N-terminal puis dégradées (Lien et Fuchs, 2014).

Wnt

(hns
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Fzd U

TAZ
Q’ YAP

!
R

Régulation des génes cibles

Figure 19 : Voie de signalisation simplifiée des Wnt/B-caténine. La voie de signalisation comprend les acteurs décrits. La
phosphorylation de la B-caténine (B) se fait sur sa partie N-terminale et est symbolisée par une étoile rouge.

Cette voie de signalisation est impliguée dans les mécanismes de communication

cellulaire a travers les liaisons cellule a cellule et permet également le maintien de I'état

souche des cellules au sein de la niche en régulant leur auto-renouvellement ainsi que leur
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différenciation (Clevers et al., 2014; MacDonald et al., 2009; Mills et al., 2017). La B-caténine
intervient dans le remodelage de la chromatine et régule I'expression des facteurs de
pluripotence, Oct4, Nanog et Sox2. Lorsque les Wnt sont absents, I'expression de ces
facteurs est régulée négativement et, a I'inverse, lorsque la voie est activée I'expression de
ces facteurs est régulée positivement ce qui stimule la prolifération des cellules souches
(Lien et Fuchs, 2014; Mosimann et al., 2009). La niche est une structure essentielle pour le
bon fonctionnement de ce systéeme. En effet, les spermatogonies indifférenciées chez la
souris sont des cellules cibles de la voie Wnt/B-caténine et ce signal semble étre initié par
Wnt6 qui est exprimé dans les cellules de Sertoli, I'un des composants cellulaires de la niche
germinale (Takase et Nusse, 2016). De méme, chez la drosophile, le signal Wnt est transmis
aux GSC via les cellules somatiques accompagnatrices de la niche germinale (Upadhyay et

al., 2018).

3.3.2. La voie des TGF-8

Les ligands Transforming Growth Factors B (TGF-B) forment une famille de cytokines
divisée en deux sous-familles, celle des Activines et celle des BMP (Bone Morphogenetic
Proteins) définies selon les similarités de séquences entre ces cytokines et les cascades de
signalisation qu’elles activent (Shi et Massagué, 2003). La voie de signalisation des TGF-B
implique la liaison des ligands a deux types de récepteurs transmembranaires sérine-

thréonine kinase, les types | et Il (Figure 20).

Membrane
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Noyaw
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Régulation des génes cibles

Figure 20 : Voie de signalisation simplifiée des TGF-B. La voie de signalisation est activée soit par les protéines BMP
(gauche) soit par les protéines Activine (droite). Le récepteur et les protéines sont activés par phosphorylation (étoiles
rouges) pour se lier a la smad4 et réguler leurs genes cibles.
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Les récepteurs de cette voie sont constitués d’une partie N-terminal extracellulaire
servant a la liaison du ligand, d’'une partie transmembranaire et d’une partie C-terminal
intracellulaire contenant le domaine sérine-thréonine kinase (Shi et Massagué, 2003). Aprés
liaison du ligand, le récepteur de type Il phosphoryle le domaine kinase du récepteur de type
| ce qui induira I'activation des protéines smads. Une fois phosphorylées, ces smads pourront
se lier a la smad 4, ou co-smad, pour réguler la transcription des genes cibles (Shi et
Massagué, 2003). Les smads régulatrices activées ne sont pas les mémes selon le type de
ligand ce qui entraine la transmission d’un signal différent. En effet, la liaison de I’Activine
entraine la phosphorylation des smads régulatrices nommées smads 2 et 3 alors que la
liaison de BMP entraine I'activation des smads 1, 5 et 8 (Rejon et al., 2013; Shi et Massagué,
2003).

Les TGF-B controlent un large éventail de processus cellulaires tels que la prolifération,
la différenciation ou encore les mécanismes d’apoptose (Shi et Massagué, 2003). D'une
maniére générale, il apparait que les BMP, via leur action sur la niche, interviennent dans la
régulation des propriétés inhérentes aux cellules souches telles que la prolifération ou la
différenciation (Zhang et Li, 2005). Concernant la lignée germinale, les BMPs et plus
précisément BMP4, jouent un réle dans la formation des PGC chez I'embryon de souris
(Dudley et al., 2007; Wagner, 2007). Chez I'adulte, certains acteurs des TGF-B, comme BMP4
et I'Activine A, interviennent également dans la différenciation des SSC qui expriment leurs
récepteurs. BMP4 participe a la régulation des cellules souches spermatogoniales chez la
souris adulte et I’Activine A est nécessaire au maintien de cette population de
spermatogonies différenciées (Oatley et Brinster, 2012). Les cellules somatiques de la niche
germinale réguleraient la sécrétion de ces facteurs et par conséquent la balance entre auto-
renouvellement et différenciation des GSC (Oatley et Brinster, 2012). Chez la drosophile, ce
réle des BMP est retrouvé avec Decapentaplegic (dpp), 'homologue du BMP2/4 humain.
Dpp est essentiel pour le maintien des cellules souches, leurs division et différenciation dans
I'ovaire de drosophile adulte (Xie et Spradling, 1998). Ce facteur est exprimé par les cellules
somatiques du filament terminal et de la coiffe dans la niche germinale femelle et également
dans les cellules somatiques du hub dans la niche germinale male (Jagut et Huynh, 2007).
Chez la drosophile male, Dpp et Gbb (Glass bottom boat), deux facteurs BMP, agissent
conjointement pour controler le maintien des GSC. Dpp et Gbb sont exprimés dans les

cellules somatiques du hub et, lors de I'étude de mutants pour ces facteurs, peu ou pas de
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GSC sont identifiables dans la niche. Aucune augmentation d’apoptose n’a été observée ce
qui suggere que quand Gbb et Dpp sont absents les GSC entrent en différenciation (Kawase

et al., 2004).

3.3.3. La voie Notch

La voie de signalisation Notch est également conservée. Ses constituants, ligands et
récepteurs Notch, permettent le transfert du signal vers le noyau des cellules. Les récepteurs
Notch sont des protéines transmembranaires composées d’un domaine extracellulaire,
nommé NECD, un domaine transmembranaire et un domaine intracellulaire nommé NICD (Bi
et Kuang, 2015; Chillakuri et al., 2012). Les ligands sont également des protéines
transmembranaires appartenant la famille des DSL (Delta/Serrate/LAG-2). lls se lient au
domaine NECD du récepteur Notch d’une cellule voisine induisant ainsi la libération du
domaine NICD qui migre ensuite jusqu’au noyau (Figure 21). Une fois transloqué dans le
noyau, le domaine NICD se lie avec Rbpj (recombination signal binding protein for
immunoglobulin kappa j region) et recrute un complexe de transcription afin de réguler

I’expression des genes cibles (Bi et Kuang, 2015).

Nﬂfi"

’ Cytoplasme
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Cytoplasme,

Régulation des génes cibles

Figure 21 : Voie de signalisation Notch simplifiée. Aprés activation, le domaine intracellulaire de Notch (NICD) et détaché
de la partie extracellulaire (NECD). Il est ensuite transloqué dans le noyau pour se lier avec Rbpj qui et recruter un complexe
de transcription (Cx) qui régule les genes cibles. D’aprés Bi et Kuang, 2015.
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Notch est essentiel pour la communication cellulaire et est un acteur clé du
métabolisme (Bi et Kuang, 2015). En effet, il est impliqué dans la survie cellulaire, la
prolifération et la différenciation. Au niveau des cellules souches, cette voie de signalisation
est impliquée dans le maintien de la quiescence cellulaire (Bi et Kuang, 2015). Chez la souris
male, I'expression de Notch a été décrite dans les cellules somatiques et germinales, de
méme que son implication dans la différenciation des cellules germinales males (Huang et
al., 2013). En ce qui concerne les cellules souches spermatogoniales, le fait qu’elles
expriment faiblement Notch suggére une activation de la voie Notch dans les cellules
voisines ce qui conduit a une inhibition de la différenciation de ces SSC (Dirami et al., 2001).
Chez C. elegans, la voie de signalisation Notch est la plus décrite dans la régulation des GSC.
Le ligand LAG-2 de la voie Notch est exprimé dans la cellule somatique de la pointe distale et
le récepteur Notch dans les GSC. Cette voie de signalisation permet la prolifération et I’auto-
renouvellement des GSC. Lorsque Notch est absent, les cellules germinales entrent en
méiose et poursuivent la gamétogenese (Byrd et Kimble, 2010; Kimble et Crittenden, 2007).
La signalisation Notch peut fonctionner en lien étroit avec les voies BMP, Wnt ainsi que
celles de linsuline (Andersson et al., 2011). Dans la niche germinale de drosophile,
I'activation du récepteur a l'insuline entraine la répression de Notch et cette balance de
régulations permet de moduler la prolifération et la différenciation des cellules souches (Hsu
et Drummond-Barbosa, 2011). Chez la drosophile femelle, les peptides insuline sont
nécessaires au maintien des cellules somatiques de la coiffe, via la modulation de la
signalisation Notch (Hsu et Drummond-Barbosa, 2011). Les cellules somatiques de la niche
germinale produisent les ligands de la voie Notch afin de réguler la stabilité des GSC via les
cellules de la coiffe (Hsu et Drummond-Barbosa, 2011). De plus, une perte des fonctions
Notch chez la drosophile adulte femelle entraine une diminution du nombre de cellules de la
coiffe au sein de la niche (Song et al., 2007). Chez la drosophile male, il a été montré que la
voie de signalisation Notch intervient dans la régulation de la balance entre la différenciation
et l'auto-renouvellement des cellules souches spermatogoniales (Okuda et al., 2015). Ces
éléments indiquent que la voie de signalisation de linsuline est également un acteur clé de

la régulation du fonctionnement des GSC.
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4. Les roles clés du systéeme insuline dans la reproduction

4.1. Le systéme insuline

4.1.1. Les ligands de la superfamille des insulines

La superfamille des insulines regroupe un large éventail de molécules pour chaque
espéce et apparait conservée au sein des Métazoaires. Ces nombreux ligands appelés IRPs
(Insulin Related Peptides) possédent une structure caractéristique et conservée. lls se
composent d’un peptide signal, une chaine B reliée a une chaine A par des ponts disulfures
et d’un peptide C qui peut étre clivé ou non dans la forme active (Figure 22) (Claeys et al.,

2002).

Signal

Figure 22 : Schéma de la structure conservée des ligands IRPs. Le peptide signal, les chaines B et A ainsi que les deux ponts
disulfures représentés par un trait noir sont retrouvés dans les ligands insuline. Les domaines F, D et E, le peptide C ainsi
que les ponts disulfures représentés en pointillés sont facultatifs et dépendent des especes étudiées. Les fleches
représentent les sites de clivage possibles.

Les IRPs possedent toujours deux ponts disulfures entre les chaines B et A. Selon les
espéces et les ligands étudiés, un pont disulfure supplémentaire peut étre observé, soit
entre les chaines B et A, soit entre deux résidus cystéines de la chaine A (Matsunaga, 2017).
Des domaines supplémentaires nommés F, D et E sont facultatifs et dépendent également
des espéces étudiées. A I'exception du domaine D, tous les autres domaines facultatifs sont

clivés dans la forme mature des IRPs.
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Des ligands de la superfamille des insulines ont été identifiés chez un grand nombre de
vertébrés et d’invertébrés (Tableau 1). Chez certaines espeéces, le nombre d’IRPs identifiés
est tres élevé. C’'est le cas notamment pour C. elegans qui dénombre 40 ligands insuline (Li
et al., 2003; Matsunaga, 2017; Pierce et al., 2001) et Bombyx mori qui en possede 32 (Kondo
et al., 1996; Maruyama et al., 1988; Mizoguchi et Okamoto, 2013; Yoshida et al., 1997,
1998). L’analyse structurale des différents IRPs chez C. elegans a permis de distinguer trois
types sur la base de la structure de leurs formes matures. Ces trois types sont nommés a, f3,
y et, a ce jour, C. elegans est la seule espéce ou la coexistence des trois a été décrite
(Tableau 1) (Matsunaga, 2017). Le type a est caractérisé par trois ponts disulfures entre les
chaines B et A, ainsi que la présence possible d’'un domaine D non clivé aprées la chaine A. Le
type B possede les deux ponts disulfures canoniques entre les chaines B et A ainsi qu’un
pont supplémentaire a l'intérieur de la chaine A. Enfin, le type y est caractérisé par la
présence des deux ponts disulfures canoniques ainsi qu’un pont a l'intérieur de la chaine A.
Dans ce dernier groupe, le peptide C n’est pas toujours clivé dans la forme mature et la
présence d’'un domaine D peut également étre observée pour certains peptides insuline
(Matsunaga, 2017). Différents processus de clivage du peptide C ont été décrits.
Généralement, les pro-hormones convertases, PC1 et PC2 ou leurs homologues, sont
impliqués dans le processus de protéolyse du peptide C induisant la maturation des ligands
insuline (Malide et al., 1995; Matsunaga, 2017). Pour bon nombre d’espéces dont les
génomes ne sont pas disponibles, une partie seulement de ligands est identifiée.

Chez les invertébrés, les IRPs sont majoritairement synthétisés par des cellules
neurosécrétrices du systéme nerveux central (Claeys et al., 2002; Smit et al., 1998). Par
exemple, chez la drosophile, les DILPs 1, 2, 3 et 5 sont détectés dans des flots de cellules
neurosécrétrices de la pars intercerebralis (Liu et al., 2016; Nassel et al., 2015). Chez la
lymnée Lymnaea stagnalis, les MIPs (Molluscan Insulin-related Peptides) sont détectés dans
les LGC (light green cells) des ganglions cérébraux (Smit et al., 1988, 1991). Cependant, des
expressions localisées au niveau de tissus ou d’organes cibles sont également possibles.
Ainsi, certains IRPs sont exprimés dans le tractus digestif comme par exemple les DILPs 2, 3
et 5 de drosophile (Nassel et al., 2015; Veenstra et al., 2008) ou les insulin-like de bivalves
chez Anodonta cygnea et Unio pictorum (Plisetskaya et al., 1978) ou Mytilus edulis (Fritsch et

al., 1976). Enfin, les IRPs sont parfois exprimés dans la gonade, comme DILP5 dans les




Introduction générale

Thése Maéva Cherif--Feildel

ovaires de drosophiles (Nassel et al., 2015) ou ils interviennent dans le controle de la

gamétogeneése.

Tableau 1 : Représentations schématiques des principales formes matures des IRPs. Schémas selon la classification de
Matsunaga et al., 2017. Tous les IRPs ont deux ponts disulfures canoniques entre les chaines B et A. Les types a et B ont un
pont disulfure additionnel entre les chaines B et A. Les types B et y possedent un pont disulfure interne a la chaine A. Les
chaines B et A peuvent étre reliées par un peptide C. Un domaine D supplémentaire peut étre présent dans certains IRPs.
AG : Glande Androgénique ; IAG : Insulin-like Androgenic Gland peptide ; ILP : Insulin-Like Peptide ; MIP : Molluscan Insulin-
related Peptide ; IRPs : Insulin Related Peptides ; RLP : Relaxine ; R : Revue ; U : Données NCBI non publiées.

Type a

Type B

Type y

Formes matures

el

2 ponts disulfures entre les chaines A et B

1 pont disulfure interne a la chaine A

Phylerme Bibliographie
2
ﬂé Vertébrés  |H. sapiens Insulin, IGFs, INSL, Relaxin Shabanpoor et al., 2009 R
H
o
Q
§ Tuniciers C. intestinalis Ci-INS-L1,Ci- INS-L2, Ci-INS-L3 Olinski et al., 2006
a
) INS 11 to 19, INS 32, INS 37, INS | pierce et al., 2001; Li et al., 2003;
Nématodes |C. elegans INS-20 to 31, INS 33 to 36, INS 39 INS 1to 10, Daf 28 38 Matsunaga et al, 2017 R
Maruyama et al., 1988; Kondo et
B. mori Bombyxins family A to G al., 1996; Yoshida et al., 1997,
1998; Bayazit et al., 2009 R
S. gregaria Scg-IRP Badisco et al., 2013
H Hexapodes [ migratoria ILP Lagueux et al., 1990
g A. aegyptii AalLP 1108 Riehle et al., 2006 R
°
o N
w Brogiolo et al., 2001; Grénke et
D. melanogaster DILP1t08 al, 2010 R
S. verreauxi Sv-IAG , Sv-ILP1, Sv-ILP2 Chandler etal., 2017
, Arv AGH (avec un pont disulfure
Crustacés  [A. vulgare additionel intra-B) Ventura etal. 2011
m Phoungpetchara et al., 2011;
M. rosenbergii Mr IAG Mr ILP, Mr RLP Ventura et., 2009
. Smit et al., 1988, 1991, 1992,
L. stagnalis MIP1,2,3,4,5,7 1993, 1996, 1998; Li et al., 1992
" A. californica Al Floyd et al., 1999
e
g
N C. geographus Con-Ins G2 Con-Ins G1 Safavi-Hemanmi et al., 2015
§ Mollusques
H S. officinalis So IRP Zatylny-Gaudin et al., 2015
&
o
- C. gigas olRP Hamano et al., 2005
L. gigantea ins1,ins 2, ins 4 ins 3 Veenstra et al., 2010
Annélides  |P. dumerilii IRP2, IRP3, IRP4, IRP5 IRP1 Conzelmann et al., 2013
S. mediterranea ilp»1 Miller and Newmark, 2012
Plathelminthes | T. solium ILP-1, ILP-2 (avec un pont disulfure Wang et al., 2013
additionnel intra-A)
. ILP (avec un pont disulfure
S. mansoni additionnel intra-A) Wang etal., 2013
Poriferes G. cydonium sponge insulin Robitzki et al., 1989
N. vectensis NV 199266; NV 207484 Anctil, 2009
Cnidaires
H. magnipapillata Hv-ILP1; Hv-ILP2; Hv-ILP3 Steele et al., 2009- U
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4.1.2. Les récepteurs d’IRPs

Les IRPs agissent via différents types de récepteurs. Les principaux récepteurs aux
insulines sont des diméres de protéines transmembranaires a domaine tyrosine kinase. lls
sont constitués de deux chaines a extracellulaires et deux chaines B transmembranaires liées
par des ponts disulfures (Claeys et al., 2002). Les sous-unités a permettent la liaison du
ligand au récepteur ce qui entraine I'autophosphorylation des résidus tyrosine de la région

intracellulaire (Figure 23) (Hubbard, 1999).

Précurseur

Forme mature du récepteur a o

Domaine de liaison m } Domaine riche en cystéines

Bl [|]8
Domaine transmembranaire -[ ?_ _\i

Domaine tyrosine kinase{

Figure 23 : Représentation schématique du précurseur et de la forme mature du récepteur tyrosine kinase aux insulines.
Le précurseur unique contient les régions codantes pour les sous-unités a et B. Les sous-unités a contiennent le domaine de
liaison aux IRPs constitué d’'un domaine riche en cystéines (vert) et de deux séquences I'encadrant (gris) qui different selon
le type de récepteur. Les sous-unités B contiennent le domaine transmembranaire (bleu) ainsi que le domaine tyrosine
kinase (rouge).

Chez les vertébrés, plusieurs récepteurs permettent de lier les différents IRPs. Les IGFs
(Insulin Growth Factors) peuvent se lier aux récepteurs des insulines ainsi qu’a des
récepteurs spécifiques des IGFs, mais avec des affinités différentes (Shabanpoor et al.,
2009). Les récepteurs aux IGFs sont de deux types : I'IGF-1R et I'IGF-2R/M6P (Mannose-6-
Phosphate). L'IGF-1R fait partie des récepteurs a domaine tyrosine kinase et présente une
forte homologie avec le récepteur aux insulines (Foulstone et al., 2005). Cependant, il differe
du récepteur aux insulines par son domaine de liaison du ligand, notamment les séquences

encadrant la région riche en cystéines. Le récepteur IGF-2R/M6P est constitué d’une partie
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N-terminale extracellulaire contenant 15 segments répétés d’environ 147 acides aminés
chacun, d’'un domaine transmembranaire unique et d'une région C-terminale
intracytoplasmique (Hawkes et Kar, 2004). Ce récepteur lie les ligands contenant le M6P
ainsi que les IGF-2 sur deux sites différents. Ainsi, IGF-2 se lie sur le segment 11 du domaine
extracellulaire. Enfin, les relaxines, incluant les INSL, activent les récepteurs aux peptides de
la famille des relaxines (RXFP) qui sont des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG)
(Bathgate et al., 2013). Les RCPG sont constitués d’une partie N-terminale extracellulaire, de
7 hélices transmembranaires et d’'une partie C-terminale intracellulaire.

Contrairement aux vertébrés qui possedent plusieurs récepteurs susceptibles de lier les
différents IRPs, chez les invertébrés un seul récepteur aux insulines a été décrit, liant
potentiellement de multiples IRPs (De Meyts, 2004). Chez la drosophile, le récepteur DIR
(Drosophila Insulin Receptor) présente, comme le récepteur humain d’insuline, deux chaines
a et deux chaines B. Cependant, sa séquence présente un domaine supplémentaire a
I'extrémité C-terminale des sous-unités B. Selon les types cellulaires dans lesquels le
récepteur est exprimé, cette extension peut étre clivée dans la forme active du récepteur
DIR. Ainsi, deux isoformes de DIR peuvent étre identifiées chez D. melanogaster, |'une tres
proche du récepteur aux insulines trouvé chez les vertébrés et I'autre présentant |'extension
C-terminale (Claeys et al., 2002). Chez C. elegans, le récepteur DAF-2 présente les domaines
conservés des récepteurs aux insulines et aux IGFs de vertébrés (Kimura et al., 1997). De
méme que le récepteur DIR, la séquence de DAF-2 posséde une extension dans la partie C-
terminale. Chez les Lophotrochozoaires, certains récepteurs aux insulines ont également été
identifiés, notamment chez les mollusques. Les récepteurs aux insulines chez les mollusques

seront détaillés dans I'introduction du chapitre Il.
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4.1.3. Les voies de signalisation

L’activation des voies de signalisation du récepteur aux IRPs est engendrée par la liaison
du ligand sur le récepteur qui déclenche son autophosphorylation. Les principales voies sont
la voie PI3K (Phosphatidylinositol 3 phosphate Kinase) et la voie des MAPK (Mitogen
Activated Protein Kinase) (Figure 24). Ces voies de signalisation interagissent entre elles et
régulent leurs effecteurs cibles via des cascades de phosphorylation (Templeman et Murphy,
2018). L’activation de la voie PI3K peut induire de multiples effets, essentiellement
métaboliques mais qui peuvent également cibler I'expression génique. L'activation de cette
voie est impliquée dans le controle de la synthése de glycogéne ou le transport du glucose,
elle agit aussi sur les synthéses protéiques et la survie cellulaire. L’activation de la voie MAPK
régule principalement des expressions de genes impliqués dans les proliférations et la

différentiation cellulaires.

Voie PI3K Insuline Voie MAPK

Membrane

——— e = = o= m—

Dégradation i /
4 / _ _ _ _ _ VolemlOR, Cytoplasme
I Noyaw
—
l v
Efets métaboliques Prolifération
Maintien cellulaire Différenciation

Figure 24 : Voies de signalisation PI3K/mTOR et MAPK simplifiées. Les voies de signalisation sont activées par liaison d’un
peptide insuline sur le récepteur insuline a domaines tyrosine kinase. Elles comprennent les acteurs décrits. A gauche, la
voie PI3K régulant les effets métaboliques et les réponses cellulaires. A droite, la voie MAPK régulant la prolifération et la
différenciation cellulaire. Entourée par des pointillées, la voie mTOR phosphorylé par Akt/PKB pour l'activer et inhiber par
AMPK. Elle régule, avec la voie PI3K, les effets métaboliques et le maintien cellulaire.




Introduction générale Thése Maéva Cherif--Feildel

4.2. Implication des IRPs dans le contréle de la reproduction

Depuis la découverte de l'insuline, la compréhension de ses mécanismes d’action a
suscité un grand intérét du fait de son implication dans la régulation de multiples processus
biologiques comme le métabolisme glucidique, le métabolisme lipidique, la croissance, le
développement, la durée de vie, la réponse immunitaire et la reproduction (pour revue voir
Wilcox, 2005). Ces différents roles sont retrouvés pour la plupart des clades phylogénétiques
ou cette signalisation est étudiée (Agrogiannis et al., 2014; Dimitriadis et al., 2011; Saltiel et
Kahn, 2001; Sliwowska et al., 2014). En ce qui concerne plus spécifiqguement le processus de
reproduction, I'implication des IRPs a été décrite dans le contréle de plusieurs étapes clés

incluant le fonctionnement de la niche germinale.

4.2.1. Les IRPs impligués dans la maturation ovocytaire

Chez la plupart des Métazoaires, les voies de l'insuline sont impliquées, chez les
individus femelles, dans le déroulement de I'ovogeneése et la maturation des ovocytes (Das
et Arur, 2017; Dupont et Scaramuzzi, 2016). Le récepteur d’insuline a été localisé par
immunohistochimie au niveau de la membrane des ovocytes humains, des cellules de la
granulosa et de la theque. L’avancée en ovogenese entraine une augmentation du marquage
dans ces cellules indiquant I'implication de I'insuline dans la maturation ovocytaire (Samoto
et al., 1993). Chez le poisson zebre, le récepteur de 'insuline est également localisé a la
surface des ovocytes, dans les cellules de la theque et de la granulosa (Das et Arur, 2017; Das
et al., 2016). Chez cette espece, I'ajout d’IGF-1 ou d’IGF-2 sur des ovocytes immatures
maintenus in vitro entraine une augmentation du pourcentage de rupture de la vésicule
germinale, indiquant une maturation des ovocytes (Nelson et Van Der Kraak, 2010). Chez D.
melanogaster, les DILPs régulent différents processus de reproduction incluant la
vitellogenese et le développement ovocytaire. La délétion des peptides DILPs dans les
cellules neuroendocrines entraine une diminution du nombre d’ovocytes et, par conséquent,
de la fécondité (lkeya et al., 2002; Wu et Brown, 2006). Chez C. elegans, il a été montré que
les voies de linsuline sont essentielles a la vitellogenése. En effet, des individus
hermaphrodites mutants pour le récepteur de l'insuline DAF-2, présentent une diminution
des niveaux de transcrits de vit-2 et vit-5, deux geénes impliqués dans la vitellogenése

(DePina et al., 2011).
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4.2.2. Rble androgene

Chez certains crustacés, des effecteurs appartenant a la superfamille des insulines ont
été identifiés par homologie de séquences et sont impliqués dans la différenciation sexuelle.
Chez ces especes, la différenciation sexuelle est contrélée par une glande androgene,
seulement présente chez les males. L'effecteur identifié pour chaque espece a été nommé
IAG (Insulin-like Androgenic Gland peptide) puisqu’il posseéde les caractéristiques
structurales des IRPs et que son expression est localisée par hybridation in situ dans la
glande androgéne (Chetler et al., 2015, 2017; Manor et al., 2007; Ventura et al., 2011). En
inhibant I'expression du géne d’IAG par ARN interférence, la spermatogenéese est bloquée
ainsi que la régénération des caracteres sexuels males ce qui montre I'implication de I'|AG
dans le maintien de ces caracteres (Ventura et al., 2009). Apres ablation de la glande
androgene chez les males au stade larvaire, ces individus perdent leurs caractéristiques
males et développent un systéme reproducteur femelle ol se forment des ovocytes. Chez
des individus femelles, I'injection d’IAG induit une masculinisation du systéme reproducteur

(Ventura et al., 2012).

4.2.3. IRPs et prolifération des cellules gonadigues

L'implication du systeme insuline sur les proliférations des cellules gonadiques,
somatiques et germinales, a été mise en évidence chez plusieurs especes, principalement
chez les males. Chez la souris, les transcrits des récepteurs de l'insuline et IGF-1R ont été
détectés dans les spermatogonies ainsi que dans les cellules de Sertoli. En période
néonatale, les souris males mutantes pour ces récepteurs présentent une réduction de 75%
de la taille du testicule et une diminution du taux de prolifération des cellules de Sertoli
immatures (Escott et al., 2014; Lucas et al., 2014; Pitetti et al., 2013). La signalisation insuline
serait une des principales voies impliquées dans la mise en place du stock de cellules de
Sertoli (Griffeth et al., 2014). Chez le poisson zebre, la protéine IGF-3 a été détectée dans les
cellules de Sertoli ainsi que dans les spermatogonies de type A. L’ajout de FSH (Hormone
Folliculo-Stimulante) dans des cultures ex-vivo de tissus testiculaires entraine une
augmentation des transcrits IGF-3, aussi bien dans les spermatogonies A que dans les
cellules de Sertoli, et s’accompagne d’'une hausse du taux de prolifération des
spermatogonies A. L'utilisation d’inhibiteurs de MAPK ou du récepteur IGF-3R inverse ce

processus et entraine une diminution du taux de prolifération des spermatogonies A. Ces
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résultats suggerent que la FSH stimule la production d’IGF-3 notamment dans les cellules de
Sertoli et que, I'action de cet IRP via le récepteur IGF-1R et la voie MAPK induit une
augmentation de la prolifération des spermatogonies A (Cannarella et al., 2018; Nobrega et
al., 2015). Chez C. elegans, les individus mutants pour daf-2, le récepteur aux insulines,
présentent une forte diminution du nombre de progéniteurs de la lignée germinale. Ce
phénotype peut étre inversé en diminuant 'activité de daf-18 (PTEN) ou de daf-16 (FOXO),
démontrant que la voie PI3K est impliquée dans les proliférations germinales chez cette

espece (Cannarella et al., 2018; Hubbard, 2011).
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4.2.4. IRPs et régulation de la niche germinale

Les voies des IRPs font partie des voies de signalisation impliquées dans la régulation
des GSC. Leur action sur le fonctionnement des GSC permet de réguler leurs capacités de
prolifération, d’auto-renouvellement et de différenciation chez les vertébrés et les
invertébrés. Ainsi, la régulation du taux de prolifération des GSC semble étre une fonction
conservée des IRPs chez les Bilatériens. Selon les espéces, I'action des IRPs sur les GSC peut
étre directe ou indirecte, par I'intermédiaire des cellules somatiques localisées dans la niche
germinale (Figure 25).

Ainsi, chez la souris male, Kubota et al. (2004) ont montré in vitro que I'ajout d’IGF-1 sur
des SSC en culture entraine une augmentation de leur taux de prolifération. De plus, Huang
et al. (2009) ont également montré que I'lGF-1, produit par les cellules de Leydig, est
impliqué dans le maintien de la pluripotence des SSC. En effet, le blocage de la
phosphorylation du récepteur IGF-1R ou de la voie de signalisation PI3K par des inhibiteurs
réduit notablement I'expression des marqueurs de I'état souche Oct-4, Blimpl (PRDM1) et
Nanog. Les cellules de Sertoli exprimant le récepteur IGF-1R serviraient d’intermédiaire pour
transmettre le signal IGF aux SSC (Figure 25A) (Oatley et Brinster, 2012; Pitetti et al., 2013).

Comme énoncé précédemment, chez le poisson zébre male, la production d’IGF-3 est
stimulé par la FSH. L'augmentation d’IGF-3 dans les cellules de Sertoli induit la prolifération
et la différenciation des SSC qui expriment le récepteur IGF-3R (Nébrega et al., 2010, 2015).
De plus, sous controle de la FSH, les cellules de Leydig expriment I'INSL3 (Insulin-like 3) qui
induirait la différentiation des SSC (Figure 25B) (Assis et al., 2016; Crespo et al., 2016).

Chez la drosophile, les DILPs sont produits dans les IPC (Insulin-Producing Cells) et
transportés dans les tissus périphériques jusqu’a leur récepteur (lkeya et al., 2002). Chez les
males, la mutation du récepteur aux DILPs ou l’ablation des cellules neuroendocrines
produisant les DILPs entraine une réduction rapide du taux de division des GSC dont le
nombre diminue. Ceci induit la stérilité des animaux (McLeod et al., 2010; Ueishi et al.,
2009). De méme, le nombre de CySC (Cellules Souches somatiques du Cyste) diminue (Shim
et al.,, 2013). La régulation des GSC par linsuline peut étre directe ou indirecte par
I'intermédiaire des cellules du hub (Figure 25C) (de Cuevas et Matunis, 2011; Shim et al.,

2013).
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Souris male - Poissonzébre ' B

Drosophile DILPs C

Cellules du
filament terminal

D Figure 25 : Représentations schématiques de
I'implication du signal insuline dans le fonctionnement
de différentes niches germinales. A — Chez la souris
(Mus musculus) male. B — Chez le poisson zebre (Danio
rerio) male. C — Chez la drosophile (Drosophila
melanogaster) femelle (haut) et male (bas). D — Chez
Caenorhabditis  elegans.  Les  récepteurs  sont
représentés par un point noir. IGF: Insulin Growth
Factor; IGF-1R : Récepteur a IGF-1; INSL3 : Insulin-Like
3, FSH: Hormone Folliculo-Stimulante; FSHR :
Récepteur a la FSH; DILP: Drosophila Insulin-Like
Peptides; DIR: Drosophila Insulin Receptor; PI3K :
Phosphatidylinositol 3 phosphate Kinase,; DAF-2:
Récepteur insuline C. elegans; INS: Insulines; SSC:
Cellules Souches Spermatogoniales; EM: Membrane
Extracellulaire ; Aund : Spermatogonies A
indifférenciées ; GSC: Cellules Germinales Souches ;
CySC: Cellules Souches somatiques du Cyste; DTC:
Cellule somatique de la pointe distale.
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Chez les drosophiles femelles, les voies des IRPs sont aussi impliquées dans le maintien
des GSC. Les mutants pour le récepteur aux DILPs présentent une diminution de la taille et
un retard de développement de la gonade (LaFever et Drummond-Barbosa, 2005).Ces
animaux contiennent peu de GSC a I'éclosion et leur nombre diminue plus rapidement chez
les adultes par comparaison aux individus controles (Hsu et Drummond-Barbosa, 2009).
Cependant, ces auteurs n’observent pas d’augmentation de la mort cellulaire des GSC chez
les mutants, ce qui suggére que la perte de GSC serait due a une augmentation du taux de
différenciation. Le signal insuline contrélerait le maintien des GSC chez les drosophiles
femelles (Figure 25C). Les ligands DILP2, DILP3 et DILP5 présentent des effets
compensatoires. En effet, la délétion de DILP2 entraine une augmentation de la transcription
de DILP3 et DILP5 qui pallient au manque de DILP2 (Nassel et al., 2015). Hsu et Drummond-
Barbosa (2011) ont montré que la voie PI3K du signal IRP agit avec celle de Notch pour
réguler la niche germinale. En effet, les DILPs stimulent les cellules de la coiffe qui possedent
des récepteurs aux DILPs. Celles-ci deviennent alors réceptives au ligand Notch impliqué
dans la régulation des GSC. Les DILPs peuvent également agir directement sur les GSC qui
possedent des récepteurs de ces ligands (Hsu et Drummond-Barbosa, 2011). En résumé, les
voies des IRPs agissent sur la niche germinale chez la drosophile, régulant a la fois le
maintien des GSC et leur taux de prolifération.

Chez C. elegans, les IRPs sont exprimés dans des neurones de la région antérieure. Les
mutants pour Ins-3 et Ins-33 présentent un phénotype similaire a celui des mutants du
récepteur de l'insuline nommé DAF2. La zone contenant les GSC est réduite et le taux des
cellules germinales est altéré (Hubbard, 2011; Michaelson et al., 2010). Les insulines INS-3 et
INS-33 peuvent se lier a leur récepteur (DAF-2), localisé dans les GSC, et déclencher les
cascades de phosphorylations de la voie PI3K comme décrit précédemment. Akt/PKB pourra
donc phosphoryler FOXO (DAF-16) qui sera dégradé dans le cytoplasme et ne pourra pas
inhiber la prolifération des GSC (Figure 25D) (Hubbard, 2011).

Chez la planaire, S. mediterranea, un peptide de la famille des insulines (ILP-1) a été
identifié et son expression est observée au niveau des lobes testiculaires (Collins et al., 2010;
Miller et Newmark, 2012). Des approches par RNA interférence portant soit sur ILP-1 soit sur
son récepteur montrent une diminution de taille des lobes testiculaires associée a un arrét
de la spermatogenése. Parallelement, les auteurs ont observé une diminution du taux de

prolifération des néoblastes qui pourrait refléter I’effet de I'ILP-1 sur les GSC.
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4.2.5. Intégration des signaux nutritionnels

Chez la plupart des Métazoaires, le métabolisme énergétique influence les fonctions de
reproduction. Chez les mammiferes, par exemple, l'insuline qui est un régulateur clé du
métabolisme énergétique agit également sur la fertilité male et femelle (Dupont et al.,
2014). De méme, chez les insectes, les apports nutritifs via les voies des IRPs ont un impact
sur le développement ovocytaire (Badisco et al., 2013). Chez la planaire S. mediterranea,
I'alimentation et les effecteurs des voies des IRPs influencent la dynamique des lignées
germinales male et femelle (Miller et Newmark, 2012). Les voies de signalisation de I'insuline
permettent généralement de faire le lien entre le statut nutritif de lindividu et le
développement de la lignée germinale. Cet effet peut cibler en particulier le fonctionnement
de la niche germinale.

Chez la drosophile femelle, un régime alimentaire appauvri peut engendrer une perte de
GSC, a linstar des individus mutants pour le récepteur DIR. La surexpression de DILP2
permet de contrebalancer cet effet (Hsu et Drummond-Barbosa, 2009). De plus, DILP5 est
exprimé dans le tractus digestif et 'ovaire de drosophile. Sa transcription diminue lorsque
les animaux sont mis a jeun suggérant son implication dans le lien entre nutrition et
reproduction (lkeya et al., 2002; Nassel et al., 2015). Dans le cas d’un apport nutritif
favorable, les DILPs peuvent stimuler la prolifération des GSC de facon directe via les
récepteurs insuline exprimés par ces cellules ou de facon indirecte en agissant sur les cellules
de la coiffe qui possedent également les récepteurs DIR (Figure 25C). Les GSC males chez la
drosophile sont également impactées par le statut nutritif. De méme que pour la femelle, un
régime appauvrit chez les males entraine une forte réduction du nombre de GSC mais
également des CySC au sein de la niche. Ce méme effet est observé lors de la mutation du
récepteur DIR. L'activation de la signalisation insuline permet d’inverser cet effet (McLeod et
al., 2010; Shim et al., 2013).

Les connaissances acquises chez les mollusques concernant I'influence de I'alimentation
sur la reproduction et I'implication des insulines dans ce processus seront détaillées dans

I'introduction du chapitre .
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5. Le modeéle biologique Crassostrea gigas

5.1. L’intérét économique

L’huitre creuse Crassostrea gigas représente un atout économigue mondial avec 5,2
millions de tonnes produites par an (FAO, 2014). La France est le quatrieme pays producteur
d’huitre creuse derriere la Chine, Le Japon et la Corée. La majorité de la production est
réalisée entre Novembre et Janvier. La Normandie est le troisieme site de production aprées
le Poitou-Charentes et la Bretagne. Deux méthodes principales d’obtention de juvéniles
d’huitre coexistent en France. Les ostréiculteurs peuvent s’approvisionner en juvéniles en
installant des collecteurs en mer, a proximité des parcs de production des adultes en période
de reproduction, afin de réaliser du captage naturel. Les larves d’huitre vont en effet venir se
fixer a ces collecteurs au moment de la métamorphose, apres la période de vie larvaire en
pleine eau. Cette méthode permet l'acquisition d’individus dans le milieu naturel sans
aucune forme de sélection. Les ostréiculteurs peuvent par ailleurs acquérir des juvéniles
aupres des écloseries. Pour produire ces juvéniles, les écloseries sélectionnent des individus
et les conditionnent pour qu’ils atteignent la maturité sexuelle et se reproduisent. Une
meilleure connaissance des mécanismes de reproduction de I'huitre, en particulier des
étapes précoces de gamétogenése qui ont un impact notamment sur l'effort de
reproduction des individus (Jouaux et al., 2013), est favorable a la maitrise du cycle de

production de cette espéce.
5.2. La position phylogénétique

C. gigas est un Métazoaire Bilatérien qui présente une symétrie bilatérale (Raven et al.,
2007). Elle appartient a I'embranchement des Lophotrochozoaires caractérisé par un
développement de type spiralé, un lophophore puis une couronne ciliée autour d’une larve
trochophore (Giribet, 2008). Les données acquises chez les especes Lophotrochozoaires sont
intéressantes d’un point de vue phylogénétique en comparaison avec les données
disponibles chez les Ecdysozoaires et les Deutérostomiens, qui possédent la majorité des
espéces modeles. C. gigas appartient au phylum des Mollusques qui comportent plus de
100 000 especes répertoriées et classifiées en sept classes (Polyplacophora,
Chaetodermomorpha, Neomeniomorpha, Cephalopoda, Scaphopoda, Gastropoda et

Bivalvia) (Kocot et al., 2011). L’huitre creuse fait partie des bivalves qui se caractérisent par
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la présence d’une coquille a deux valves. Un des atouts de C. gigas tient au fait que son
génome ait été séquencé en 2012 et que plusieurs transcriptomes soient disponibles chez
cette espéce (Riviere et al.,, 2015; Zhang et al.,, 2012; Zhao et al., 2012). Parmi les
mollusques, peu d’espéces possédent de séquences disponibles aussi compléetes, ce qui

facilite la recherche et la caractérisation des acteurs moléculaires.
5.3. Les Cellules Germinales Primordiales (PGC) chez I’huitre

Au cours de I'embryogeneése, I'origine des PGC a été étudiée grace au marqueur oyvlg
(oyster-vasa-like gene) identifié chez C. gigas (Fabioux et al., 2004a). Ces auteurs ont montré
gue oyvlg était présent au pole végétatif de I'ovocyte puis transmis dans I'embryon. Ces
transcrits de oyvlg restent groupés dans un seul blastomeére, le plus grand macromeére, dés le
stade deux cellules et perdure jusqu’au stade blastula (Figure 26). A partir du stade gastrula,
les transcrits oyvlg sont observés dans deux groupes de cellules qui pourraient correspondre
a des PGC. Ces PGC sont localisés de facon symétrique autour de la ligne médiane de
I'embryon. Ces cellules vont ensuite migrer le long de la masse viscérale pour se placer, au
stade véligere, de part et d’autre de la glande digestive, lieu de la future gonade. Ainsi,
d’apres Fabioux et al. (2004a), ces PGC pourront se différencier en GSC aprées la

métamorphose afin d’assurer la gamétogeneése.

O e (e (o

Oocyte 2-cell, side 4-cell, side 8-cell, side
Side view
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Veliger 14 dpf, side

Trochophore, side

Figure 26 : Représentation schématique de la localisation des transcrits oyvig lors du développement de C. gigas. En
rouge/orange, la localisation de I’ARN oyvlg au cours de I'embryogenése. Le sens de migration est indiqué par les pointes de
fleche. Fabioux et al., 2004a.
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5.4. La reproduction de I’huitre creuse

L’huitre creuse est un animal hermaphrodite alternatif irrégulier présentant un cycle de
reproduction annuel et saisonné. L’huitre a la capacité de changer de sexe d’une année sur
I'autre et quelques cas d’hermaphrodisme simultané peuvent également étre observés. Park
et al. (2012) ont montré que chez une population d’huitres C. gigas collectées en Corée,
40,2% des animaux changeaient de sexe dont 66,1% passaient de femelle a male et 21,1% de
male a femelle. La capacité de I'huitre a reformé les lignées gonadiques, somatiques et
germinales, chaque année suite ou non a un changement de sexe, mene a la question de

I'identification et du fonctionnement de ses GSC.

5.4.1. l’aire gonadique adulte et la gamétogenese

La gonade chez I'huitre est située dans I'aire gonadique qui comprend également du
tissu conjonctif de réserve (Figure 27) (Franco, 2009; Jouaux, 2010). Cette aire gonadique est
bordée extérieurement par des pores évacuateurs qui possedent un épithélium cilié en face
de I'épithélium germinal. Ils permettent I'émission des gametes matures lors de la ponte des

animaux.

Figure 27 : Organisation générale de I'aire gonadique chez I'huitre creuse adulte. Localisation de I'aire gonadique (AG)
chez I'huitre Crassostrea gigas a gauche et lame virtuelle d’'une coupe histologique transversale compléete d’huitre a droite
colorée au Trichrome de Prenant-Gabe. L'aire gonadique est délimitée par un trait noir. Insert — L’aire gonadique comprend
la gonade formée de tubules gonadiques (TG) et le tissu conjonctif de réserve (TR). Les pores évacuateurs (PE) sont
nécessaires a I'émission des gameétes lors de la ponte. A/P: axe antéro-postérieur; V/D : axe dorso-ventral; AG : Aire
gonadique ; TG : Tubules Gonadiques ; TR : Tissu conjonctif de réserve. Echelles : 1Imm (droite), 50um (insert).
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Le développement du tissu de réserve dans 'aire gonadique est inversement corrélé a
I’'avancée en gamétogenése (Berthelin et al., 2000a, 2000b; Heude Berthelin et al., 2001). La
progression des tubules gonadiques en lien avec la régression du tissu de réserve montre
une relation étroite entre les réserves énergétiques et la reproduction de I’huitre creuse. En
effet, le compartiment de réserve accumule I'énergie sous forme de glycogene pour I'allouer
par la suite a la reproduction. La régulation de cette balance énergétique a fait I'objet de
recherches et des acteurs moléculaires ont ainsi été identifiés chez C. gigas. Afin de mieux
comprendre les variations des tissus de I'aire gonadique au cours du cycle de gamétogenése
chez C. gigas, une étude a été réalisée en utilisant le marqueur de prolifération PCNA
(Proliferating Cell Nuclear Antigen). L'expression de PCNA a été mesurée par PCR
guantitative apres microdissection laser permettant de séparer tissu de réserve et tubules
gonadiques. Elle s’est révélée plus importante dans les tubules gonadiques, aussi bien males
gue femelles, en comparaison avec le tissu de réserve (Franco et al., 2010).

L'avancée en gamétogenese chez I'huitre creuse peut étre divisée en quatre stades. Le
premier stade de gamétogeneése, le stade 0, correspond a la phase quiescente qui a lieu en
Automne/Hiver sur les cotes francaises (Figure 28). Les tubules gonadiques sont trés peu
développés et ne contiennent que quelques cellules germinales précoces et cellules
somatiques intragonadiques (Figure 28A). A cette période, le tissu de réserve est en
restructuration. Les individus ayant eu une ponte partielle I'année précédente peuvent
présenter quelques gameéetes résiduels qui seront dégradés. A ce stade de repos sexuel,
aucun immunomarquage PCNA n’a été détecté dans les tubules gonadiques (Figure 28B)

(Franco et al., 2010).
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Figure 28 : Coupes histologiques d'aire gonadique au stade 0 de gamétogenése chez C. gigas. A — Coupe histologique
colorée au Trichrome Prenant-Gabe. B — Coupe histologique aprés immunomarquage PCNA d’apres Franco et al., 2010. LH :
lacune hémolymphatique; eGC: cellule germinale précoce; ISC: cellule somatique intragonadique; TG/gt: tubule
gonadique ; TR : tissu de réserve.
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Le stade suivant, stade 1, est la phase de proliférations goniales a partir de laquelle le
sexe peut étre, ou non, identifié selon I'avancement des proliférations (Figure 29). Les
tubules se développent et les spermatogonies ou les ovogonies proliférent afin de former un
pool de cellules germinales qui pourra se différencier au stade suivant. Le tissu de réserve
est alors reconstitué et forme un réseau conjonctif dense qui occupe la majorité de l'aire
gonadique (Figure 29A, B). Au début des stades 1 de gamétogenése male et femelle, un
immunomarquage de PCNA a été observée dans les cellules myoides (Figure 29C, D). Ce
marquage est probablement lié a la capacité mitotique des cellules myoides pour permettre
I’expansion des tubules gonadiques dans I'aire gonadique. Le marquage PCNA est observé
dans les ovogonies ainsi que dans les spermatogonies a la fin de ce stade de proliférations
goniales. De plus, lors des stades précoces de gamétogenése, I'expansion du tissu de réserve
a pu étre illustrée par la présence du marquage PCNA dans certaines cellules de réserve. Ces
données ont permis une meilleure compréhension du remodelage des tissus de l'aire
gonadique, notamment lors des étapes précoces de gamétogenese, mais d’autres

recherches sont nécessaires a I'identification de cellules souches a I'origine de ces tissus.

9 Stade 1 : Proliférations goniales cr
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Figure 29 : Coupes histologiques d'aire gonadique au stade 1 de gamétogenése chez C. gigas. A et B — Coupes
histologiques colorées au Trichrome Prenant-Gabe aux stades 1 femelle et male respectivement. C et D — Coupes
histologiques apres immunomarquage PCNA aux stades 1 femelle et male respectivement d’aprés Franco et al., 2010. TR :
Tissu de réserve ; TG : Tubule gonadique ; oog : ovogonies ; spg : spermatogonies ; mc : cellules myoides.
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Le stade 2 de gamétogenese correspond au stade de différenciation germinale. En effet,
les cellules germinales entrent en méiose et le tissu de réserve régresse en corrélation avec
I'avancée en gamétogenese. Chez la femelle, le stade 2 correspond a une étape de
vitellogenese (Figure 30A). Chez le male, les cellules germinales visibles sont les

spermatogonies, spermatocytes, spermatides et quelques spermatozoides (Figure 30B).

Figure 30 : Coupes histologiques d'aire gonadique au stade 2 de gamétogenése chez C. gigas. A et B — Coupes
histologiques colorées au Trichrome Prenant-Gabe aux stades 2 femelle et méle respectivement. C et D — Coupes
histologiques aprées immunomarquage PCNA aux stades 2 femelle et male respectivement d’apres Franco et al., 2010. TR :
Tissu de réserve ; TG : Tubule gonadique ; oog : ovogonies ; spg : spermatogonies ; spc : spermatocytes ; oc : ovocytes; sc :
Cellules somatiques.

Chez les femelles, le marquage PCNA est plus faible que chez les males et seulement
associé aux cellules germinales (Figure 30C). Le marquage observé dans le cytoplasme des
ovocytes en développement pourrait étre di a un transfert de la protéine PCNA du noyau
vers le cytoplasme (Franco et al., 2010). Chez les males, deux types de spermatogonies ont
été identifiées (Franco et al., 2008) et il est apparu que le marquage PCNA différait selon ces
types. En effet, au stade 1 de gamétogenese, PCNA est présent dans les deux types alors
gu’aux stades 2 et 3 seuls les spermatogonies Il sont positives pour PCNA révélant une
différence temporelle dans leur activité mitotique (Figure 30D). De facon intéressante,

certaines cellules somatiques intragonadiques sont apparues positives pour PCNA suggérant
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une prolifération de ces cellules en lien avec un réle de support de la gamétogenése male, a
I'image des cellules de Sertoli.

Le dernier stade, le stade 3, a lieu en été et correspond a la maturité sexuelle des
individus. Les tubules gonadiques occupent la majorité de I'aire gonadique et les gamétes
matures sont préts a étre émis. Quelques cellules précoces restent encore observables au
bord des tubules gonadiques. Durant ce stade de gamétogeneése, le tissu de réserve n’est
finalement présent que sous forme de quelques ilots de cellules de réserve (Figure 31A, B).
Le marquage PCNA au stade 3 femelle est plus hétérogéne et peut étre détecté dans les
noyaux et le cytoplasme des ovocytes (Figure 31C). Chez les males matures, le marquage
PCNA est restreint aux spermatogonies de type Il et aux spermatocytes I. Le marquage PCNA
des spermatogonies Il reflete une prolifération continue de ces cellules au cours du cycle

(Figure 31D) (Franco et al., 2010).

Figure 31 : Coupes histologiques d'aire gonadique au stade 3 de gamétogenése chez C. gigas. A et B — Coupes
histologiques colorées au Trichrome Prenant-Gabe aux stades 3 femelle et male respectivement. C et D — Coupes
histologiques apres immunomarquage PCNA aux stades 3 femelle et male respectivement d’apres Franco et al., 2010. TR :
Tissu de réserve ; TG : Tubule gonadique ; 0og : ovogonies ; spg : spermatogonies ; oc : ovocytes ; spc : spermatocytes ; spz :
spermatozoides ; n : noyau.




Introduction générale Thése Maéva Cherif--Feildel

5.4.2. Structure de la gonade

La gonade chez I’huitre est formée de I'ensemble des tubules gonadiques. Ces derniers
sont délimités par la lame basale, une matrice acellulaire, elle-méme entourée de cellules
myoides (Figure 32). Les cellules germinales et les cellules somatiques intragonadiques sont
observées a l'intérieur des tubules gonadiques. Les cellules somatiques intragonadiques
peuvent étre identifiées grace a la forme digitée de leurs noyaux ainsi qu’a leurs
prolongements cytoplasmiques, ou des phagolysosomes peuvent étre observés. Des
jonctions cellulaires ont été observées entre les cellules somatiques (Figure 32, insert) mais
pas avec les cellules germinales. Les cellules germinales précoces sont localisées au bord des
tubules gonadiques. Lors de la gamétogenese, les cellules germinales se différencient de
facon centripéte pour former les gameétes qui sont localisées au centre des tubules. La
spermatogenese a été caractérisée chez C. gigas, ce qui a permis d’identifier deux types de
spermatogonies, les spermatocytes primaires et secondaires, les spermatides ainsi que les

spermatozoides (Franco et al., 2008).

Figure 32 : Ultrastructure d'un tubule gonadique chez C. gigas. D’apres Franco et al., 2008. TG : Tubule gonadique ; GC,
rouge : Cellules Germinales ; aM, bleu : Lame basale ; SC, vert : Cellules somatiques intragonadiques ; P : Phagolysosomes ;
fléches : jonctions entre les cellules somatiques intragonadiques.
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6. Objectifs de these

Le cycle de reproduction et le lien de ce dernier avec les réserves énergétiques a été
bien étudié chez C. gigas. Cependant, la compréhension des étapes précoces de
gamétogeneése reste encore incompléte. La capacité de C. gigas a renouveler chaque année
sa lignée germinale qui peut étre soit male soit femelle, améne le questionnement de la
structure et du fonctionnement de la niche germinale chez cette espéce. Par ailleurs,
plusieurs études ont également montré la conservation, chez I’huitre, d’acteurs et de voies
de signalisation des IRPs identifiés chez les groupes phylogénétiques majoritairement
étudiés, vertébrés ou invertébrés, et I'implication des IRPs dans le contrble des étapes
précoces de gamétogenese. L'acquisition des données génomiques et transcriptomiques
chez C. gigas est un atout pour confirmer la conservation des acteurs du signal IRP et leur

implication dans le controle de la gamétogenése chez les Lophotrochozoaires.
6.1. Identification des GSC potentielles et de leur niche

Le premier objectif de cette these sera d’identifier et de localiser les cellules souches
pouvant étre a l'origine des lignées germinales. Au cours de ce travail, la caractérisation des
GSC sera basée sur des criteres morphologiques et moléculaires. Les acteurs moléculaires
incluent le marqueur germinal Vasa mais également plusieurs marqueurs de cellules souches
qui ont été analysés notamment grace a des techniques d'immunohistochimie. De plus, le
microenvironnement des cellules souches permettant la régulation de leurs capacités de
prolifération, d’auto-renouvellement et de différenciation sera caractérisé chez C. gigas dans
le but d’identifier des types cellulaires pouvant appartenir a la niche germinale et pouvant

avoir un role dans son fonctionnement.
6.2. Etude évolutive et fonctionnelle du systéeme insuline

La disponibilité des banques de données génomiques permet de rechercher de facon
exhaustive I'’ensemble des effecteurs appartenant a la famille des IRPs et d’appréhender leur
histoire évolutive. L'implication fonctionnelle des différents ligands dans le contréle de la
reproduction ou de processus associés peut étre abordée en suivant leur expression au
cours du cycle de gamétogeneése. La caractérisation moléculaire des éléments des voies de
signalisation, incluant le récepteur et les multiples effecteurs du signal permettra d’évaluer

la conservation des voies de signalisations de I'insuline chez les mollusques et les données
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d’expression pourront renseigner sur les réles potentiels des IRPs dans le contréle de la

reproduction.

6.3. Effet de I'alimentation sur les cellules germinales précoces,

implication du signal insuline

D’aprés les études antérieures, il est apparu que les IRPs sont impliqués dans le
contréle de la balance entre réserves et reproduction chez I'huitre. Le dernier objectif de ce
travail sera donc de déterminer si le niveau d’alimentation a un impact sur le
fonctionnement des cellules germinales précoces et méme plus particulierement sur le

devenir des GSC et leur niche et si les IRPs sont impliqués dans ce contrdle.
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Chapitre | :
Identification de cellules germinales souches potentielles
et de leur niche

1. Introduction

Peu de données existent chez les mollusques en ce qui concerne les GSC et leur niche.
Ainsi, pour rechercher et identifier ce type particulier de cellules souches, il convient de
prendre en compte I'ensemble des données acquises chez les mollusques sur des cellules
souches, notamment concernant les marqueurs de pluripotence. Les caractéristiques
morphologiques des cellules germinales précoces établies chez les mollusques, leurs
propriétés mitotiques ainsi que les marqueurs spécifigues des GSC conservés sont
également d’intérét dans cette recherche. Des données plus générales sur des acteurs

potentiellement impliqués dans la niche germinale doivent également étre prises en compte.

1.1. Marqueurs de pluripotence et cellules souches chez les

mollusques

Afin de caractériser les cellules souches, des marqueurs de pluripotence ont été
recherchés chez les mollusques. Les séquences des facteurs de Yamanaka, Sox2, Oct4, KLF4
et c-myc sont ainsi présentes dans le génome de plusieurs espéces de mollusques. Le dernier
marqueur de pluripotence, Nanog, n’a pas été identifié chez ces espéces ce qui va dans le

sens de la non conservation de ce facteur chez les espéeces invertébrés.

1.1.1. Chez les céphalopodes

Dans la classe des Céphalopodes, un facteur SoxB1 (Sof-SoxB1) a été identifié chez la
seiche Sepia officinalis pendant le développement embryonnaire (Focareta et Cole, 2016).
L'expression de Sof-SoxB1 est retrouvée dans les lobes a I'origine du systéme nerveux
central ce qui pourrait indiquer son implication, comme chez d’autres espéces, dans la
neurogenése. Chez un calmar, Idiosepius notoides, quatre facteurs POU ont été identifiés par
blast dans le transcriptome (Wollesen et al., 2014). Apres prédiction de leurs séquences
protéiques, les domaines conservés spécifiques des POU ont pu étre caractérisés et une

analyse phylogénétique a été réalisée. Ainsi, ces facteurs ont pu étre catégorisés dans les
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différentes classes de la famille des protéines POU. Ils ont été nommés Ino-POU2, Ino-POU3,
Ino-POU4 et Ino-POUG. Les transcrits correspondants ont été localisés par hybridation in situ
au cours du développement de I. notoides. Ces facteurs apparaissent tous exprimés lors du
développement embryonnaire et plus précisément dans les régions qui formeront le
systeme nerveux central de /. notoides. Ces observations suggeérent I'implication, comme
pour le SoxB1 de seiche, de ces facteurs POU dans le processus de neurogenése chez les

céphalopodes (Wollesen et al., 2014).

1.1.2. Chez les gastéropodes

Certains effecteurs du groupe des SoxB1, incluant Sox2, ont été identifiés chez les
gastéropodes. Chez I'ormeau, Haliotis asinina, deux transcrits ont été identifiés et leurs
séquences protéiques prédites ont montré que I'un d’eux, nommé HasSox-B, appartient au
groupe B, comme le montre la conservation de son domaine HMG (O’Brien et Degnan,
2000). L’expression de HasSox-B a été retrouvée dans plusieurs tissus adultes incluant les
ganglions nerveux et la gonade. Les ganglions nerveux peuvent avoir un réle dans le contréle
de la croissance et du développement, par conséquent, une conservation fonctionnelle de
HasSox-B dans la régulation de ces processus peut étre envisagée. L'expression de ce facteur
dans la gonade suggére son implication dans les processus de reproduction (O’Brien et
Degnan, 2000). Chez cette espéce, deux membres de la famille POU ont été également
identifiés a savoir, HasPOU-IIl et HasPOU-IV, et sont classés dans les groupes Il et IV des
POU d’aprés I'analyse de leurs domaines conservés (O'Brien et Degnan, 2000, 2002). Leurs
expressions sont retrouvées au cours du développement embryonnaire et plus
particulierement a partir du stade larvaire trochophore. Ce profil d’expression pourrait étre
en lien avec la capacité d’initier la morphogenése lors de ce stade chez H. asinina. La
localisation des transcrits dans les cellules embryonnaires qui formeront les cellules
sensorielles et nerveuses suggere encore un rble de ces facteurs dans la neurogenese
(O’'Brien et Degnan, 2002). De plus, chez I'adulte HasPOU-IIl et HasPOU-IV sont exprimés
dans les ganglions nerveux. Ces deux facteurs présentent des profils d’expression similaires
ce qui pourrait signifier une possible interaction entre eux afin de réguler le développement
comme c’est le cas chez la drosophile (O’Brien et Degnan, 2000, 2002). Chez un autre
gastéropode, la patelle Patella vulgata, un facteur Sox a également été identifié chez

I’embryon (Le Gouar et al., 2004). D’apres une analyse phylogénétique, il est proche des
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SoxB et a ainsi été nommé PvuSoxB. Son expression au cours du développement a été suivie
par hybridation in situ et apparait restreinte aux cellules embryonnaires qui engendreront
les structures neurales. Ces résultats suggerent une conservation du role des SoxB dans les

processus de neurogenese chez les mollusques (Le Gouar et al., 2004).

1.1.3. Chez les bivalves

Chez les bivalves, différents marqueurs de pluripotence sont également retrouvés. Chez
le pétoncle Patinopecten yessoensis, sept genes Sox ont été identifiés dont I'un codant pour
une protéine SoxB1 (Yu et al., 2017). Le transcrit de SoxB1 est retrouvé a un niveau plus
élevé dans la gonade femelle en comparaison avec la gonade male, suggérant un role dans le
développement ovarien chez cette espece (Yu et al., 2017). Chez I'huitre perliére, Pinctada
fucata, deux facteurs de transcription appartenant a la famille des POU ont pu étre identifiés
et nommés Pf-POU2F1 et Pf-POU3F4 (Gao et al.,, 2016). Ces facteurs présentent les
domaines conservés POUS et POUH. L'analyse de leurs expressions a été réalisée lors du
développement ainsi que dans différents tissus adultes. Il a pu étre montré que Pf-POU2F1
était plus exprimé lors du développement, au stade de la larve trochophore, suggérant une
implication de ce facteur au stade larvaire précoce. Concernant Pf-POU3F4, son expression
est plus élevée au stade juvénile, aprés la métamorphose, ainsi que dans le bord de manteau
chez I'adulte. Le bord de manteau étant le tissu permettant la production de la coquille
apres métamorphose, ces observations suggérent l'implication de ce facteur dans la
formation de la coquille dés le stade juvénile de I’huitre perliére P. fucata (Gao et al., 2016).
Chez une autre espéce de bivalve, le pétoncle Chlamys farreri, une séquence KLF4 a été
retrouvée et I'analyse de son expression montre un dimorphisme sexuel en faveur des
males. Chez ces derniers, I'expression de KLF4 augmente au cours de la spermatogenése
pour atteindre son maximum a maturité sexuelle alors que, chez les femelles, I'expression de
KLF4 reste constante au cours de I'ovogenése. Chez les males, lorsque I'expression de KLF4
est bloguée par ARN interférant, une diminution du nombre total de cellules germinales est
observée malgré une proportion plus importante de spermatogonies. Ces résultats
suggerent que KLF4 pourrait étre impliqué dans la différenciation de la lignée germinale
male ainsi que dans le maintien des cellules germinales précoces chez C. farreri (Yang et al.,

2017).
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1.1.4. Données acquises chez Crassostrea gigas

Chez I'huitre creuse Crassostrea gigas, Jemaa et ses collaborateurs (2014) ont identifié
un homologue de Sox2 dont la protéine a été localisée a I'aide d’un anticorps hétérologue
dans les branchies ainsi que dans le liquide circulant chez les bivalves, 'hémolymphe. Les
cellules positives pourraient correspondre a des cellules souches impliquées dans
I’'hématopoiese. De plus, certaines d’entre elles ont également été identifiées dans les
tubules gonadiques d’huitres dgées de 8 mois, lors de leur premiére gamétogenése (Cavelier
et al., 2017). Ce marquage a été observé dans I'épithélium germinal mais également dans
certaines cellules de I'épithélium cilié des pores évacuateurs. La détection de cette protéine
suggere fortement la présence de cellules souches dans ces tissus, cependant, le caractere
somatique ou germinal de ces cellules souches n’est pas clairement établi. Par ailleurs, une
séquence conservée de c-myc est retrouvée chez C. gigas (David et al., 2005). L’étude du
transcrit de c-myc a montré une surexpression de ce facteur en réponse a I’hypoxie. En effet,
son expression augmente de fagon significative aprés 17 jours chez les huitres en condition
d’apport réduit en oxygéne. Les auteurs suggerent un réle de c-myc dans la régulation de la
transcription des génes en réponse a une condition de stress telle que I'hypoxie, comme cela

peut étre observé chez d’autres especes (David et al., 2005).
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En résumé, les séquences de plusieurs marqueurs de pluripotence apparaissent
conservées chez certains mollusques, incluant C. gigas (Figure I-1). Des facteurs appartenant
au groupe des SoxB ont été identifiés dans les trois principales classes des mollusques
(gastéropodes, céphalopodes, bivalves). Chez certaines espéces, ces facteurs sont proches
des Sox2 identifiés chez les mammiferes. De méme, des facteurs de transcription
appartenant a la famille des POU ont été caractérisés dans ces trois classes. D’autres
expérimentations sont nécessaires chez les mollusques afin de pouvoir valider la fonction
des effecteurs Sox et POU identifiés. Cependant, les résultats obtenus chez les especes
étudiées suggerent une implication de ces facteurs dans les processus de neurogenése, de
développement embryonnaire et de reproduction. Les facteurs KLF4 et c-myc ont été
identifiés chez les bivalves et, d’aprés les connaissances actuelles, pourraient étre impliqués

dans certains processus de reproduction pour KLF4 et dans la réponse au stress pour c-myc.

Polyplacophores
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Mollusques
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———————
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Pmcmdafumta ‘%-’ @ Spermatogenése, Différenciation cellules germinales
Chlamys_farre_n Réponse au stress (hypoxie)

Crassostrea gigas

Figure I-1 : Arbre phylogénétique simplifié des mollusques résumant l'identification et les fonctions potentielles des
marqueurs de pluripotence chez certaines espéces de céphalopodes, gastéropodes et bivalves. SoxB/Sox2 : jaune,
POU/Oct4 : bleu, KLF4 : rouge, c-myc : vert. L’identification de séquences conservées est représentée par un rond. Les
séquences qui n’ont pas été identifiées a notre connaissance sont représentées par un point d’interrogation. Les fonctions
potentielles sont notifiées pour chaque marqueur.
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1.2. Données acquises sur les GSC chez les mollusques

Comme pour les especes modeéles, la caractérisation des GSC chez les mollusques peut
s’appuyer sur des criteres morphologiques et moléculaires. Peu d’études sont disponibles
concernant la caractérisation morphologique des GSC chez les mollusques. Cependant, les
travaux sur les lignées germinales male et femelle ont permis de caractériser, chez certaines

espéces, des cellules germinales précoces.

1.2.1. Caractéristiques morphologigues des cellules germinales précoces

Ainsi, chez les gastéropodes, des cellules germinales précoces ont été décrites sur la
base de leurs caractéristiques morphologiques. Chez I'escargot Helix aspersa, des cellules
nommées « PGC », bien que localisées dans la gonade établie, ont été caractérisées en
période néonatale. Ces cellules ont un diamétre de 7um, présentent un noyau ovoide peu
condensé et possédent plusieurs mitochondries groupées a un poéle du cytoplasme. Ces
cellules sont toujours localisées en bordure de gonade, appuyées contre la lame basale
(Griffond et Bride, 1981). Chez un autre escargot, Biomphalaria glabrata, espéce
hermaphrodite simultané, des cellules germinales précoces ont été identifiées dans
I’ovotestis. Les cellules précoces femelles proviennent de I'épithélium germinatif et sont
proches de la membrane basale. Elles posseédent un noyau irrégulier et deux nucléoles dont
I"'un disparaitra lors de I'avancée en gamétogenese (Jong-brink et al., 1976). Dans la partie
male de I'ovotestis, des spermatogonies localisées le long de I'épithélium germinatif, ont été
caractérisées et possedent un large noyau contenant également deux nucléoles ainsi qu’un
corps chromatoide parfois proche de mitochondries regroupées (Jong-Brink et al., 1977).

Chez les bivalves, bien que les GSC ne soient pas décrites, différentes études concernent
les cellules germinales incluant les cellules germinales précoces, ovogonies et
spermatogonies. Ainsi, chez différentes especes, les jeunes ovogonies possedent un large
noyau ovoide contenant de la chromatine décondensée et de nombreuses mitochondries
(Chung, 2008; Chung et al., 2005, 2007; Kim, 2016; Pipe, 1987). Le diamétre de ces
ovogonies est de 10um a I'exception de Pecten maximus et Crassostrea virginica ou il est
compris entre 5 et 7um (Dorange et Le Pennec, 1989; Eckelbarger et Davis, 1996a). Chez les
males, les spermatogonies présentent également un noyau rond ainsi que de nombreuses

mitochondries. Chez Phacosoma japonicus, leur diameétre est compris entre 6,3 et 7,2um
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tetis que chez Crassostrea virginica, leur diametre est compris entre 4 et 5um (Eckelbarger
et Davis, 1996b; Kim et al., 2011).

Chez C. gigas, les stades précoces de spermatogenése ont été étudiés et deux types de
spermatogonies, les spermatogonies | et Il ont été décrits (Franco et al., 2008). Les
spermatogonies | sont celles qui présentent les caractéristiques les plus précoces (Figure 1-2).
Elles sont appuyées contre la lame basale du tubule gonadique, posseédent un noyau a aspect
décondensé et un cytoplasme contenant de nombreuses mitochondries proches d’un nuage
et regroupées a un pole de la cellule. Le diamétre des spermatogonies | est compris entre 5
et 6um (Franco et al., 2008). Ce diametre correspond a ceux des spermatogonies mesurées
chez d’autres especes de bivalves, P. japonicus et C. virginica. Il n’existe pas de description
fine des ovogonies précoces chez C. gigas, cependant, chez une espéece d’huitre proche, C.

virginica, I'ultrastructure des ovogonies est décrite (Eckelbarger et Davis, 1996a).

Figure 1-2 : Ultrastructure de deux spermatogonies de type | chez C. gigas. D’aprés Franco et al., 2008. M : Mitochondries ;
Ng : Nuage ; N : Noyau ; aM : Matrice acellulaire ; MC : Cellule Myoide ; SC : Cellule Somatique Intragonadique.

1.2.2. Etude de l’activité mitotique pour l’identification de GSC

En complément des criteres morphologiques, I'étude des proliférations peut aider a la
localisation des GSC dans la gonade. En effet, les GSC se divisent afin d’assurer leur auto-
renouvellement et leur différenciation en progéniteurs, les gonies. Ces progéniteurs se
divisent de facon plus intense afin de produire un pool de gonies qui pourront entrer en
méiose (Morrison et Kimble, 2006; Spradling et al., 2011). L’étude de I'activité mitotique des
cellules gonadiques peut donc permettre d’identifier les GSC ainsi que leurs progéniteurs.
Chez C. gigas, un anticorps hétérologue a été utilisé afin de cibler la protéine MCM6

(Minichromosome maintenance protein 6) qui est présente dans le noyau au moment de la
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mitose, lors de la réplication de ’ADN (Cavelier et al., 2017). L'immunomarquage observé
chez des huitres en premiére gamétogenese, indique que certaines cellules des tubules
gonadiques de I'huitre mais également de I'épithélium cilié des pores évacuateurs sont
engagées dans le cycle cellulaire aux stades précoces de gamétogeneése. L'incorporation de
BrdU permet également de suivre les cellules en prolifération. Elle se fait lors de la phase de
réplication de 'ADN du cycle cellulaire et le BrdU peut ensuite étre transmis aux cellules
filles permettant ainsi de suivre les processus de différenciation. De plus, le mode semi-
conservatif de la réplication de I’ADN dilue le BrdU au fur et a mesure des divisions
cellulaires ce qui peut permettre de discriminer les cellules quiescentes des cellules a
prolifération intense. Ainsi, les GSC conserveront le marquage BrdU plus longtemps que les
cellules progénitrices. Chez I’huitre, I'incorporation de BrdU a été réalisée afin d’observer les
processus de prolifération et de différenciation lors de l'initiation de la gamétogenese
(Cavelier et al., 2017). Comme pour le marqueur MCM®6, 24 heures apres injection de BrdU
dans la gonade, des cellules germinales ainsi que certaines cellules de I’épithélium cilié des
pores évacuateurs sont positives au marquage BrdU (Figure 1-3). Les marqueurs MCM6 et le
BrdU ont donc permis I'observation de cellules germinales capables de proliférer lors de la
premiere gamétogenése. Cependant, des expérimentations supplémentaires sont
nécessaires pour discriminer les potentielles GSC des gonies plus ou moins différenciées

dans le tubule gonadique.

Figure I-3 : Immunofluorescence MCM6 et BrdU dans les pores évacuateurs en premiére gamétogeneése chez C. gigas. Le
marquage nucléaire obtenu avec les anticorps dirigés contre MCM6 et BrdU est observé dans les pores évacuateurs (Du) au
niveau de I'épithélium cilié (OE) et des cellules germinales (GC). La plupart des cellules du tissu conjonctif de réserve (CT)
sont négatives. D’apres Cavelier et al., 2017. Du : Pores évacuateurs ; OE : épithélium cilié ; GC : Cellules Germinales ; CT :
Tissu conjonctif de réserve. Echelles : 20um.
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L’étude menée par Franco et al. (2010), chez des huitres adultes agées de trois ans, en
utilisant le marqueur de prolifération PCNA a montré que les spermatogonies | se divisent
peu tout au long du cycle de reproduction, confortant leur caractére précoce dans la lignée
germinale, alors que les spermatogonies Il se divisent de maniéere importante en début de

cycle les classant comme des spermatogonies plus différenciées.

1.2.3. Données moléculaires spécifiques des GSC

La recherche de marqueurs spécifiques de GSC peut aider a leur localisation dans la
gonade adulte. Des données moléculaires sur des marqueurs de GSC sont disponibles chez
les mollusques en plus des critéres morphologiques décrits précédemment. Ainsi, plusieurs
homologues de Vasa, marqueur de GSC et de cellules souches particulieres comme les
néoblastes de planaire, ont été retrouvés chez différentes espéces de mollusques. Chez le
gastéropode Haliotis asinina, un transcrit vasa a été identifié et son expression a été
caractérisée par hybridation in situ au cours du développement, afin d’étudier les PGC
potentielles. Le transcrit vasa est tout d’abord localisé dans I'ovocyte non fécondé puis, lors
du stade de développement 8 cellules, il est restreint aux 4 microméres formés. Par la suite,
lors de la progression du développement embryonnaire, ce transcrit n’est retrouvé que dans
deux clusters de cellules pouvant appartenir a la lignée germinale (Kranz et al., 2010).
L’étude des transcrits vasa chez quelques bivalves a permis de localiser |'expression de ce
marqueur dans les cellules de la lignée germinale. Ainsi, chez la moule méditerranéenne,
Mytilus galloprovincialis, le transcrit de myvlg (M. galloprovincialis vasa-like gene) est
retrouvé dans les spermatogonies, spermatocytes, ovogonies et ovocytes lors de la période
de reproduction ainsi que dans les cellules germinales précoces qui proliferent en tout début
de gamétogenése (Obata et al., 2010). Un homologue de Vasa a été récemment identifié
chez la palourde Ruditapes philippinarum (Milani et al.,, 2015, 2017). Un anticorps
homologue a été produit contre deux peptides de la région C-terminale de sa séquence. Les
auteurs ont également réalisé des immunomarquages a I'aide de cet anticorps chez trois
autres especes de mollusques bivalves: Mya arenaria, Anadara kagoshimensis et
Crassostrea gigas (Milani et al., 2017). lls ont observé un marquage positif dans I'épithélium
digestif et la gonade chez les différentes espéeces de bivalves étudiées (Milani et al., 2017,

2018).
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Plusieurs homologues de Piwi ont également été identifiés chez différentes espéces de
mollusques et semblent impliqués dans le fonctionnement des cellules germinales. Chez
Chlamys farreri, ’'homologue de Piwil est localisé dans les spermatogonies, spermatocytes,
ovogonies et les ovocytes (Ma et al., 2017). L'inactivation de ce facteur, par ARN
interférence, entraine une augmentation de l'apoptose dans les cellules germinales.
Cependant, une accumulation des cellules germinales précoces a été observée avant
dégénération de ces derniéeres. Ces résultats suggerent I'implication de Piwil dans l'auto-
renouvellement et la différenciation des cellules germinales chez C. farreri. Plusieurs facteurs
impliqués dans le fonctionnement de la lignée germinale ont également pu étre identifiés
dans le transcriptome d’un autre bivalve, Crassostrea hongkongensis, incluant Piwil, nommé
ChPiwil (Tong et al., 2015). D’aprés une analyse phylogénétique, la protéine ChPiwill
apparait proche des Piwi identifiés chez les vertébrés. L'étude de ce facteur a permis de
montrer une expression plus élevée dans la gonade que dans les tissus somatiques. De plus,
son expression est plus forte chez les femelles et plus particulierement dans les cellules
germinales précoces. Ces résultats suggerent un réle de ChPiwill dans le fonctionnement
des cellules germinales précoce et de I'ovogeneése chez C. hongkongensis (Tong et al., 2015).

Un homologue de Nanos a pu étre identifié lors du développement embryonnaire chez
le gastéropode Ilyanassa obsoleta. Lors des premiers stades de développement, ce facteur
est présent dans I'ensemble des cellules embryonnaires puis apparait restreint a deux
cellules, potentiellement a I'origine de la lignée germinale, entre les stades 24 et 36 cellules.
De plus, lorsque I'expression de nanos est bloquée, les animaux présentent un
développement anormal suggérant un réle essentiel de ce facteur chez I'embryon (Kranz et
al., 2010; Rabinowitz et al., 2008). De méme, chez un autre mollusque gastéropode, Haliotis
asinina, |'expression spatiale de nanos est presque identique a celle de vasa pendant
I'embryogenése (Kranz et al.,, 2010). En effet, les cellules exprimant nanos semblent
appartenir a une sous-population de cellules exprimant vasa. Ainsi, les cellules possédant les
transcrits nanos et vasa pourraient constituer les PGC chez cette espéce. Chez le mollusque
bivalve Pinctada fucata, le séquencage du génome a permis d’identifier trois génes codant
potentiellement pour des protéines Nanos dans les banques d’ADNc obtenues a partir des
stades embryonnaires 8 a 16 cellules (Matsumoto et al., 2013).

Chez C. gigas, ces trois marqueurs moléculaires (Vasa, Piwil, Nanos) ont été identifiés.

L'expression du géne oyvlg (Oyster Vasa-like gene) a été analysée au cours du
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développement mais également chez I'adulte par hybridation in situ (Fabioux et al., 2004a,
2004b). Le transcrit a été localisé dans les tubules gonadiques males et femelles, tout au
long de la gamétogenese, spécifiguement dans les cellules germinales. Oyvlg est
majoritairement exprimé au bord de ces tubules lors de la maturité sexuelle des individus
(Figure 1-4). Cette localisation correspond aux cellules germinales précoces, incluant les GSC.

Cependant, les cellules exprimant oyvlg n’ont pas été précisément caractérisées.

Figure 1-4 : Localisation du transcrit oyvlg dans les tubules gonadiques chez C. gigas a maturité sexuelle. A — Localisation
du transcrit oyvlg dans les ovogonies (oog) chez les femelles matures au stade 3 de gamétogenése. B — Localisation du
transcrit oyvlg dans les spermatogonies (Spg) chez les males matures au stade 3 de gamétogenese. D’apres Fabioux et al.,
2004b. oog : ovogonies ; oc : ovocytes ; Spg : spermatogonies ; Spz : spermatozoides. Echelles : 50um.

L'expression protéique de vasa chez C. gigas a été étudiée par Cavelier et ses
collaborateurs (2017). Pour cette étude un anticorps hétérologue initialement produit
contre le domaine central de la séquence Vasa de poisson zebre a été utilisé. Les résultats
obtenus montrent un marquage Vasa restreint aux tubules gonadiques et aux pores
évacuateurs chez I'adulte. Aucun marquage Vasa n’a été observé dans le tissu digestif. Ces
résultats different de ceux obtenus par Milani et al. (2017) chez plusieurs bivalves, incluant
C. gigas, ol un marquage positif est observé dans les tissus digestifs et gonadiques. D’apres
ces observations, Milani et ses collaborateurs émettent I’"hypothése d’un pool de cellules
souches au niveau du tube digestif qui serait capable de migrer dans la gonade et de
redonner des GSC chez I'adulte a chaque cycle de reproduction. Ces cellules pourraient étre
comme celles de type PriSC décrites par Solana (2013). Cavelier et al. (2017) utilisent un
anticorps anti-vasa hétérologue différent de celui utilisé dans I'étude de Milani et
collaborateurs. Cette différence de résultat pourrait étre due a I'affinité différente des
anticorps utilisés pour le vasa d’huitre dans ces deux études (Cavelier et al., 2017). Par

ailleurs, un anticorps homologue dirigé spécifiquement contre la protéine Vasa de C. gigas a
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été développé par Fabioux et al. (2009). Ces auteurs ont validé I'expression spécifique de la
protéine Oyvlg dans les tissus gonadiques male et femelle par western blot mais n’ont pas
caractérisé les cellules marquées dans la gonade. De plus, le blocage de oyvlg, par ARN
interférence, lors de l'initiation de la gamétogenése a montré une réduction du nombre de
cellules germinales dans les tubules gonadiques ainsi que I'arrét de leur développement en
début de méiose aussi bien chez les males que chez les femelles. Oyvlg a donc un role dans
la régulation des proliférations des cellules germinales précoces et joue probablement
également un role dans la régulation de la différenciation des cellules germinales chez
I’huitre creuse (Fabioux et al., 2009).

Chez C. gigas la séquence de Piwil a été identifiée et son transcrit a été étudié (Khider,
2010). Il est apparu que piwil est plus exprimé dans les tubules gonadiques au stade
quiescent de gamétogenese, stade qui présente une majorité de cellules germinales
précoces au sein de sa population gonadique. De plus, le transcrit est localisé dans les
cellules germinales au bord des tubules gonadiques a différents stades de gamétogenese
aussi bien males que femelles. A ce jour, la protéine n’a pas été étudiée et la production
d’un anticorps a facon spécifique de cette derniére chez C. gigas pourrait permettre de
compléter les résultats obtenus avec le marqueur Vasa.

Récemment, le marqueur Nanos a également été identifié chez I'huitre creuse et
nommé Cg-Nanos-like (Xu et al., 2018). L'étude de son expression lors du développement a
montré, qu’a partir du stade gastrula, les transcrits Cg-Nanos-like sont répartis dans deux
groupes de cellules pouvant correspondre aux PGC potentielles initialement identifiées avec
le marqueur vasa chez C. gigas (Fabioux et al., 2004a). L'expression de Cg-Nanos-like chez
I’huitre adulte est localisée dans toutes les cellules germinales femelles et seulement dans
les spermatogonies chez les males au stade de maturité sexuelle, suggérant un réle de
Nanos dans le développement des cellules germinales (Figure I-5). Le marquage obtenu chez
le male ne permet pas d’associer spécifiquement I'expression de ce marqueur aux cellules

germinales trés précoces et/ou aux spermatogonies plus différenciées.
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Figure I-5 : Localisation du transcrit nanos dans les tubules gonadiques chez C. gigas a maturité sexuelle. A — Localisation
du transcrit Cg-Nanos-like dans les cellules germinales femelles au stade 3 de gamétogenése. B — Localisation du transcrit
Cg-Nanos-like dans les spermatogonies (Spg) chez les males au stade 3 de gamétogenese. D’apres Xu et al., 2018. Vo :
ovocyte en vitellogenése; Pvo: ovocyte en pré-vitellogenése ; Spg: Spermatogonies; Spc: spermatocytes; Spz:
spermatozoides. Echelles : 20um.

Pour identifier les GSC chez I'huitre, la recherche de cellules exprimant des marqueurs
moléculaires spécifiques peut donc étre un des éléments a prendre en compte. L’expression
de transcrits peut ainsi étre étudiée en hybridation in situ et ces études peuvent étre
complétées par des approches en immunohistochimie, en utilisant des anticorps
hétérologues ou homologues. Chez les mollusques, la conservation de séquences de ces
marqueurs moléculaires, identifiés chez des especes éloignées phylogénétiquement, doit
tout d’abord étre confirmée avant de pouvoir les utiliser pour l'identification des cellules
d’intérét. L'utilisation d’anticorps hétérologues nécessite de connaitre les séquences
protéiques afin de pouvoir sélectionner I'anticorps reconnaissant un épitope conservé de la
séquence d’intérét chez I'huitre. Les séquences antigéniques ciblées par ces anticorps
hétérologues sont principalement issues d’espéces vertébrées et ne sont donc pas toujours
bien conservées chez des especes éloignées comme le sont les mollusques. La production
d’un anticorps homologue a partir de la séquence protéique identifiée chez une espéce
étudiée peut étre une alternative a I'utilisation d’anticorps hétérologues. Cependant, cette
solution reste coliteuse et |'anticorps produit peut également ne pas fonctionner. Des
méthodes complémentaires d’identification des cellules d’intérét peuvent donc

s’additionner aux approches en hybridation in situ et en immunohistochimie.
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1.3. Stratégies complémentaires pour identifier les GSC

D’autres outils peuvent étre appliqués a l'identification des GSC en complément des
marqueurs moléculaires, des caractéristiques morphologiques et de I'étude de l'activité
mitotique. En effet, I'analyse de caractéristiques cellulaires telles que leur nombre, leur
volume (cellulaire ou nucléaire) ainsi que leur distribution spatiale peut étre réalisée par des
approches stéréologiques. La stéréologie est une méthode non biaisée permettant d’estimer
des caractéristiques 3D a partir de l'étude de sections en 2D. Ces approches sont
classiquement utilisées pour I'identification de cellules anormales en pathologie clinique et
cancérologie. Ainsi, dans I'étude de certaines pathologies cérébrales, 'analyse stéréologique
de coupes histologiques permet de déterminer des régions cérébrales pathologiques de
facon non biaisée (Schmitz et Hof, 2005). Cette méthode est appliquée également aux
cellules souches cancéreuses dans le cas de tumeurs du sein. Elle permet de mesurer les
cellules cancéreuses afin d’obtenir leur nombre et leur taille et donc de pouvoir déterminer
la morphologie des cellules malignes. Les résultats obtenus reposent sur de trés nombreuses
mesures et permettent une analyse statistique robuste (Ladekarl, 1998). Ces méthodes sont
également utilisées en biologie de la reproduction. Ainsi, chez I'ocelot Leopardus pardalis,
les approches stéréologiques ont permis une meilleure connaissance de la spermatogenese
(Silva et al., 2010). Pour cela, les cellules germinales et somatiques des tubes séminiféres ont
été mesurées et comptées sur coupes histologiques. Les résultats obtenus ont permis
d’estimer les volumes de ces structures et de discriminer les différents types de cellules
germinales males au cours de la spermatogenése La stéréologie présente |'avantage de
pouvoir mesurer, de facon objective, un grand nombre de cellules ce qui assure la
reproductibilité et la robustesse de cette approche (Brown, 2017). De plus, cette méthode
peut étre réalisée a partir de techniques histologiques de routine ce qui la rend facilement

adaptable a des modeles atypiques tels que C. gigas.
1.4. Acteurs potentiels de la niche germinale chez les mollusques

Chez les mollusques, la niche germinale n’a pas été caractérisée a ce jour. Cependant,
les acteurs qui peuvent participer a cette niche sont régulierement retrouvés chez

différentes espéces étudiées. Certains acteurs des voies de signalisation connues pour étre

84

—=
| —



Chapitre | : Identification des GSC potentielles et de leur niche Thése Maéva Cherif--Feildel

impliquées dans le fonctionnement de la niche germinale ont également pu étre identifiés,

notamment chez C. gigas.

1.4.1. Les cellules somatiques intragonadiques

Concernant les cellules somatiques intragonadiques, plusieurs types ont été décrits chez
les mollusques. Ces cellules accompagnatrices sont généralement nommeées cellules
folliculaires chez les femelles et cellules de Sertoli chez les males sans que leur fonction
précise ne soit connue chez ces espéces (Chung, 2008; Chung et al., 2005, 2007; Jong-brink
et al., 1976; de Jong-Brink et al., 1977; Pipe, 1987). Chez C. virginica, plusieurs types
cellulaires somatiques différents semblent présents dans la gonade sans qu’il soit établi une
origine commune ou différente chez les males et les femelles (Eckelbarger et Davis, 19963,
1996b).

Chez C. gigas, des cellules somatiques intragonadiques (ISC) ont été décrites au cours de
la spermatogenese. Ces cellules présentent un noyau digité ainsi qu’un cytoplasme étendu

contenant des phagolysosomes et des gouttelettes lipidiques (Figure I-6).

Figure 1-6 : Ultrastructure des cellules somatiques intragonadiques (ISC) chez les males C. gigas. A — Aspect du noyau (N)
digité et du nucléole (Nu). B — Aspect des mitochondries (M) C — Aspect des gouttelettes lipidiques (L) présentes dans le
cytoplasme. D — Aspect des phagolysosomes (P). D’apres Franco et al., 2011. N: Noyau, Nu: Nucléole; P:
Phagolysosomes ; M : Mitochondries ; L : Gouttelettes lipidiques.

Lors de la reprise de gamétogenese, au stade de proliférations goniales, les ISC sont
présentes au bord de la matrice acellulaire des tubules gonadiques. Ainsi, il a pu étre montré
qgue, au cours de I'avancée en spermatogeneése, les ISC forment des colonnes a partir du
bord du tubule vers la lumiére de ce dernier. Les phagolysosomes sont plus nombreux dans

le cytoplasme des ISC au stade quiescent de gamétogenése, ce qui est probablement di a
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I’élimination des gamétes résiduels de la ponte précédente. Les gouttelettes lipidiques sont,
guant a elles, plus nombreuses dans le cytoplasme des ISC au stade de maturité sexuelle.
Cette évolution permet probablement d’augmenter la disponibilité des réserves en fonction
de I'avancée en gamétogenése. Des jonctions adhérentes ont été observées entre les ISC en
microscopie électronique a transmission. Cependant, aucune jonction cellulaire n’a été
observée entre les cellules germinales et les ISC (Franco et al., 2011). Chez la femelle, les

cellules somatiques accompagnatrices n’ont pas été décrites chez C. gigas.

1.4.2. Le systeme nerveux

Le systeme nerveux peut également étre impliqué dans le fonctionnement de la niche
germinale comme énoncé en introduction. Chez les mollusques, les peptides FMRFamide
(Phe-Met-Arg-Phe) ont été identifiés et semblent impliqués dans plusieurs processus
physiologiques incluant la reproduction (Lopez-Vera et al., 2008). Ces peptides ont tout
d’abord été détectés dans les ganglions nerveux du bivalve Mercenaria mercenaria et leur
role contractile a été mis en évidence sur des cceurs isolés chez cette espéce en mesurant
I'amplitude des battements cardiaques (Frontali et al., 1967). Leur appartenance aux
FMRFamides a ensuite été établie par lidentification d’une substance permettant les
contractions cardiagues dans les ganglions nerveux de Macrocallista nimbosa. La
caractérisation de cette substance a permis l'identification de la séquence Phe-Met-Arg-Phe-
NH, (FMRFamide) (Price et Greenberg, 1977). Chez le céphalopode Octopus vulgaris, des
fibres nerveuses ont été localisées par immunohistochimie avec un anticorps dirigé contre le
FMRFamide. Ces fibres s’étendent des ganglions nerveux jusqu’aux organes reproducteurs
aussi bien chez les males que les femelles. Ces observations suggerent I'implication du
FMRFamide dans la reproduction chez cette espece et notamment I'émission des gamétes
(Di Cristo et al., 2002). L'implication des FMRFamides dans I'étape d’émission des gamétes a
également été montrée chez la seiche Sepia officinalis par des tests d’activité myotropique.
Ainsi, les FMRFamides font partie des peptides permettant la contraction de I'oviducte pour

le transport des ovocytes chez cette espece (Henry et al., 1999).
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1.4.3. Les voies de signalisation

Différentes voies de signalisation sont connues pour étre impliquées dans la régulation
des GSC. Parmi elles, la voie des TGF-B a été étudiée chez C. gigas et plusieurs membres de
cette famille ont été identifiés. Parmi eux, Og-TGFB-like a été étudié et son expression
caractérisée dans les tubules gonadiques au cours du cycle de reproduction. L’expression de
cet acteur augmente au cours des différents stades de gamétogenése, atteignant son
maximum a la maturité sexuelle aussi bien male que femelle. Le transcrit de ce facteur a été
localisé dans les cellules intragonadiques suggérant un role dans le déroulement de la
gamétogeneése chez I'huitre creuse (Figure I-7) (Fleury et al., 2008). L’inhibition de la
protéine, par injection d’anticorps, entraine une diminution de la surface occupée par les
tubules gonadiques suggérant son réle dans le développement de la gonade et de la lignée

germinale (Corporeau et al., 2011).

Figure I-7 : Localisation du transcrit Og-TGFB-like dans les tubules gonadiques de C. gigas. A et A’ —Stade 2 femelle. B et B’
— Stade 3 femelle. C et C’' — Stade 2 male. D et D’ — Stade 3 male. Les transcrits Og-TGFB-like sont localisés dans les cellules
somatiques intragonadiques chez les deux sexes. TC: Tissu conjonctif ; Ooc : ovocytes ; Mooc : Ovocytes matures ; Spg :
Spermatogonies ; Spc : Spermatocytes ; Spz : Spermatozoides. Echelles : 15um. D’apres Fleury et al., 2008.
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Un autre membre de la famille des TGF-B présents chez I’huitre est nommé Cg-mGDF
(Lelong et al., 2000). Ce facteur présente une forte homologie avec le BMP2 humain aussi
nommeé Dpp chez la drosophile. Il est impliqué dans les mécanismes de régulation des GSC.
L'hybridation in situ a permis de localiser le transcrit dans les ISC au cours de la
spermatogenese de I'huitre (Figure 1-8A) (Franco, 2009). La localisation de la protéine a
également été suivie avec un anticorps hétérologue anti-BMP2/4, capable de lier ce facteur
mais également deux autres facteurs de la famille des TGF-f3, Cg-Gbb et Og-TGFB-like (Figure
I-8B) (Franco, 2009). L'ensemble des ISC intragonadiques présente un marquage avec cet
anticorps de la base du tubule jusqu’a la lumiére, ce qui est un peu différent des résultats
obtenus pour le transcrit. Ceci suggere que les facteurs TGF- chez C. gigas pourraient étre
impliqués dans la régulation de la gamétogenése via les cellules somatiques présentes dans

la gonade.

a"

25um

Figure 1-8 : Localisation du transcrit et de la protéine Cg-mGDF dans les tubules gonadiques de I'huitre creuse male a
maturité sexuelle. A — Marquage en hybridation in situ observé dans des cellules en bord de tubule gonadique (TG). B —
Immunomarquages observés dans des cellules somatiques intragonadiques (ISC) en bord du tubule gonadique (TG), proche
de la matrice acellulaire (Ma). CT : Tissu conjonctif ; Spg : Spermatogonies. D’apreés la thése de Franco, 2009.

Certains acteurs des voies des IRPs ont également été identifiés chez C. gigas et ont
montré un role probable dans les processus de reproduction chez cette espece. L'étude de

cette voie de signalisation fera I'objet du chapitre Il.
1.5. Objectifs

Afin d’étudier le fonctionnement du compartiment souche dans la gonade de I'huitre
creuse C. gigas, il convient d’acquérir une connaissance plus fine des GSC et de leur niche.
Cette connaissance est un préalable a des études fonctionnelles du dialogue entre cellules

souches et acteurs cellulaires et acellulaires au sein de la niche.
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Le premier objectif de ce chapitre est donc l'identification et la localisation dans
I’ensemble de la gonade de GSC potentielles chez I’huitre. Pour cela, les cellules exprimant
différents marqueurs de pluripotence et de GSC spécifiguement seront recherchées dans la
gonade. Cette approche sera combinée avec I'observation de criteres morphologiques des
GSC. Pour compléter cette identification, I’'étude de la cinétique des mitoses des cellules
germinales précoces dans le tubule sera entreprise. Ceci dans le but de discriminer les GSC
potentielles, qui se divisent peu, des gonies plus différenciées qui présentent des vagues de
prolifération plus importantes. Le deuxieme objectif de ce chapitre sera de caractériser les
premiers éléments de la niche germinale chez I’huitre par des approches en microscopie et
immunohistochimie.

Ce premier chapitre est divisé en deux parties. La premiére partie illustre la recherche
de différents marqueurs pouvant permettre d’identifier des cellules souches dans la gonade
de I'huitre creuse. Pour cela, des anticorps hétérologues et homologues ont été testés par
immunohistochimie dans la gonade. En complément de cette recherche de cellules souches,
une étude expérimentale a également été menée pour étudier les divisions des cellules
germinales, ayant incorporées le BrdU, a différents temps de cinétique. La deuxieme partie
de ce chapitre concerne l'identification d’'une population de GSC potentielles, commune aux
males et aux femelles. Cette identification d’appuie sur un marquage par l'anticorps
homologue dirigé contre Oyvlg, couplé aux criteres morphologiques et aux outils
stéréologiques. Les caractéristiques du microenvironnement de ces GSC potentielles ont

également été précisées.
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2. Partie A — Recherche de cellules souches dans la gonade par
des approches immunologiques et étude des proliférations
goniales

Cette premiere partie comporte les différentes études immunohistochimiques réalisées
dans le but d’observer des cellules souches ainsi que des acteurs de leur

microenvironnement dans la gonade de C. gigas.
2.1. Matériels et méthodes

2.1.1. Analyse des bases de données

La recherche des séquences protéiques Piwil, Sox2, Oct4, c-myc et Nanog a été réalisée
par homologie de séquences en utilisant pour chaque protéine, une séquence issue d’une
espéce modele, M. musculus et/ou D. melanogaster. Pour chacune de ces séquences, des
blast ont été réalisés sur le protéome prédit (NCBI) de C. gigas. Les alignements ont été faits

avec Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).
2.1.2. Animaux

Les huitres creuses diploides proviennent de la ferme ostréicole GAEC La Tatihou a
Saint-Vaast La Hougue (Manche, France). Trente huitres en deuxiéme ou troisieme
gamétogeneése ont été échantillonnées tous les deux mois et leur ploidie a été

individuellement vérifiée selon le protocole de Jouaux et al. (2010).

2.1.3. Préparations histologigues

Pour chaque individu, une section transversale d’huitre a été fixée dans du Davidson
(10% de glycérol, 20% de formaldéhyde, 30% d’éthanol 95°, 30% d’eau de mer stérile et 10%
d’acide acétique glacial) pendant 24 a 72 heures. Les échantillons sont ensuite déshydratés
dans des concentrations croissantes d’éthanol puis transférés dans du butanol (Carlo Erba,
France) avant d’étre inclus en paraffine (Roth, France). Des coupes de 3um d’épaisseur ont
été réalisées au microtome puis colorées selon le protocole du trichrome Prenant-Gabe
(Gabe, 1968) permettant la détermination du sexe et du stade de gamétogenese selon

Heude Berthelin et al. (2001).
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2.1.4. Anticorps

L’anticorps a fagon cobaye polyclonal anti-Piwil a été produit par Eurogentec selon leur
programme speedy. Cet anticorps est dirigé contre une séquence peptidique
(YRQEDADWSRDMRGK) spécifique de la protéine Piwil de C. gigas. L'anticorps secondaire
utilisé pour lI'immunohistologie enzymatique DAB est un lapin anti-cobaye HRP (P0141,
DAKO Agilent technologies) dilué au 1/100°™ et celui utilisé pour I'immunofluorescence est
un anti-cobaye FITC dilué au 1/600°™ (gracieusement fourni par Eric Maubert, Normandie
Université, UNICAEN, INSERM, UMR-S 1237, Cyceron).

Des anticorps primaires hétérologues ont été utilisés pour Sox2 (lapin polyclonal,
ab97959, Abcam), Oct4 (lapin polyclonal, ab53028, Abcam) et KLF4 (chévre polyclonal, sc-
1905, Santa Cruz Biotechnology) aux dilutions 1/200°™, 1/250°™ et 1/100°™
respectivement. L’anticorps secondaire porc anti-lapin HRP (P0399, DAKO Agilent

éme

technologies), dilué au 1/100°™, est utilisé pour I'immunohistologie enzymatique des
anticorps primaires anti-Sox2 et anti-Oct4. L'anticorps secondaire utilisé pour
I'immunofluorescence de Sox2 et Oct4 est un anti-lapin Alexa Fluor® 488 produit chez I'ane
(A-21206, Thermo Scientific) et dilué au 1/1000°™. Les anticorps secondaires utilisés pour
I’anti-KLF4 sont soit un anti-chévre HRP produit chez I'ane (A-16005, Thermo Scientific) et
dilué au 1/1000éme, soit un anti-chevre Alexa Fluor® 488 produit chez I’ane (A-11055, Thermo
Scientific) et dilué au 1/2000°™, L'anticorps dirigé contre FMRFamide (FMRFa, T-4322,
Peninsula Laboratories) est un anticorps homologue de FMRFa de mollusque dilué au

1/1000éme. Les anticorps secondaires sont les mémes que pour Sox2 et Oct4. Les anticorps

utilisés sont résumés dans le Tableau I-1.

Tableau I-1 : Tableau récapitulatif des anticorps utilisés et de leurs dilutions.

Protéine cible Anticorps primaire Anticorps secondaires
Piwil Cobaye polyclonal |DAB : lapin a-cobaye HRP dilué au 1/100°™
{Eurogentec) Anticorps 3 fagon k'-_m_ - a.cobaye FITC dilué au 1/600°™ -
Sox2 Lapin polyclonal |[3AB : porc a-lapin HRP dilué au 1/100*™
{ab97959, Abcam) dilué au 1/200"™  |Fjyq : Ane a-lapin Alexa Fluor® 488 dilué au 1/1000™
Octa tapin polyclonal |9@B_=_-=grfg-!agir_'ﬂﬂ_"_di_'uf9u_1!1°91“i __________ _
{ab53028, Abcam) dilué au 1250 |Fiyq : Ane a-lapin Alexa Fluor® 488 dilué au 1/1000™
KLF4 Chévre polyclonal |DAB : Ane a-chéwre HRP dilué au 1,11000““
{5c-1905, Santa Cruz Biotechnalogy) |  dilué au 1/100°™ |;|,m_ . Ane @-chivre Alexa Fluor® 488 dilué au 1/2000°™

FMRFa Lapin polyclonal |EAB : Porc a-lapin HRP dilué au 1/100*™

{1-4322, Peninsula Laboratories) | dilué au /1000 [e1, - Ane a-tapin Alexa Fluor® 488 dilué au 1/1000°™
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2.1.5. Immunomarquages

Des coupes paraffines de 3um et 10um ont été réalisés pour les immunomarquages
enzymatique DAB et a fluorescence. Les coupes sont déparaffinées et I'immunohistologie
enzymatique est réalisée selon Franco et al. (2010). Pour I'immunofluorescence, aprés
réhydratation, les coupes sont incubées dans 3% H,0,/PBS salin (500mM NaCl, 10mM
Na,HPO,, 3,1mM KH,PQ,4, pH 7,4) toute la nuit a 4°C. Les coupes sont ensuite rincées au PBS
salin avant incubation dans la solution de saturation (10% sérum normal de chévre, 0,25%
BSA, 1% Triton X-100) pendant 1 heure a 4°C. Les anticorps primaires sont dilués dans la
solution de saturation avant d’étre incubés toute la nuit a 4°C. Les lames sont ensuite rincées
et incubées pendant 2 heures a température ambiante avec I'anticorps secondaire adéquat,
dilué dans du PBS salin. Les coupes sont finalement rincées au PBS et montées entre lame et
lamelle avec du milieu de montage Vectashield® contenant du DAPI.

Un démasquage est réalisé seulement pour I'anticorps primaire anti-Oct4. Pour cela, du
tampon citrate 10mM est chauffé au bain-marie jusqu’a ébullition puis les coupes sont
immergées dans cette solution pendant 45 minutes, jusqu’a refroidissement. Les contréles
sont réalisés en omettant soit I’anticorps primaire soit I'anticorps secondaire.

Les photographies en lumiére blanche sont obtenues en utilisant un microscope Nikon
eclipse 80i et une caméra Nikon DS-Ri2 et celle pour la fluorescence sont obtenues grace au

microscope confocal Olympus FLUOVIEW FV1000.

2.1.6. Western blot

Le protocole de Western blot a été réalisé d’apres Franco et al. (2010). Des échantillons
d’aire gonadique issus de 12 animaux en stade quiescent de gamétogenése ont été groupés
pour I'extraction des protéines totales. Deux quantités protéiques, 100ug et 150ug, ont été
testées et déposées sur gel polyacrilamide 10% apreés dénaturation des protéines.

“M€ et incubé 3 heures sur la membrane

L’anticorps primaire anti-Piwil a été testé au 1/250
PVDF (difluorure de polyvinylidéne). L’anticorps secondaire utilisé est I'anti-cobaye HRP de
lapin dilué au 1/1000%™ et incubé pendant 2 heures. Le témoin positif utilisé est I'anticorps

anti-Oyvlg d’apres les conditions de Fabioux et al. (2009).
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2.1.7. Expérimentation BrdU

Des injections de BrdU ont été réalisées in vivo sur des huitres lors de l'initiation de leur
troisieme gamétogenese. Afin de pouvoir les injecter, les huitres ont été préalablement
anesthésiées avec une solution d’eau de mer contenant 50g/L de MgCl, (Sigma Aldrich). Des
lots de 5 huitres ont été répartis pour chaque condition. Les doses de 100mg/kg et
500mg/kg de BrdU ont été testées avec, pour chacune, une injection de 200uL soit dans la
gonade soit dans le sinus du muscle adducteur. Les animaux controles ont été injectés de la
méme facon avec de I'eau de mer filtrée. Pour chacune des conditions préalablement
énoncées, 7 temps de cinétiques ont été testés (TO, 4 heures, 8 heures, 24 heures, 48
heures, 72 heures et 96 heures). Aprés chaque injection, les huitres sont laissées hors de
I'eau pendant 15 minutes puis remises dans I'eau de mer pour le reste de leur temps de
cinétique. Un prélévement est ensuite réalisé dans les branchies pour vérifier la ploidie puis
une coupe transversale d’huitre est faite pour I'histologie. Les préparations histologiques
sont réalisées comme énoncé précédemment.

Le protocole d'immunomarquages BrdU est adapté de celui de Jemaa et al. (2014). Les
coupes sont déparaffinées puis réhydratées avant une incubation pendant 5 minutes dans
du TBST (Tris-HCI 0,05M, NaCl 0,15M, Tween 20 0,05%, pH 8). Les coupes sont ensuite
immergées 30 minutes a 37°C dans une solution d’HCl 2N puis 5 minutes dans du tampon
borate 0,1M a pH 9. Apres rincage dans du TBST, les coupes sont incubées toute la nuit a
température ambiante avec I'anticorps primaire souris anti-BrdU (B-8434, Sigma Aldrich)
dilué au 1/1000éme dans du TBST. Les lames sont ensuite rincées et incubées 2 heures a
température ambiante avec l'anticorps secondaire anti-souris HRP de cheévre dilué au
1/100°™ (P044701, DAKO Agilent technologies) avant d’étre rincées de nouveau dans du
TBST. Le DAB est déposé sur les coupes pendant 15 minutes a température ambiante avant
rincage. Les coupes sont ensuite déshydratées et montées entre lame et lamelle. Les

observations sont faites avec le microscope Nikon eclipse 80i et une caméra Nikon DS-Ri2.
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2.2. Résultats

2.2.1. Marqueurs de pluripotence

Les quatre facteurs de Yamanaka ont été recherchés dans le protéome prédit de C. gigas
(Figure 1-9). Une séquence Sox2 a pu étre identifiée avec les deux principaux domaines
conservés a savoir ’lhoméodomaine permettant la liaison a I’ADN ainsi que le domaine
spécifique des Sox appartenant au groupe B (Figure I-9A). La recherche d’une séquence
homologue de Oct4, aussi nommée POUSF1 chez les vertébrés, a permis d’identifier une
séquence de la famille des Oct chez C. gigas. Cette séquence est apparue plus proche de
POU3F4 que de POUSF1. Les domaines spécifiques POUset POUyont pu étre identifiés de

méme que le linker situé entre ces deux domaines (Figure 1-9B).

A-Sox2

MEYQDLPEQDLPKPGQTQLPPSSQGMHVPVNPQHAGMHGSHSHGQPQQHSPNPQTNLNGSGAGSPNSG
ASKDADR

PRRKTKTLMKKDKYALPGMPSGAPLOQPGREGOQMYPMGGYMPNGYPMMHDANAYMNQ
MGLAGQYGYMPSQQMPGNQMTSGSYMNGSSSYTMSMAGMGPYPSMSPSQMTGGVKREPTPGSGPQG
PGRPTNPGDLREMISMYLPTGDGSDPHSAQQRLMHQAHYQPPPPSSEGVNNTVPLTHM

B - Oct4/POU3F4

MMTMATSAGLYMPGTPPSLNSPLGDPVHGMQCSVGQQPQYIHRTDIQELKY MPPQVQN GHFNGHWGIPT
SADSWNTGMPQLHDMRDLRDNFVRDTRDIKPGQGNEMGHQVTLHHRGPQQIHAPHGWNTPIPGTHLNG
GGQLAQHHGYGVPLNGMLSPHQLPHAMRDPDHDLDQHTPSDDDAPSSDDLEAFAKQFKQRRIKLGFTQADV
GLALGTLYGNVESOTTICRFEALOLSFKNMCKLKPLLOKWLEEADSTTGSTTSIDKIAAQGRKRKKRTSIEVTVK
GALENHFMKQPKPAAQEISQLAEQLQLEKEVVRVWFCNRRQKEKRMTPPGQIGAN GEIIMPDSEDGSSRAD
SPLQSRPNGAMNGSEHTGLNMAVSSSQTLMSPNYHSVGQLLNAHNPQSGGHPHYNTQNHSPTH

C— KLF4/KLF3

MINVDSLLESGVGYSQGINSPINENIDMQSGWHDIESLSMMYQDNTPYENGMLQALDQMRAANMSGKHEI
SDVAGNRSPCEQRETYDELLDYDFILANTVESQSLYSEDNCLKIKQEQSQSN MIGGDALPDFHSTFLDIPDIKFDN
DVNNSLPNEMETMKMDFNKYIVPKQE FGHATVSSSCASY MGNKSPVMTMSRLTCNATPVSPQHQQMHYPV
NIPSNMSPPSSPEMQNDLPKYRAPLOMLQQQQQSHFHRMAPQQIHPLON QQYLMNTNPY MPKMQQQH
MLQVPHQMITPPSSPQLVDLLLPPPTVDSTAAQPKKRGRRTWGRKRQTSHTCTHPGCNKTYTKSSHLKAHLRT
HTGEKPYACTWKGCGWKFARSDELTRHYRKHTG DRPFQCHLCERAFSR SDHLSLHMKRHI

D-C-myc

MLIGRKNEKTAIMDYEMFQPCFYENEPETISPSSLPNEDMWKKFELLPTPPLSPRRDDDYDMNSLDLEDFNLI
FDEFFEKESAIPKIMTLSETPPNLNSNLIQDCMWSGDSGRYPTGDKNAACPDVNSADCVDPAAVFPYPIHSL
NSIHSETKLHSLGTETPSDSEEEIDVVTVEKKQLQQVPVAPTKKTVFTVQSVKTERLDGHDEKFGAAKTTVTVK
VKVDCPTDEHPYSLPVSSLKRVRSLPNSPSMSPLPSKRCKRELSDRDMKKVCHKLRASGSSSASSSRNSSDSED
YPEGKRTQHNVLERKRRNDLKFSFFSLRDSVPELVKQERAPKVQILKKASEYIRKLTADERRLESEREMLQEKH
EQLRRTLEKLHAREF

Figure 1-9 : Séquences des facteurs de Yamanaka identifiés chez C. gigas. A — Séquence Sox2 avec en jaune
I'homéodomaine et en rouge le domaine spécifique du groupe B. B — Séquence Oct4 identifiée en tant que POU3F4 chez C.
gigas avec en vert le domaine POUs, en noir le linker et en bleu le domaine POUy. C — Séquence KLF4 identifiée en tant que
KLF3 chez C. gigas avec en violet le domaine en doigt de zinc. D — Séquence C-myc avec en vert les différents domaines
spécifique de Myc et en orange le domaine HLH.
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La recherche d’une séquence homologue de KLF4 chez C. gigas a permis l'identification
d’une séquence proche de KLF3. Seul le domaine en doigt de zinc a pu étre observé dans
cette séquence (Figure 1-9C). La présence de C-myc a également été confirmée chez C. gigas
(Figure 1-9D). La région contenant les cinqg domaines conservés spécifique de Myc a pu étre
observée, de méme que le domaine HLH permettant la régulation des génes cibles. Nanog,
un autre facteur de pluripotence, n’a pas pu étre identifié dans les bases de données chez C.
gigas.

Trois anticorps hétérologues dirigés contre les parties C-terminales de Sox2, Oct4 et
KLF4 ont été testés afin d’observer les cellules marquées par ces facteurs de pluripotence.
Seuls les anticorps anti-KLF4 et anti-Oct4 ont permis d’observer un marquage dans l'aire
gonadique (Figure 1-10). Aucun anticorps hétérologue satisfaisant n’a pu étre sélectionné
pour le facteur de transcription C-myc. L'anticorps anti-KLF4 a permis d’observer un
marquage cytoplasmique des cellules germinales précoces dans I'épithélium germinatif des
pores évacuateurs au stade quiescent de gamétogenese, suggérant la pluripotence de ces
derniéres (Figure 1-10A). Ces cellules apparaissent localisées le long de la membrane basale.
Concernant I'anticorps anti-Oct4, un marquage a pu étre observé au stade de proliférations
goniales chez les males seulement. Ce marquage est localisé dans le cytoplasme de certaines
cellules se trouvant a proximité de I'épithélium germinal des pores évacuateurs (Figure I-

10B).

Figure 1-10 : Immunomarquages avec certains facteurs de pluripotence sur I'aire gonadique de C. gigas. A — Marquage
avec l'anticorps anti-KLF4 au stade O de gamétogenese. B — Marquage avec l'anticorps anti-Oct4 au stade 1 male de
gamétogeneése. TG : Tubules gonadiques ; PE : Pores évacuateurs ; eGC : Cellules germinales précoces.
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2.2.2. Piwil

Deux isoformes de la protéine Piwil ont été identifiés chez I'huitre et présentent 98%
d’identité (Figure I-11). Une séquence signal identique aux deux isoformes a pu étre prédite,
de méme que le domaine conservé PAZ compris entre les acides aminés 286 et 402. Le
domaine MID n’a pu étre observé, cependant le domaine conservé Piwi a pu étre identifié
entre les acides aminés 411 et 856. Les acides aminés a I'origine des 2% de différence entre
les isoformes sont localisés dans ce domaine Piwi. Concernant la production d’un anticorps a
facon, une seule séquence peptidique a pu étre validée. La séquence retenue pour I'antigene
est accessible dans la molécule pour une reconnaissance par un anticorps mais également

spécifique des deux isoformes de Piwil.

Piwil_isoformel MSGRGRARARGRARGASEDQARRPGEQPAPQQQPPQPSSAPAPAPAGGPPARSGRASYRG 60
Piwil_isoforme2 MSGRGRARARGRARGASEDQARRPGEQPAPQQQPPQPSSAPAPAPAGGPPARSGRASYRG 60
e e e e e e e e e e e e e e e o e e e s e e e e o e e e e e e e e e e e e e e e e o e e e e e e e e e e e e e e e e e
Piwil_isoformel GAKEPRPGIASGSGDVPADALSKMSIGTKDAGERRDRLFYSDPECKPAWLSDKRGTSGRA 120
Piwil_isoforme2 GAKEPRPGIASGSGDVPADALSKMSIGTKDAGERRDRLFYSDPECKPAWLSDKRGTSGRA 120
o e e v e e e o e e e e e e g s e ke e e e e e e e o o e g e e o e e e e e o e e o ke e e e e e e e e e o o e e e e e e e
Piwil_isoformel LEVVINYFKLEMT PDWHLYQYDVKFNPPIDSRKMRMALLMTHENLLGRTKAFDGMILYLP 180
Piwil_isoforme2 LEVVINYFKLEMT PDWHLYQYDVKENPPIDSRKMRMALLMTHENLLGRTKAFDGMILYLP 180
e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ke e e e e e e e ke e e e o e e e o e e e e e e o e e e e e e e e e e e e e
Piwil_isoformel HRLQEQVIEVFSVRKTDDVQIRITITLINELPPSSPQVMQVYNIIFRRVLAMIEMKQIGR 240
Piwil_isoforme2 HRLQEQVTEVFSVRKTDDVQIRITITLINELPPSSPQVMQVYNIIFRRVLAMIEMKQIGR 240
s e e e e e e e e s e e e e o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e o e e e e o e e o e e e e o e e e e e o e
Piwil_isoformel NYFNPALSVDI PQHKLTVMPGFVIATARYETDTLLCADISHKIIRSDTLLDLMYELYQQA 300
Piwil_isoforme2 NYFNPALSVDIPQHKLTVMPGEVIAIARYETDTLLCADI SHKIIRSDTLLDLMYELYQQA 300
e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e o e e e e e e e e o e e e o o e e e e e e e o e e e e e e e e e e
Piwil_isoformel RGDSFYDDCVRKFVGSIVLTRYNNKT YRVDDFDWDKRPDHSFKLRNDTTITIAEYYKKSY 360
Piwil_isoforme2 RGDSFYDDCVRKFVGSIVLTRYNNKT YRVDDFDWDKRPDHSFKLRNDTTITIAEYYKKSY 360
e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ol e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Piwil_isoformel NIEVKDMNQPLVVSRPKKKDIRMGRTEPIFLLPELCTVIGLSDEARADFGVMKDVGAHTR 420
Piwil_isoforme2 NIEVKDMNQPLVVSRPKKKDIRMGRTEPI FLLPELCTVIGLSDEARADFGVMKDVGAHTR 420
e e e e e e e e e e e e e e e e sl e e e e e e e ol vl e e e e e e e e e e e e e e e e o e e e e e e e o o e
Piwil_isoformel VPPEGRNRTLQGF INQINQNEKVKAEMQGWGLAFSQTLMT LNARVA PQENT YQKNNAQLS 480
Piwil_isoforme2 VEPPEGRNRTLQGF INQINQNEKVKAEMQGWGLAFSQTLMT LNARVA PQENT YQKNNAQLS 480
e e e e e e e e e e e o e o e o e e e e o e e o e o b e e e o e e o o o e o o e e o o e e e o o e o e o o e o o e e e
Piwil_isoformel [YRQEDADWSRDMRGKPLIT FVNLENWVIVFTRRNSAQAQDLVQTLSRVGPEMGMRINSET 540
Piwil_isoforme2 [YRQEDADWSRDMRGKPL IT FEVNLENWVIVETRRNSAQAQDLVQTLSRVGPEMGMRINSET 540
e e e e e e e e e e e o e ke o [l e e o e e e o o e e o o e o o ke o o e o o ok o e b o o e o o ke o e o e o ok o e ke ok e
Piwil_isoformel ICELQDDRNDSY ITALKQYVT PQTQLALT ILETNRKDRYDA IKKFCCVDHEVESQCVVQR 600
Piwil_isoforme2 ICELQDDRNDSY ITALKQYVT PQTQLALT ILPTNRKDRYDAIKKFCCVDHEVESQCVVQR 600
e e e e o e e o e e e o e e e o e e ol o o ol e ol e o o e o o o e e o o o e e o e o e o o o e e o e o e o o e o o e o
Piwil_isoformel TLSKKQMLMSVATKIAIQLNCKLGGEVWCLDI PLKNVMVVG I DT YHDSAKKGRSVGGVIC 660
Piwil_isoforme2 TLSKKQMLMSVATKIAIQLNCKLGGEVWCLDI PLKNLMVVGIDSYHDSSKKGRSVGGVIA 660
hhhhh kbbb bbb h bk h bbb bbb h bbb bbb hdd o hbhhhd s hhdhh b h b dhd
Piwil_isoformel STNNLLTRYYSRTTFQHTGEELVNGIVISMRGALEKYHEVNGVLPERI IVFRDGVGDGQL 720
Piwil_isoforme2 SMNQALTRYYSRCT FQHSMQE LMDGLKVCMKGALEKYHEVNGVLPERI IVFRDGVGDGQL 720
* ke hkkdhhh hbkok o sk ks o o T3 e e e e e ol e e o e e e e o o e e o e e e ke e ok ke o ke o
Piwil_isoformel RAVFEHEVPQLNECFKRSGGQDYNPKVAIVVVKKRINTRFFARSGPSLNNECPGT IVDTT 780
Piwil_isoforme2 RAVFEHEVPQLNECFKRSGGQDYNPKVAIVVVKKRINTRFFARSGPSLNNECPGT IVDTT 780
e e e o o e e e e o o o e e e o o e o e o o e o e o e o e o e b o o o o e o e e o e o e e ok o o e e e o b o e o e o e
Piwil_isoformel VIRPIWYDFFLVSQSVRQGTVI PTHYNVIWDI TGLKPDHMQRLAYKMCHLYYNWEGT IRV 840
Piwil_isoforme2 VIRPIWYDFFLVSQSVRQGTVI PTHYNVIWDT TGLKPDHMQRLAYKMCHLYYNWEGT IRV 840

Piwil_isoformel
Piwil_ isoforme2

B

PAPCQYAHKLAFLVGQSIHKDPHMALSDRLYFL 873
PAPCQYAHKLAFLVGQSIHKDPHMALSDRLYFL 873

e e e e e e e e e e e e e e e ok e e e e e e e e e e e e e e R R

Figure I-11 : Alignement des isoformes Piwil identifiés chez C. gigas. En rouge : le domaine PAZ. En bleu : le domaine Piwi.
Encadré noir : la séquence peptidique utilisée pour la production de I'anticorps a facon.
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Le Western blot réalisé avec |'anticorps a fagcon n’a pas permis de visualiser de bande a
98kDa, taille attendue pour la protéine Piwil. Cependant, Oyvig a été utilisé comme témoin
positif et une bande a la taille attendue, 79kDa, a bien été observée. Des immunomarquages
enzymatique DAB et a fluorescence ont également été réalisés afin de tester I'anticorps a
facon anti-Piwil. Différentes concentrations ont été testées (1/50°™, 1/100°™, 1/250°™ et
l/SOOéme) sur des coupes histologiques d’individus en stade quiescent, cependant aucune n’a

permis d’observer de marquage spécifique.
2.2.3. BrdU

L'expérimentation in vivo a été réalisée par des injections de BrdU soit directement dans
I'aire gonadique soit dans le sinus du muscle adducteur. Afin de vérifier la propagation de la
solution injectée dans I'animal, du rouge ponceau a été dissous dans de I'’eau de mer filtrée
puis injecté comme décrit préalablement. Les individus testés ont été observés 48 heures
apreés l'injection (Figure 1-12). La coloration Iégérement rouge des parties molles des huitres
a permis de confirmer que la solution injectée se propageait dans I'lanimal quelle que soit la

zone d’injection.

Figure 1-12 : Test d'injection au rouge ponceau. A — Huitre injectée dans |'aire gonadique. B — Huitre injectée dans le sinus
du muscle adducteur. AG : Aire Gonadique ; Amu : Muscle adducteur.
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Les tests préliminaires d'immunomarquages avec I'anticorps anti-BrdU ont été réalisés
sur les individus incubés 24 heures aprés injection du BrdU dans I'aire gonadique (Figure I-
13). Ces premiers marquages ont permis de déterminer la meilleure condition pour
I’'observation des cellules ayant intégré le BrdU a savoir 'injection directement dans |’aire
gonadique avec 500mg/kg de BrdU. Les cellules marquées ont été principalement observées
a I'extrémité des pores évacuateurs, certaines du coté de I'épithélium cilié et d’autres du

coté de I'épithélium germinal.
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Figure I-13 : Immunomarquages BrdU dans I’aire gonadique de C. gigas. Les échantillons ont été prélevés 24 heures aprés
injection de 500mg/kg de BrdU dans l'aire gonadique. Le marquage (fleche) est observé a I'objectif 40 (gauche) et a
I'objectif 100 (droite) dans les pores évacuateurs (PE). AG : Aire Gonadique ; TG : Tubules gonadiques ; TR : Tissu conjonctif
de réserve ; GC : Cellules Germinales ; EC : Epithélium cilié ; PE : Pore évacuateur.

2.2.1. FMRFamide

L’anticorps dirigé contre le peptide FMRFamide a été testé dans le but d’observer du
tissu nerveux proche des tubules gonadiques. Le marquage fluorescent obtenu (vert) montre
la présence de peptides FMRFamide au niveau de l'aire gonadique (Figure 1-14). Ce
marquage est majoritairement observé dans des fibres nerveuses du coté de I'épithélium
cilié des pores évacuateurs. Quelques fibres nerveuses positives pour FMRF sont tout de
méme observées a coté de tubules gonadiques mais toujours dans une région proche des

pores évacuateurs.
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Figure I-14 : Immunomarquages FMRFamide dans I’aire gonadique de C. gigas. Le marquage FMRF observé est localisé au
niveau des pores évacuateurs (PE), majoritairement du c6té de I'épithélium cilié (EC). Quelques marquages FMRF sont
parfois observés dans l'aire gonadique (AG), proche de tubules gonadique (TG). PE: Pores évacuateurs,; TG : Tubule
Gonadique ; EC : Epithélium cilié ; GC : Cellules Germinales ; AG : Aire Gonadique ; FMRF : vert ; DAPI : bleu.

2.3. Discussion

Plusieurs marqueurs spécifiques sont utilisés classiquement pour identifier les cellules
souches et notamment les GSC. Certains acteurs sont exprimés par les cellules souches tels
gue les facteurs de pluripotence Sox2, KLF4, Oct4, C-myc et Nanog. La séquence Nanog n’a
pas pu étre identifiée chez I'huitre, ce facteur n’est pas non plus présent chez d’autres
especes invertébrées étudiées et ceci pourrait étre lié aux différences développementales
entre les vertébrés et les invertébrés (Ma et al., 2014). Les résultats obtenus lors de ce
travail concernant la protéine Sox2 n’ont pas permis de confirmer les observations faites par
de précédentes études chez C. gigas (Cavelier et al., 2017). Etant donné que I'anticorps est le
méme dans les deux études, des améliorations du protocole d’immunohistochimie utilisé
sont a envisager. De plus, chez des individus en premiere gamétogenese (Cavelier et al.,
2017), le nombre de cellules souches est peut-étre plus important que chez les adultes
étudiés lors de ce travail de thése. Ces cellules souches pourraient aussi présenter une
localisation un peu différente, la gonade étant restreinte aux pores évacuateurs et a
qguelques tubules gonadiques chez les individus en premiere gamétogenese. En ce qui
concerne KLF4 et Oct4, certaines cellules de la gonade présentent un marquage positif lors
des stades précoces de gamétogenese. Ces cellules sont localisées dans les tubules
gonadiques ainsi que dans I'épithélium germinatif des pores évacuateurs. Aucun marquage
au niveau de I'épithélium cilié des pores évacuateurs n’a été observé pour ces deux facteurs.

Ceci pourrait signifier que ces deux derniers pourraient permettre de marquer les cellules
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souches dans la gonade de I'huitre. Le marquage strictement cytoplasmique obtenu pour le
facteur Oct4 est surprenant puisque la localisation attendue de ce facteur de transcription
est nucléaire. Cependant, une étude réalisée chez I’humain a montré que deux isoformes de
Oct4, nommées Oct4A et Oct4B, peuvent étre issues d’épissage alternatif et présentent une
localisation cellulaire différente (Bhartiya et al., 2010). En effet, le marquage Oct4A observé
dans le testicule humain est présent dans le noyau de petites cellules alors que celui de
Oct4B est situé dans le cytoplasme de cellules plus grandes. Ces cellules positives pour Oct4B
sont localisées au bord du tube séminifere et sont des spermatogonies souches et ce
marquage disparait lorsque ces cellules se différencient (Bhartiya et al., 2010). Ainsi,
I'anticorps utilisé lors de notre étude pourrait cibler une protéine similaire a Oct4B chez
I’huitre ce qui expliquerait I'observation d’un marquage cytoplasmique seulement en début
de gamétogenése male. Ce marquage de possibles spermatogonies précoces chez I’huitre
peut constituer un bon outil pour cibler ces cellules dans des études ultérieures.

L'incorporation de BrdU dans cette étude a permis de confirmer la présence de cellules
a potentiel souche qui proliféerent dans I'épithélium germinatif des pores évacuateurs de
I’huitre (Cavelier et al., 2017). Ces cellules capables de prolifération intégrent le BrdU et le
conserve pendant au moins 24 heures. Ceci tend a suggérer une division cellulaire lente de
ces cellules puisque Jemaa et al. (2014) ont montré que seulement deux heures étaient
nécessaires a |'incorporation du BrdU dans des cellules progénitrices. De plus, la localisation
de ces cellules semble similaire a celle observée pour les cellules marquées par KLF4 et Oct4
et pour celles marquées par Sox2 dans I'étude de Cavelier et al. (2017). Ces résultats
indiquerait donc la présence de cellules a potentiel souche dans I'épithélium germinatif, coté
externe de la gonade, contre le manteau. Cependant, pour affirmer la nature germinale ou
somatique de ces cellules potentiellement souches, des deux c6tés des pores évacuateurs,
un marqueur spécifique des GSC ainsi que des criteres morphologiques sont nécessaires.

En ce qui concerne les marqueurs spécifiques des GSC, les résultats obtenus en
immunohistochimie pour Vasa feront I'objet d’un volet de la deuxieme partie de ce chapitre.
La production d’un anticorps homologue dirigé contre Piwil d’huitre ne nous a pas permis
d’obtenir de cellule marquée dans la gonade. D’autres protocoles d’'immunomarquages
seront envisagés notamment en pratiquant un démasquage pour augmenter l'acces de

I’anticorps a la protéine ciblée. En complément des marqueurs Vasa et Piwil étudiés dans ce
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travail, un immunomarquage Nanos pourra étre réalisé chez I'huitre afin de compléter les
résultats présentés dans cette these.

Dans I'étude de I'environnement proche des cellules germinales précoces incluant les
GSC, le marquage FMRFamide obtenu lors de ce travail a permis de montrer la présence de
fibres nerveuses localisées au niveau de I'aire gonadique. Le marquage est observé du coté
cilié des pores évacuateurs contre le manteau ce qui suggere une implication des peptides
FMRFamide dans I’émission des gametes matures en agissant probablement sur les
contractions du tractus reproducteur, comme cela a été proposé chez les céphalopodes
Octopus vulgaris (Di Cristo et al., 2002) et Sepia officinalis (Henry et al., 1999). Tres peu de
fibres nerveuses ont pu étre observées au niveau des tubules gonadiques aprés
immunohistochimie avec l'anticorps anti-FMRFamide. Si des structures nerveuses sont
proches des niches germinales, elles sont sans doute tres petites et difficiles a localiser. Les
observations faites en microscopie électronique, qui seront présentées dans la deuxiéme
partie de ce chapitre, n’ont pas permis par ailleurs de repérer de fibres nerveuses aux abords

des tubules gonadiques.

3. Partie B — Identification de GSC et progéniteurs potentiels
dans leur microenvironnement

Cette deuxieme partie du chapitre | a fait I'objet d’une publication dans Histochemistry
et Cell Biology. Elle comporte la détection immunologique dans l'aire gonadique de
I’'homologue de Vasa chez C. gigas couplée a une approche stéréologique d’histologie
guantitative développée lors de ce travail de these. L'identification de GSC potentielles a
permis de les localiser a I'échelle de la gonade et de caractériser des acteurs de la niche

germinale chez I'huitre.
3.1. Matériels et Méthodes

La partie « matériels et méthodes » est détaillée dans la publication.
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3.2. Principaux résultats

3.2.1. ldentification d’une population de cellules germinales précoces

chez I’huitre adulte

Une approche d’histologie quantitative a été développée afin d’identifier une
population commune aux différents stades de gamétogenése chez le male et la femelle et
d’estimer leurs volumes nucléaires. Les cellules mesurées ont été sélectionnées sur la base
de certains critéres de GSC a savoir : leur position le long du bord des tubules gonadiques,
I'aspect décondensé de la chromatine ainsi que le marquage positif de ces cellules par
I’anticorps homologue anti-Oyvlg. Par cette approche, une population de cellules germinales

précoces commune aux males et femelles a pu étre mise en évidence.

3.2.2. Vasa, un marqueur de cellules germinales précoces chez I’huitre

Les marquages réalisés avec I'anticorps a facon anti-Oyvlg ont permis de visualiser les
cellules positives dans l'aire gonadique. Il est apparu que le marquage cytoplasmique est
spécifique des cellules germinales et plus précisément des cellules germinales précoces a
tous les stades de gamétogenéses male et femelle. L'étude du transcrit oyvlg par qPCR a
révélé que son expression dans I'aire gonadique augmente en corrélation avec I'avancée en
gamétogenese. Afin de comparer la localisation de la protéine avec celle du transcrit, des
hybridations in situ ont été réalisées a tous les stades de gamétogenése (Figure I-15). De la
méme facon que pour le marquage protéique, le transcrit oyvlg est localisé dans les cellules
au bord des tubules gonadiques et concerne les cellules germinales précoces incluant les
GSC, les spermatogonies ainsi que les ovogonies. Ces résultats obtenus en hybridation in situ

sont en accord avec ceux de Fabioux et al. (2004b).
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Figure 1-15 : Localisation du transcrit oyvig a tous les stades de gamétogeneése. A —Stade 0, repos sexuel. B et C —Stades 1
femelle et male respectivement, proliférations goniales. D et E — Stades 2 femelle et male respectivement, différenciation
germinale. F et G — Stades 3 femelle et male respectivement, maturité sexuelle. TG : Tubules gonadiques ; eGC : Cellule
germinale précoce ; 00g : ovogonie ; oc : ovocyte ; spg : spermatogonie ; spc : spermatocyte ; spz : spermatozoide.
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3.2.3. ldentification de deux types de cellules germinales précoces et

caractérisation d’éléments de la niche germinale

L’aspect nucléaire des cellules constituant la population de cellules germinales précoces
a été particulierement étudié en stéréologie. En effet, en divisant le plus petit diamétre par
le plus grand diametre nucléaire, les deux mesurés pour chaque cellule de cette population,
le ratio d’élongation a été obtenu et utilisé comme indicateur de la forme du noyau. Grace a
ce ratio, deux types cellulaires ont été discriminés au sein de la population de cellules
germinales précoces. L'un des deux types cellulaires présente un noyau de forme ronde alors
qgue l'autre type possede un noyau de forme irréguliére. La différence de forme nucléaire est
bien visible en microscopie électronique a transmission ce qui a également permis
d’identifier différents acteurs pouvant constituer leur microenvironnement respectif. Les
deux types de cellules germinales précoces identifiés présentent un marquage Oyvlg,
retrouvé en immunogold, proche du nuage et des mitochondries. Autour de ces cellules
germinales précoces appuyées a la lame basale, une cellule somatique accompagnatrice est
toujours associée a la cellule germinale. L'utilisation d’un anticorps hétérologue anti-BMP2/4
a permis d’obtenir un marquage positif de ces cellules somatiques associées aux cellules
germinales précoces des deux types (Figure 1-16). Les deux types de cellules germinales
précoces (noyaux irréguliers et ronds) sont proches d’une cellule myoide qui forme la
structure du tubule gonadique. Dans un deuxiéme temps, ces deux types cellulaires ont pu
étre localisés dans l'aire gonadique totale en travaillant sur une coupe transversale entiere
numérisée. Cette approche a permis de montrer que les deux types cellulaires sont répartis
dans toute la gonade, sans localisation privilégiée. Les cellules a noyau irrégulier

représentent 27% de la population totale de cellules précoces identifiée.
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ey
Figure I-16 : Détection de BMP2/4 (anticorps hétérologue) dans le cytoplasme des cellules somatiques intragonadiques. A
—Stade 0, repos sexuel. B et C — Stades 1 femelle et male respectivement, proliférations goniales. D et E — Stades 2 femelle
et male respectivement, différenciation germinale. F et G — Stades 3 femelle et male respectivement, maturité sexuelle.
TG : Tubules gonadiques; eGC: Cellule germinale précoce; aSC: Cellule somatique associée; ISC: Cellule somatique
intragonadique ; oog : ovogonie ; oc : ovocyte ; spg : spermatogonie ; spc : spermatocyte ; spz : spermatozoide.
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3.3. Discussion

Les GSC forment une population cellulaire pérenne chez chaque individu permettant de
redonner une lignée germinale soit male soit femelle a chaque cycle de reproduction. Ce
travail a permis d’identifier chez un organisme hermaphrodite successif, I’huitre C. gigas,
une population de cellules germinales précoces sur la base de critéres spécifiques
(localisation au bord des tubules gonadiques, aspect décondensé de la chromatine dans le
noyau, détection du facteur vasa). Le marquage obtenu avec I'anticorps anti-Oyvlg confirme
la présence de cellules germinales précoces tout au long du cycle de gamétogenése aussi
bien chez les males que chez les femelles. De plus, ce marquage apparait restreint a la
gonade et plus précisément a la lignée germinale ce qui est en accord avec les travaux de
Cavelier et al. (2017) et ceux de Fabioux et al. (2009). Cependant, ces résultats different de
ceux décrits par Milani et al. (2017) probablement a cause de la différence d’anticorps.
L’étude du transcrit oyvlg au cours du cycle de gamétogenése a révélé sa présence dans les
cellules germinales précoces au sein des tubules gonadiques, tout au long des
gamétogeneses male et femelle, comme cela a été observé pour la protéine Oyvig.

La population de cellules germinales précoces identifiée a pu étre divisée en deux types
cellulaires sur la base de I'aspect du noyau, irrégulier ou rond. Ces deux types cellulaires sont
répartis de maniere identique dans I'ensemble des tubules gonadiques constituant la
gonade, les cellules présentant un noyau irrégulier constituent 27% de la population de
cellules germinales précoces. Ces résultats confrontés a des données bibliographiques nous
ont conduits a définir les cellules germinales précoces a noyau irrégulier comme les GSC
potentielles chez I'huitre. Les cellules germinales précoces présentant un noyau rond
représentent 73% de la population totale identifiée, ont les mémes caractéristiques chez les
males et chez les femelles et correspondent probablement aux progéniteurs. De plus,
d’aprés les observations en microscopie électronique a transmission, ces cellules forment
souvent des groupes et ne semblent pas directement en contact avec la lame basale. Chez le
male, les progéniteurs décrits dans notre travail correspondent probablement aux
spermatogonies | décrites par Franco et al. (2008), avec un noyau rond de diameétre
équivalent et les mémes caractéristiques morphologiques. Il serait intéressant de
caractériser la lignée germinale femelle chez C. gigas et particulierement les ovogonies afin

de déterminer s’il en existe également plusieurs types. En effet, chez une huitre proche, C.
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virginica, les spermatogonies et ovogonies précoces ont un méme diametre nucléaire qui
correspond aussi a celui des progéniteurs décrits dans notre travail (Eckelbarger et Davis,
1996a, 1996b). Ces gonies précoces males et femelles pourraient donc correspondre au type
cellulaire de progéniteurs décrit dans notre travail chez C. gigas.

L'observation des GSC et progéniteurs potentiels en microscopie électronique a
transmission a permis d’identifier un microenvironnement similaire incluant une cellule
somatique trés proche de la cellule germinale. Les cellules somatiques ainsi associées aux
GSC ou progéniteurs potentiels présentent un marquage positif pour BMP2/4. Cependant,
ces résultats étant obtenus avec un anticorps hétérologue, I'identité de la protéine marquée
n’est pas certaine. En effet, une analyse de séquence avait montré que cet anticorps pouvait
également cibler deux autres membres des TGF-B : Cg-Gbb et Og-TGFB-like (Franco, 2009).
Ces résultats suggerent l'implication des voies de signalisation TGF-B dans les étapes
précoces de gamétogenese sans pouvoir affirmer précisément le ou les facteur(s) engagés. Il
semblerait que ce ou ces facteur(s) agissent via les cellules somatiques appartenant a la
niche germinale chez I'huitre.

L’étude d’un cas d’hermaphrodisme simultané (données en annexe de ce chapitre) a
permis d’observer les deux types, GSC et progéniteurs potentiels identifiés chez le male et la
femelle. Ceci montrerait qu’une population pérenne de GSC potentielles est commune a
tous les individus et leur permettrait de redonner une lignée germinale chaque année.

A l'issue de ce premier chapitre, des questions restent en suspens quant a la nature des
cellules souches a I'origine du renouvellement des cellules germinales et somatiques dans la
gonade d’huitre. Notre travail a permis d’identifier une GSC potentielle dans le tubule
gonadique. Cette GSC pourrait dériver d’'une cellule souche plus amont, située dans
I’épithélium germinatif des pores évacuateurs et qui pourrait étre celle présentant un
marquage anti-KLF4, dans ce travail, et Sox2, dans le travail de Cavelier et al. (2017). Pour
poursuivre ce travail, il sera intéressant d’étudier les lignées somatiques males et femelles
afin de déterminer si leur origine est commune ou différente de celle de la lignée germinale
et si elles comportent un ou plusieurs types cellulaires au sein d’'un méme sexe ou selon le

sexe.
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Abstract

While our knowledge of bivalve gametogenesis recently progressed, data on early stages of gametogenesis remain to be
developed, especially when dealing with germinal stem cells (GSC) and their niche in these organisms. Here, we wish to
develop a strategy to identify putative GSC in Pacific oyster Crassostrea gigas based on morphological criteria combined
with vasa marker expression. A histological quantitative approach, based on stereology, allowed us to identify two types of
early germ cells in the germinal epithelium, one presenting round nuclei and the other irregular ones. Both early germ cell
types present slightly condensed chromatin in nucleus, are vasa-positive and the Oyvlg (oyster vasa-like gene) expression in
these cells is recorded throughout the whole gametogenesis process. The microenvironment of an early germ cell in oyster
includes an associated somatic cell presenting an immunolabeling for BMP2/4 and a close myoid cell. In agreement with
the GSC characteristics in other species, we postulate that putative germ stem cells in C. gigas correspond to the early germ
cell type with irregular nucleus shape; those early germ cells with a round nucleus may consist in progenitors.

Keywords Germinal stem cell - Germinal niche - Lophotrochozoans - Crassostrea gigas - Quantitative histology - Vasa

Introduction

Reproduction ensures the sustainability of a species, it pre-
sents much diversified processes but the earliest stages of
gametogenesis are well conserved among species. It is of the
utmost importance to know the characteristics and function-
ing of GSC in an organism to understand the regulation of
these early stages of gametogenesis. There is only few data
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available on GSC and their microenvironment in lophotro-
chozoans. In terms of development, organization and physi-
ology, lophotrochozoans differ largely from the two other
major phylogenetic clades of bilaterian animals (Adoutte
et al. 2000). However, their relatively simple organization
and their ancestral position in phylogenetic trees make them
an interesting case to study in terms of evolutive and fun-
damental biology.

Among lophotrochozoans, in phylum of Platyhelminths,
planarian stem cells were widely studied and some remark-
able adult stem cells named neoblasts could be described in
these flatworms. These cells are pluripotent cells by nature
and are able to differentiate between all zygotic cell types
included somatic and germ cells (Rossi et al. 2008; Baguiia
2012; Rink 2013). These organisms present asexual and
sexual reproduction modes, depending on the species. To
enhance our understanding of GSC nature in lophotrochozo-
ans, studying a species exempt of asexual reproduction mode
is particularly interesting. The oyster Crassostrea gigas
reproduces only by sexual reproduction mode and presents
an annual reproductive cycle. In this alternative hermaph-
rodite, germ and somatic lines present in the gonad may be
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male or female lines depending on the adult reproductive
cycle. Gonadal tubules embedded in a dense conjunctive tis-
sue specialized in glycogen storage form the gonad located
between the visceral mass and the mantle (Berthelin et al.
2000a, b). The course of gametogenesis as well as the gonad
structure have been described (Steele and Mulcahy 1999;
Heude Berthelin et al. 2001; Franco et al. 2008).

Each year, the storage tissue redevelops at the time of
the first gonial mitosis, and then development of germline
leads to a progressive regression of the storage tissue. At
the end of each gametogenetic cycle, after the emission of
gametes, the storage tissue is broadly depleted and gonadal
tubules appear almost empty (Berthelin et al. 2000a). Dif-
ferent stages of gametogenesis are described in this species
(Heude Berthelin et al. 2001; Franco et al. 2008). At the
quiescent stage (stage 0) the early germ cells present in the
tubules are not sufficiently differentiated to allow sex identi-
fication and no mitotic activity is noted. The early develop-
ment of germinal epithelium (stage 1) is characterised by the
beginning of the gonial proliferation. During the stage 2 of
gametogenesis, all the germ cell types are observed in the
germinal epithelium with a minor proportion of mature gam-
etes. The last stage of gametogenesis (stage 3) corresponds
to the mature reproductive stage where mature gametes con-
stitute the majority of the germ cells present in the tubules.

Recent sequencing of the genome of C. gigas (Zhang
et al. 2015) and the availability of several transcriptomes
(Dheilly et al. 2012; Zhang et al. 2012; Zhao et al. 2012)
give access to stem cell putative markers which are also
helpful to localize and characterize GSC in this species.
Markers of stemness are usually used in histochemistry and
immunochemistry approaches to identify the GSC. Recent
publication of Cavelier et al. (2017) reports alkaline phos-
phatase activity in germ cells localized in outer genital C.
gigas gonad ducts. The dynamics of stem cells was also clas-
sically investigated using BrdU or phosphorylated-histone
H3 labelling to detect quiescence or reduced rate of prolif-
eration (Newmark and Alvarado 2000; Jemaa et al. 2014).
The expression measurement of specific and conserved
markers of germ stemness, among bilaterians (Vasa, Nanos,
Piwi for example) was also commonly used to localize GSC
(Juliano et al. 2010; Brown and Swalla 2012; Maceren-Pates
et al. 2015). In particular, Vasa, an evolutionary conserved
DEAD-box RNA helicase that plays different functions in
germ cell formation and germline maintenance is one of
evolutionarily conserved germ cell marker (reviewed in
Lasko 2013) therefore, GSC. In C. gigas, it has recently been
shown that the nanos transcript was detected in early germi-
nal cells and the authors suggested its implication in the dif-
ferentiation of cells with stem cell-like properties (Xu et al.
2018). In the oyster and more broadly in bivalves, Vasa is for
the moment the only one marker of germ cells at the protein
level. Fabioux et al. (2004b) showed that, in the particular
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case of oyster C. gigas, the vasa-like gene (Oyvlg) is spe-
cifically expressed in gonad tissue as well as the protein
(Fabioux et al. 2009) but the cellular location of this protein
was not investigated. More recently, Cavelier et al. (2017)
identified Vasa-positive germ cells in gonad ducts in the ear-
liest stages of gametogenesis. Likewise, Obata et al. (2010)
detected Vasa-positive cells in the Mytilus galloprovincialis
mussel and Milani et al. (2015, 2017) confirmed by immuno-
detection that Vasa is a germ cell marker in several bivalve
species. The morphological criteria of stem cells are also
commonly used for GSC identification as elevated nucleo-
cytoplasmic ratio, slightly condensed chromatin, the pres-
ence of a nuage in the cytoplasm, associated with numerous
and round mitochondria (Chiarini-Garcia and Russell 2001,
2002). In C. gigas, Franco et al. (2008) described an early
spermatogonia type; however, for the time being, the germ
stem cell at the origin of both male and female germlines
in this alternative hermaphrodite are neither identified nor
described. Stereological approach is applied to characterize
cell types or structural changes in cells fields such neurol-
ogy (Schmitz and Hof 2005; Golub et al. 2015), cancer cell
biology (Ladekarl 1998; Meijer et al. 1998) and reproduc-
tive biology (Johnson et al. 2008; Silva et al. 2010). The
stereological approach allows investigating a large number
of samples from a routine technique like histology. Stereol-
ogy is based on the principles of geometry and statistics
and provides an unbiased quantitative tool allowing access
to estimation of 3D parameters based on the structures of
2D sections (Garcia et al. 2007; Brown 2017). This method
could be of interest to investigate GSC identity in C.gigas.

GSC commonly reside in a special microenvironment,
termed germinal niche, provided by somatic support cells,
in which they both self-renew and produce progenitors that
start the differentiation process while leaving the niche (for
review see Spradling et al. 2011). Some elements of the
niche appear conserved in the protostomes (Lophtrocho-
zoa and Ecdysozoa) and in deuterostomes as the extracel-
lular matrix which supports the stem cells, some associated
somatic cells and myoid cells and a nervous network (Scad-
den 2006; Ferraro et al. 2010).

The different actors of the niche integrate several molecu-
lar signals to ensure functional and structural roles in stem
cells destiny. This particular microenvironment controls the
stem cells stock by the regulation of their properties of pro-
liferation, auto-renewal and differentiation (Scadden 2006;
Morrison and Spradling 2008). These mechanisms are con-
trolled by different signaling pathways as Wnt/p-catenin,
Notch, insulin and Transforming Growth Factors § (TGF-f)
(Ferraro et al. 2010). TGF-f (activins and Bone Morphoge-
netic Proteins BMP), are particularly involved in the control
of cell proliferation and in the maintenance of stem cells
in numerous species. In C. gigas, previous findings dem-
onstrated the occurrence of a diversity of TGF-f signaling
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components including various ligands and two subfamilies
of receptors: type I receptors, type II BMP/activin, and
most of the Smad downstream transducers (Herpin et al.
2004, 2005; Le Quere et al. 2009). Oyster-gonadal-TGF-f
(og-TGF-p) was classified as a derived member of the TGF-f
superfamily (Fleury et al. 2008). According to the authors,
its expression appeared to be gonad-specific and located in
associated somatic cells surrounding the germ cells in both
male and female. The in vivo og-TGF-f dsRNA injection
into the oyster’s gonad, when injected at the initiation of
gametogenesis, leads to a reduction of the number of germ
cells in both male and female (Huvet et al. 2012). Among
identified ligands in oyster, Crassostrea gigas-Glass bottom
boat (Cg-Gbb) was found to present a homology with Gbb of
drosophila as well as with the human Bone Morphogenetic
Protein 8 (BMP8). Cg-mGDF, a homologous of the dros-
ophila Decapentaplegic (Dpp) and of the human BMP2/4,
is also conserved in C. gigas. This ligand in drosophila is
essential for the regulation of germ stem cells stock in the
gonad (Xie and Spradling 1998) and is expressed by somatic
cells in the germinal niche in male and female (Jagut and
Huynh 2007).

Here, we report an original approach to locate and char-
acterize putative GSC in a sexually reproducing lophotro-
chozoan organism, the Pacific oyster Crassostrea gigas. To
identify putative GSC we used a histological quantitative
approach based on morphological criteria of GSC combined
with the detection of Vasa-positive germ cells in the gonad.
Microenvironment of identified putative GSC was also spec-
ified using an anti-BMP2/4 antibody.

Materials and methods
Animals

Pacific oysters (Crassostrea gigas, 2 years old) were pro-
vided by a commercial oyster farm in Saint-Vaast la Hougue
(Manche, France). Every 2 months, 30 diploid oysters were
sampled. Ploidy was individually verified on gill tissue sam-
ples according to the protocol set up by Jouaux et al. (2010).

Light microscopy

Transverse sections were fixed for histology in Davidson’s
fixative at 4 °C (10% glycerol, 20% formaldehyde, 30% etha-
nol 95°, 30% sterile seawater, 10% acetic acid) for 48 h. The
tissue samples were dehydrated in successive dilutions of
ethanol, then transferred in butanol (Carlo Erba, France) and
embedded in paraffin wax (Roth, France). Three microm-
eters sections were stained according to the Prenant-Gabe
trichrome or Feulgen staining protocols (Gabe 1968). The

stages of the gametogenetic cycle were individually deter-
mined according to Heude Berthelin et al. (2001).

Quantitative histology

The quantitative histological approach consists of two steps
(online resource 1). The first step consisted in selecting
three animals at each stage of male and female gametogen-
esis, and each corresponding slide was treated according
to the Feulgen staining protocol (Gabe 1968). Each slide
was used to photograph a series of 25 fields (objective 100)
dispatched on the whole gonadal area using a Nikon eclipse
80i microscope and a Nikon DS-Ri2 camera with the Nikon
software. According to the literature, the fields were chosen
along the gonad tubule wall to reveal the preferential loca-
tion of GSC. The nucleus located along the tubule wall and
exhibiting a slightly condensed chromatin (stemness criteria)
were measured by line-intercept sampling according to the
method described by Gundersen and Jensen (1985). Thanks
to computer program designed to automate measurement of
targeted cells, a total of 196,149 cells were measured for the
whole set of gametogenetic stages studied in this first step.
A stereological estimation of the volume-weighted mean
volume was thus calculated using the Cruz-Orive and Hun-
ziker (1986) ruler for each stage and sex. The second step in
the histological quantitative study on the selected Feulgen
stained slides consisted in the measurement of an ellipse
surrounding each nucleus of interest for computer calcula-
tions of the longest and the shortest diameters. A total of
1410 cells were measured for the second step after Feulgen
staining. The calculation of elongation ratios, consisting in
dividing the shortest diameter by the longest diameter, gives
an accurate idea of the nucleus shape (round nucleus > 0.8,
irregular nucleus <0.8). The elongation ratios were also
calculated for Oyvlg positive cells after immunolabelling
for one selected slide for each gametogenesis stage. A total
of 952 cells were measured for the second step after Oyvlg
immunolabelling. All measures were performed using Fiji
software. The reproducibility of the measurements was
evaluated by measuring all the cells of one field (10 cells),
10 times each, and no significant difference was observed
in the variance (variance test,  =0.05). The coefficient of
variation was calculated on the basis of these measurements,
by dividing the standard deviation by the mean.

Whole Slide Image (WSI) was obtained using an Aperio
scanner (magnification 40 X) and nuclei of interest were
spotted using QuPath software (Bankhead et al. 2017).

Oyvlg antibody
Anti-Oyvlg antibody was kindly provided by C. Fabioux

(UBO, France) and C. Corporeau (Ifremer, France). This
rabbit polyclonal antibody, produced by Millegen (Labege,
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France), targeted two peptides (GSKNDGESSGFGGG and
EEGHFARECPEPRK) specific of the Oyvlg amino acid
sequence. The specificity of this antibody in oyster gonad
was attested in Fabioux et al. (2009).

Immunohistochemistry

Three and ten-micrometer sections were deparaffinized for
immunolabelling and immunofluorescence procedures,
respectively. Immunolabelling was performed according to
Franco et al.’s indications (2010). Control without primary
or secondary antibodies were performed. Rabbit polyclonal
primary antibodies, anti-BMP2/4 (sc-9003, Santa Cruz
Biotechnology, USA) and anti-Oyvlg were diluted at 1:50
and 1:500, respectively. For anti-BMP2/4, antigen retrieval
was done by immersing the sections in saponine 0.05% for
30 min. The secondary antibody used was the horseradish-
peroxidase conjugated polyclonal swine anti-rabbit Immu-
noglobulins (P0399, Dako Agilent Technologies, USA)
diluted at 1:100. For immunofluorescence labelling with
Oyvlg, rehydrated sections were incubated in 3% H,0,/PBS
(500 mM NaCl, 10 mM Na2HPO4, 3.1 mM KH2PO4, pH
7.4) overnight at 4 °C as prescribed by Chong et al. (2011).
The sections were washed with PBS and incubated in the
saturation solution (10% normal goat serum, 0.25% BSA, 1%
Triton X-100) for 1 h at 4 °C. The Oyvlg antibody, diluted
at 1:500 in the saturation solution, was dropped on the incu-
bated sections overnight at 4 °C. The sections were washed
and incubated with the donkey anti-rabbit IgG secondary
antibody Alexa Fluor® 488 conjugate (A-21,206, Thermo
Fisher Scientific, France) diluted 1:1000 in PBS for 2 h at
room temperature. The sections were washed in PBS and
mounted in Vectashield® with DAPI. Immunolabelling
were repeated at least three times. The photographs in light
microscopy were obtained using a Nikon eclipse 80i micro-
scope and a Nikon DS-Ri2 camera with the Nikon software
and those in fluorescence were obtained using the Olympus
FLUOVIEW FV1000 confocal laser scanning microscope
and the Olympus software FV10-ASW 4.2. Image process-
ing was done using Fiji software.

RNA probe synthesis

Digoxigenin-labelled RNA probes were synthetized from the
clone of an oyvlg fragment (1745 bp) by PCR using a cDNA
library normalized to all tissues and developmental stages of
C. gigas and specific primers (Forward: 5'-ACGTGCGTA
AAGCCCAGTAT-3' and Reverse: 5'-CAATCCGCCGAA
CATTACTT-3'). RNA probes were labelled using the DIG
RNA labelling kit (SP6/T7) (Roche) as recommended by
Fabioux et al. (2004b).
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In situ hybridization (ISH)

Three-micrometer sections mounted on Superfrost Ultra
Plus slides were heated overnight at 37 °C, 2 min at 56 °C
and 30 min at room temperature before dewaxing and rehy-
dration in serial ethanol dilutions. The sections were treated
with Proteinase K (5 pg/mL in Tris—EDTA Buffer pH 8)
for 5 min and rinsed in PBS. Post-fixation in PBS/PFA
4% (7 min) was done before rinsing in PBS (3 min) and
in 2X SSC (2 X5 min). The sections were pre-hybridized
for 60 min at 50 °C in hybridization buffer (4X SSC, 10%
dextran sulfate, 1X Denhardt’s solution, 2 mM EDTA, 50%
deionized formamide, 500 pg/mL salmon genomic DNA)
before the hybridization step with 200 ng/mL of RNA probes
in hybridization buffer overnight at 50 °C. Sections were
rinsed in 2X SSC (5 min) and treated with 60% formamide
in 0.2X SSC (3 x5 min), at 55 °C before rinses in 2X SSC
(2% 5 min) and in 100 mM Tris—HCI pH 7.5 with 150 mM
NaCl (5 min) at room temperature. The slides were then
treated for 30 min with blocking buffer (100 mM Tris—HCl
pH 7.5, 150 mM NacCl, 1% blocking reagent) before incu-
bation with the alkaline phosphatase-conjugated anti-DIG
antibody (polyclonal, Fab fragments) diluted 1:2000 in
blocking buffer. Rinses were performed with 100 mM
Tris—HCI, 150 mM NaCl (2 x5 min) and with detecting
buffer (100 mM Tris—HCI pH 9.5, 100 mM NacCl, 50 mM
MgCl,, 10 min). An overnight incubation with a BCIP/
NBT STOCK solution diluted at 1:50 and a rinsing process
in Tris—EDTA buffer (5 min) were done. Dehydration was
made in 100% ethanol (2 X 1 min) and in Roti-Histol (5 min)
before mounting. Negative controls were performed with
sense probes. ISH was performed in triplicates.

RNA extraction and cDNA synthesis

For each of the gametogenesis stages, four pools of three
gonadal area samples were done. Tissues were ground in
1 mL of TriReagent at room temperature (Sigma Aldrich,
France). One hundred microliters of 1-Bromo-3-chloropro-
pane (Sigma Aldrich, France) were added and samples were
vortexed before a 15 min centrifugation at 4 °C. The aque-
ous phase was recovered and the total RNA extraction was
performed using Nucleospin RNA II kit (Macherey—Nagel).
The RNA samples were reverse transcribed as recommended
by Dheilly et al. (2012).

Real-time polymerase chain reaction

The primers sequences for Oyvlg (Forward: 5'-CACAAG
TCAGACCGAGTGCA-3" and Reverse: 5'-GCGATG
GTGTGATGATTGGC-3') and EFla (Forward: 5'-ACG
ACGATCGCATTTCTCTT-3' and Reverse: 5'-ACCACC
CTGGTGAGATCAAG-3") were designed using Primer3
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software and folding analysis (http://unafold.rna.alban
y.edu/?q=mfold). Quantitative PCR were done using 1X
GoTaq SYBR Green Mix (Promega, France), 8.85 ng cDNA
and 900 nM of each primer in a final volume of 15 puL. Each
run consisted of one cycle of 5 min at 95 °C followed by 45
cycles of 15 s at 95 °C and 45 s at 60 °C. Specific amplifica-
tion of the target sequence was estimated by constructing
melting curves (80 cycles of 10 s, increasing the temperature
by 0.5 °C step from 55 °C to 95 °C). The reference gene
(EFla) was selected among the three tested housekeeping
genes (GAPDH, Arfl, EFla) after the checking of constant
expression and in agreement with previous studies using the
same tissues and species (Fabioux et al. 2009; Dheilly et al.
2011; Dubos et al. 2016).

Electron microscopy

Small pieces of gonadal area tissue were sampled and
immersed for 16 h at 4 °C in a fixative solution (2.5% gluta-
raldehyde, 0.31 M cacodylate, 0.25 M saccharose, pH 7.4).
The samples were rinsed in 0.38 M cacodylate buffer with
0.28 M saccharose at 4 °C and post-fixed for 2 h with 1%
osmium tetroxide in 0.2 M cacodylate buffer containing
0.365 M saccharose. Tissues were dehydrated in ascending
acetone concentrations and embedded in Epon. Ultrathin
sections were mounted on coated copper grids and con-
trasted with uranyl acetate followed by lead citrate. Ultrathin
sections were examined with a JEOL1011 transmission
electron microscope. Image processing was done using Fiji
software.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using a variance test and
a non-parametric one-way analysis with permutation test on
R 3.4.3 and RStudio software (¢ =0.05).

Results
Quantitative histology

The first step of the histological quantitative approach
allowed us to obtain the volume-weighted mean volume of
germ cells nuclei which we wish to focus on here (early
germ cells) at each stage of the gametogenesis (Fig. 1a). It
appeared that most of the stages of the gametogenesis shared
some common nucleus volumes (range between 76.91 and
97.67 um?). This common population of early germ cells
was found in four of the seven stages of the gametogenesis
(no significant difference): in the quiescence stage (St0),
the male gonial mitosis initiation stage (St1M), the female
germline development stage (St2F) and the female sexual

maturity stage (St3F). To characterize sub-populations of
early germ cells, the second measurement step was con-
ducted by studying only the four stages of interest men-
tioned above (Fig. 1b). For these four stages, the longest
diameters of the nuclei of interest were measured first on the
Feulgen stained slides and then on Oyvlg immunolabelled
slides and further compared (Fig. 1b). The statistical analy-
sis revealed that, for each stage, the nucleus measurements
did not display any difference between Feulgen staining and
Oyvlg immunolabelling, except in the gonial mitosis ini-
tiation stage in male. Moreover, no significant difference
was found between the quiescence stage, the development
and sexual maturity stages in female. The nuclei diameters
shared in the four stages ranged from 4.06 to 6.82 um. Early
germ cells presenting determined diameter were located
along the tubule wall, presented a nucleus with slightly con-
densed chromatin (Fig. 1c) and an Oyvlg positive labelling
(Fig. 1d), they were closely associated to a differentiated
somatic cell (aSC) (Fig. 1c, d).

Nucleus elongation ratios (shortest diameter/longest
diameter) of the early germ cell identified population were
calculated for cells of interest stained with Feulgen or immu-
nolabelled with Oyvlg. These elongation ratios ranged from
0.42 to 1 (Fig. 2). This result reflected that early germ cells
present a round or irregular nucleus. To discriminate sub-
populations in early germ cells, a coefficient of variation of
0.09 was calculated according to the evaluation of meas-
urements reproducibility. Using this coefficient, we distin-
guished two sub-populations of early germ cells depending
on their nucleus elongation ratios. The first sub-population
presented round nuclei with an elongation ratio that is
strictly superior to 0.8 and corresponded to 73% of the total
early germ cells population. The second sub-population of
early germ cells presented irregular nuclei with an elonga-
tion ratio equal or below to 0.8 and represented 27% of the
total early germ cells population.

Oyvlg immunolabelling

Immunofluorescence detection using the Oyvlg antibody
showed a specific signal in germ cells (Fig. 3). Cytoplas-
mic signal in germ cells was observed in the gonad through
the reproductive cycle. During the quiescence stage, only
large cells presenting an aspect of early germ cells were
labelled (Fig. 3b). These cells are located along the wall of
the tubule and present nuclei with slightly condensed chro-
matin underlined by DAPI staining (Fig. 3b inset). In the
following stages of gonial mitosis initiation (Fig. 3c,male
and Fig. 3d, female), germline development (Fig. 3e, male
and Fig. 3f, female) and sexual maturity (Fig. 3g, male and
Fig. 3h, female), Oyster Vasa positive labelling is observed
only in early germ cells. It could be noted that the slight
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Fig. 1 Graphical representa-
tion of the two-step histological
quantitative approach. a Step

1 of the quantitative approach
led us to estimate the volume-
weighted mean volume of each
field (75 fields per game-
togenesis stage). The common
population at the most stages

of gametogenesis (four stages,
colored in black) is represented
by the dotted lines. b Step 2 of
the quantitative histology led us
to measure the longest diameter
of each nucleus of interest

on the four selected stages of
gametogenesis (S70 quiescence
stage, St/M male gonial mitosis
initiation stage, St2F female
development stage, St3F female
sexual maturity stage). The
longest diameters of nucleus
measured after Feulgen staining
are represented on the left-end
side of the figure and those
measured after Oyvlg immu-
nolabelling are represented on
the right-end side. The common
nucleus population in both Feul-
gen staining and Oyvlg immu-
nodetection is represented by
the dotted lines. The letters indi-
cate the significant differences;
the number of cells measured is
annotated (n). Insets ¢ (Feulgen
staining) and d (Oyvlg immuno-
detection): Aspect of early germ
cells belonging to the common
population. Tubule wall (TW),
early germ cell (eGC) and asso-
ciated somatic cell (aSC). Scale
bars: 5 um (c, d)
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staining observed in DAB immunolabelling around GSC
was not noticed in immunofluorescence detection of Oyvlg.

Oyvlig expression

gPCR data showed that oyvlg transcript appears to be
expressed throughout the gametogenesis for both male
and female with significant increase correlated to the
gametogenesis progress and with an expression that is
significantly higher in the sexual maturity stage in female
(Fig. 4a). To compare protein and transcript locations, in situ
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Stages of gametogenesis (Oyvlg labelling)

hybridization was performed during the earliest stages of
gametogenesis (Fig. 4b—d). Early germ cells were stained
with the same pattern as Oyvlg protein expression labelling.

Germinal niche

The microenvironment or germinal niche of both types of
early germ cells identified by quantitative histology was
studied. At photonic scale, early germ cells appear to be
closely surrounded by at least one associated somatic cell
and are closed to a myoid cell (Fig. 5a). The associated
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Fig.2 Graphical representation of the elongation ratios for each
nucleus diameter between 4.06 um and 6.82 um corresponding to the
cell population of interest for the four gametogenesis stages selected
(810 quiescence stage, St/M male gonial mitosis initiation stage, St2F
female development stage, St3F female sexual maturity stage). The

somatic cells surrounding early germ cells are immunola-
belled by a BMP2/4 antibody (Fig. 5b). Electron micros-
copy allowed to precise the structure of the germinal
niche in oyster (Fig. 6). A continuum of the two types
of early germ cells (with irregular or round nucleus) was
observed several times in the gonadal tubule (Fig. 6a).
Microenvironment of both early germ cell types (Fig. 6b,
c¢) shared common elements: the location of early germ
cell against the basal lamina near a myoid cell (Fig. 6d, e)
and the presence of at least one closed associate somatic
cell (Fig. 6f, g). Somatic cell associated with early germ
cell sometimes contained some phagolysosomes in its
cytoplasm (Fig. 6e). Both early germ cells types presented
a nucleus with slightly condensed chromatin and a dis-
tinctive nuage in cytoplasm associated with numerous and
round mitochondria (Fig. 6h, i). It has been noted that
the early germ cells with round nucleus were quite often
combined in two’s or four’s.

Finally, the distribution of the both types of early germ
cells with round (Fig. 7a, b, red circles) and irregular
(Fig. 7a, b, blue circles) nuclei was studied on a whole
gonad section (whole slide image, WSI). Both early
germ cells types are uniformly distributed in the oysters’
gonad tubules, from the outer (against mantle) to the inner
(against digestive area) parts of the gonad. The specificity
of the vasa detection is evaluated by a negative control
(Fig. 7c, d).

elongation ratios obtained after Feulgen staining measurements are
represented by circles and those obtained after Oyvlg immunolabel-
ling measurements are represented by triangles. The elongation ratios
that are strictly superior to 0.8 correspond to round nuclei while the
elongation ratios that are below 0.8 correspond to irregular nuclei

Discussion

The oyster C. gigas belongs to the lophotrochozoans,
which presents very heterogeneous reproduction modes.
In this alternative hermaphrodite, gonad cells (somatic
and germ cells) are able to differentiate in female or male
lines depending on the seasonal reproductive cycle. The
germline is renewed each year and this study presents a
quantitative and qualitative approach to better character-
ize the GSC in their niche in adult oyster. Previous studies
carried out on the spermatogenesis of two molluscan spe-
cies (C. gigas and Mytilus galloprovincialis) described two
types of spermatogonia in the germinal epithelium (Franco
et al. 2008; Prisco et al. 2017).

First, a population of early GC is identified
in the oyster adult gonad

Germinal stem cells form a sustainable and scarce popula-
tion that is common to all sexes and stages of C. gigas’
reproductive cycle. The first result concerning the mean
volume of the germ cells nuclei of interest revealed a
common population of germ cells apparent in four stages
of the gametogenesis: the quiescence stage, the gonial
mitosis initiation stage in male, the developmental and
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Fig. 3 Immunofluorescence
detection of Oyvlg in male and
female gonad tubules (GT) of C.
gigas throughout the game-
togenesis. a Negative control

b Quiescence stage, few early
germ cells (eGC) are positive to
Oyvlg antibody and are found
close to an associated somatic
cell (aSC) (b inset). In male

(c, e, g) and female (d, f, h)
gametogenesis stages, Oyvlg
immunodetection was restricted
to germ cells. For gonial mitosis
initiation (¢ male and d female),
germline development (e

male and f female) and sexual
maturity stages (g male and h
female), Oyvlg immunolabel-
ling is observed from gonia to
early oocytes and spermato-
cytes. Spermatogonia (spg),
spermatocytes (Spc) sperma-
tozoa (spz), oogonia (0og) and
oocyte (oc). Scale bars: 10 um
(a=h) and 5 pm (b inset)
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Fig.4 Expression and location of oyvlg transcript in C. gigas. a
Quantification of oyvlg transcript by qPCR at each stage of game-
togenesis. Location of oyvlg transcript in the C. gigas gonad tubules
by in situ hybridization at the earliest stages of gametogenesis, the
quiescent stage of gametogenesis (b), the gonial mitosis initiation

stages in female (c¢) and male (d). St0 quiescence stage, StIF and

Fig.5 Characteristics of the
early Germ Cells (eGC) and
their microenvironment in C.
gigas. a Feulgen staining of an
early germ cell (eGC) closely
related to an associated somatic
cell (aSC) and a myoid cell
(MC). b BMP2/4 immunode-
tection in the aSC cytoplasm

in gonad tubules and negative
control (inset). eGC early germ
cell, aSC associated somatic
cell, MC myoid cell, TW tubule
wall, GT gonad tubule. Scale
bars: 10 um

M female and male gonial mitosis initiation stages, St2F and 2M
female and male development stages, St3F and 3M female and male
sexual maturity stages. Letters indicate significant differences. Gonad
tubules (GT), early germ cells (eGC), oogonia (0oog), spermatogonia
(spg). Scale bars: 10 pm

GT
‘asc
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.
»

@ Springer



Histochemistry and Cell Biology

Fig.6 Ultrastructural charac-
teristics of the germinal niche
in C. gigas. a Continuum of the
two early germ cell (eGC) types
in their microenvironment. b
Ultrastructure of the niche of
early germ cell with irregular
nucleus (eGCir). ¢ Ultrastruc-
ture of the microenvironment
of early germ cell with round
nucleus (eGCr). d, e Details of
the basal lamina (BL) and the
myoid cell (MC) of the micro-
environment of both early germ
cell types (irregular and round
nucleus, respectively). f, g Char-
acteristics of each associated
somatic cells (aSC) observed.
h, i Both early germ cells with
irregular nucleus (eGCir) and
early germ cells with round
nucleus (eGCr) present a nuage
(n) associated with numer-

ous mitochondria (m). eGCir
early germ cell with irregular
nucleus, eGCr early germ

cell with round nucleus, aSC
associated somatic cell, MC
myoid cell, BL basal lamina, m
mitochondria, n nuage. Scale
bars: 1 um (a—c); 0.5 um (d-g)
and 0.2 um (h, i)
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Fig.7 Location of putative
germinal niches in the gonad of
C. gigas. a Whole slide image
of Oyvlg labelling at the quies-
cence stage of gametogenesis
(Stage 0). b Inset of the whole
slide image. ¢, d Details and
negative control of the dashed
box area in the inset (magni-
fication 100). Each putative
germ stem cell belonging to the
population of interest at this
stage (nucleus diameter between
4.06 um and 6.82 um) are cir-
cled in the gonad area. The red
circles correspond to the round
nuclei with an elongation ratio
which is strictly superior to 0.8
and the blue circles represent
the irregular nuclei with an
elongation ratio below 0.8. GT
gonad tubules, TW tubule wall,
pGSC putative germ stem cell,
eGC early germ cell. Scale
bars: 1 mm (a), 0.1 mm (b) and
10 pm (c, d)
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mature stages in female. The mean volumes obtained for
this population of early germ cells nuclei are range from
76.91 to 97.67 um® and might be partially consistent with
a putative GSC type. The fact that we were unable to find
any common cell nucleus diameters among all stages of
gametogenesis is probably due to a technical bias. Indeed,
we based our measures on a selection of cells presenting
characteristics of early germ cells in each studied field. In
the female, we probably selected young oogonia among
the cells of interest, due to their position and low chroma-
tin density. However, oogonia have larger nuclei leading
to overestimation of mean volume. For male development
and maturity stages, spermatogonia may be present among
the considered cells of interest. These spermatogonia have
a reduced nuclei (Franco et al. 2008) compared with early
germ cells. This is why the quiescence stage, the male
gonial mitosis initiation stage and the female develop-
ment and maturity stages seem to be more relevant for the

further quantitative identification of the early germ cells
in C. gigas.

Oyster vasa is expressed in the population of early
germ cells

We performed Oyvlg immunodetection through the repro-
ductive cycle to detect germinal cells in gonadal tubules.
First detection of Oyvlg with DAB coloration showed
a highly staining in early germ cells and a slight one just
around them that could be due to a staining of associated
somatic cells. However, the second immunodetection using
fluorescence allowed us to conclude that Oyster Vasa posi-
tive labelling is exclusively observed in early germ cells,
therefore, in the GSC. Recent data of Cavelier et al. (2017)
report similar immunolabelling of Vasa in the oyster’s
gonad. In contrast, unlike Milani et al. (2017), we did not
find any Vasa labelling in other tissues than in the gonad.
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These differences between our study and the results previ-
ously obtained by Milani et al. might be due to differences
in sensitivity of antibodies used. Indeed, the antibody used
in our study is a C. gigas homologous Oyvlg antibody which
links with different antigenic sequences than in Milani and
collaborators’ work. In complement, we noted that oyvlg
transcript expression in germ cells was in accordance with
the results obtained by Fabioux et al. (2004b). In our experi-
ments, we noticed that at the quiescence stage, oyvlg tran-
script expression tends to appear in few germ cells. Oyvlg
transcript expression increases during the gametogenesis
course, probably because of the increasing amount of germ
cells. Moreover, qPCR showed a peak of oyvlg expression at
the female sexual maturity stage probably due to the oyvlg
maternal mRNA accumulation. We noticed that vasa label-
ling is present in adult oyster gonad at all stages of game-
togenesis that seek with a permanent gonad, germ line and
GSC pool in adult in this species.

A common population of putative GSC is identified
among early germ cells in male and female

For the four stages of gametogenesis (quiescence, male
gonial mitosis initiation and female development and matu-
rity stages) in which an early germ cells population was
identified, we combined criteria of chromatin condensation,
highlighted by Feulgen staining, and oyster Vasa immunode-
tection to identify putative GSC. The results confirmed the
presence of a population of early germ cells that could be
identified through some stemness criteria. The study of elon-
gation ratios of nuclei in this population of early germ cells
allowed us to identify two cell types, one presenting round
nuclei (ratios strictly superior to 0.8) and the other with
irregular nuclei (ratios equal or below to 0.8). An ultrastruc-
tural study showed that both early germ cells types present
specific morphological criteria of GSC as a nucleus with
slightly condensed chromatin and numerous grouped mito-
chondria close to a nuage structure in the cytoplasm. Both
types are located against the basal lamina, are immunogold
labelled by oyster Vasa (online resource 2) and their micro-
environment consists in at least a closely associated somatic
cell and a surrounding myoid cell. The only morphological
difference found between the two types of early germ cells
identified by the quantitative and molecular approaches is
the shape of their nucleus (round or irregular). In the male,
the two types of spermatogonia previously described in oys-
ter present clearly round nuclei (Franco et al. 2008). Moreo-
ver, in tilapia, it has been shown that differentiated spermat-
ogonia present a round nucleus while the undifferentiated
spermatogonia of type A possesses an irregular nucleus well
observed under electron microscopy but difficult to visualize
under light microscopy (Schulz et al. 2010). In addition, in
planarians, a group that is phylogenetically closely related to
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the molluscan, the neoblasts, the stem cells able to differenti-
ate in germ and somatic lines, present an irregular nucleus
with slightly condensed chromatin becoming particularly
apparent under transmission electron microscopy (Sato
et al. 2006). All these elements enabled us to say that the
identified early germ cells presenting an irregular nucleus
correspond to the putative GSC in oyster and those present-
ing a round nucleus to the putative progenitors. This idea
is supported by the more frequent observation of groups
of putative progenitors (with round nucleus) in the tubule
and by the fact that putative GSC (with irregular nucleus)
represent only 27% of the total early germ cells population.

The germinal niche and its location are specified
in the whole gonad

By the use of a heterologous antibody against BMP2/4, we
observed the characteristics of a labelling specifically asso-
ciated somatic cells closely related to the early germ cells
identified. This result suggests the eventual involvement of
TGF-p signaling pathway in the functioning of germinal
niche in C. gigas. In drosophila, the TGF-f signal trans-
duction pathway has been determined to impact the number
of germline stem cells and the size of the stem cell niche
(Schulz et al. 2004). Moreover Dpp, homologous of the
human BMP2, well known for its implication in the germi-
nal niche functioning in D. melanogaster (Xie and Spradling
1998), presents a strong homology with Cg-mGDF in C.
gigas (Lelong et al. 2000; Fleury et al. 2008). Further stud-
ies are required to describe the proliferation and its regula-
tion of identified putative GSC and progenitors in oyster. In
addition, the somatic cells associated with the germline in
oyster should be further studied to determine their functional
features.

The study of the distribution of putative GSC on a Whole
Slide Image (WSI) allowed us to conclude that the germinal
niches in adult oyster are uniformly distributed on a gonad
scale. The distribution of germinal niches in oyster from the
first gametogenesis and the following ones could expand
from the outermost part of the gonad (against the mantle)
(Santerre et al. 2013; Cavelier et al. 2017) to the innermost
part (against the digestive area).

Conclusions

Concerning the origin of GSC in C. gigas during develop-
ment, the mRNA from the oyster vasa gene is found in veg-
etal pole of oocytes and becomes progressively restricted to
the 4d blastomere. These two daughter cells persist without
further proliferation during the subsequent larval stages
and, are therefore, believed to be the PGC of C. gigas (Fabi-
oux et al. 2004a). Concerning Cg-Nanos-like, transcripts
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were also localized in the vegetal pole of oocytes but are
uniformly expressed at early cleavage stages and appear
restricted to two cells clusters at gastrulation until umbo-
larvae which could be the putative PGC (Xu et al. 2018).
Classically, after their migration in the pre-adult gonad, PGC
with niche cellular components become GSC which become
differentiated germ cells during gametogenesis (Saffman and
Lasko 1999).

However, the issue of the nature of stem cells and the
renewal of the somatic and germlines at each reproductive
cycle remains open in C. gigas. Two scenarios should be
taken into account. The first one consists on the persis-
tence of a single stem cell able to give rise of both somatic
and germinal lineages in the adult gonad, which could be
in accordance with the definition of primordial stem cells
(PriSC) of Solana (2013). In this case, our study identified
a putative GSC that could derive from this single stem cell
still unidentified in our work. The second possibility consid-
ers that the PGC in oyster are strictly germinal and become
GSC at the first gametogenesis in adult. In this case, we
characterised in our study the putative GSC in adult oyster
and the somatic stem cell at the origin of the intragonadal
somatic line is yet to be identified. The use of complemen-
tary conserved markers of stemness and GSC in C. gigas (for
example KLF, Piwi, Nanos) could allow identifying cells to
validate one or other of these possibilities.
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Quantitative histology, step 1 {Feulgen staining)

1- Measurement by line-intercept sampling (random diameters) of each nucleus of interest into cells along
the tubule wall with a slightly condensed chromatin at each stage of the gametogenesis.

€

2- Calculation of the volume-weighted mean volume for each field.

v

Quantitative histology, step 2 (Feulgen staining and Oyvlg immunolabelling)

1- Ellipse track for computer calculations of the longest and shortest diameters of each nucleus of cells of

interest (along the tubule wall presenting a slightly condensed chromatin after Feulgen staining or Oyvig
positive according to Oyvig labelling).

v

v

Oy 2

2- Calculation of the elongation ratio by dividing the shortest diameter by the longest for each nucleus.

Online resource 1: Schematic representation of a two-step histological
guantitative approach.



Supplementary material

Immunogold material and methods

Small gonadal area tissue samples were collected and immersed in a fixative solution (4% paraformaldehyde,
0.1% glutaraldehyde, 0.2 M phosphate buffer, 0.25 M saccharose) for 3hours. Samples were rinsed in 0.2 M
phosphate buffer and 0.25 M saccharose (pH 7.4) before dehydratation in serial ethanol’s dilutions. Impregnation
was done by 1 hour incubations in ascending concentrations of LRWhite Resin. Tissue samples were put in
BEEM capsules with LRWhite HARD for 90 min before hot polymerization at 50°C for 24 hours. Dehydration
and inclusion were done with cryosubstitution apparatus FS8500 RMC. Ultrathin sections of 3 individuals were
treated for immunogold labeling at room temperature. A wetting step was done, 15 min in 0.05 M glycine/PBS,
followed by 30 min in blocking solution (Aurion, The Netherlands). Sections were rinsed in 0.1% BSA-c
(Aurion, The Netherlands)/PBS and incubated with the Oyvlg rabbit polyclonal primary antibody diluted at 1:50
in 0.1% BSA-c/PBS for 1 hour. After being rinsed as before, sections were incubated with secondary antibody
goat anti-rabbit IgG gold particle size 10 nm (Aurion, The Netherlands, 810-011) diluted at 1:40 in 0.1% BSA-
¢/PBS for 90 min. Rinses in 0.1% BSA-c/PBS and then in PBS were performed. Post fixation was realized using
a solution of PBS with 1% of glutaraldehyde for 5 min before rinses in PBS and then in distilled water. After
contrasting the sections with 5% uranyl acetate for 30 min and rinses in distilled water, ultrathin sections were

examined with a JEOL101 Itransmission electron microscope.



Online resource 2: Detection of Oyvlg protein by
Immunogold labelling in early GC (eGC) with irregular
nucleus (a) and with round one (d). Both are localized
against the basal lamina (BL). Labeling,highlighted by
white triangles, appears to be present near to the
mitochondria (insets b, e, f) and the nuage (inset c).
Scale bars: 1um
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Bilan du chapitre |

v Observation et localisation de cellules & potentiel souche positives pour KLF4 et Oct4 en
immunohistochimie dans I'aire gonadique.

v' Identification d’ilots de cellules en prolifération dans I’épithélium germinatif au niveau
des pores évacuateurs par une approche BrdU.

v"Identification d’une population pérenne de cellules germinales précoces chez le male et
la femelle composée de GSC et progéniteurs potentiels.

v’ Répartition des GSC potentielles a priori aléatoire dans I'ensemble de |a gonade.

v’ Descriptions des premiers éléments de la niche germinale a savoir, une cellule

somatique accompagnatrice, la lame basale et une cellule myoide.
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Structure de I'épithélium germinatif chez C. gigas
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Annexe - Cas d’un hermaphrodite simultané

De rares cas d’hermaphrodisme simultané peuvent étre observés chez C. gigas. Dans ces
cas, lors de la maturité sexuelle, les ovocytes et spermatozoides sont visibles au sein d’un
méme tubule gonadique ainsi que des cellules germinales précoces (eGC) proche de la
membrane basale (Figure I-17A). La coloration Feulgen réalisée sur cet hermaphrodite
simultané réveéle la présence de cellules possédant une chromatine décondensée, proche du
bord du tubule gonadique (Figure 1-17B). Les cellules avec une chromatine trés condensée
correspondent aux spermatozoides au centre du tubule entourés des ovocytes. Les
immunomarquages Oyvlg ont permis de marquer des cellules germinales précoces
présentant les mémes caractéristiques que les cellules de la population commune aux males
et aux femelles (Figure 1-17C). L'immunohistochimie avec l'anticorps hétérologue anti-
BMP2/4 a permis d’observer des cellules somatiques positives dans le tubule gonadique,

proche de cellules germinales précoces (Figure 1-17D).

Figure 1-17 : Caractéristiques des cellules germinales précoces chez un hermaphrodite simultané. A et B — Colorations
Trichrome Prenant-Gabe (objectif 40) et Feulgen (objectif 100) d’une coupe histologique d’aire gonadique d’un
hermaphrodite simultané respectivement. C et D — Localisation de la protéine Oyvlg (anticorps homologue) et de BMP2/4
(anticorps hétérologue) respectivement. TG: Tubules gonadiques,; TR: Tissu conjonctif de réserve,; eGC: Cellules
Germinales précoces,; spz: spermatozoides, oc: ovocytes; aSC: Cellules Somatiques accompagnatrices.

—

]
130 J



Chapitre IT :

Ftude évolutive et fonctionnelle
du systeme insuline

(La premiere partie de ce chapitre a fait I'objet d’'une publication et d’un article de type « Data in

brief » accepté dans General et Comparative Endocrinology.)
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Chapitre Il :
Etude évolutive et fonctionnelle du systéme insuline

1. Introduction

Comme énoncé en introduction générale, I'implication des molécules de la superfamille
des insulines dans le contréle de la reproduction et plus particulierement dans le
fonctionnement de la niche germinale a été décrite chez différentes especes (Hsu et
Drummond-Barbosa, 2011; Hubbard, 2011; Ndbrega et al., 2015; Oatley et Brinster, 2012).
De plus, un tres grand nombre d’acteurs des voies des IRPs ont été décrits chez les
Lophotrochozoaires, incluant les mollusques. Chez Crassostrea gigas, des travaux antérieurs
de I'équipe ont montré l'implication des voies des IRPs dans les étapes précoces de
gamétogenese (Gricourt et al., 2006; Jouaux et al., 2012), ce qui en fait un bon candidat pour
les voies de signalisation impliquées dans le fonctionnement de la niche chez cette espéce.
Afin de pouvoir étudier I'implication des voies des IRPs dans la régulation des GSC chez C.
gigas, il importait en premier lieu d’identifier les différents effecteurs conservés. La
disponibilité du génome ainsi que des transcriptomes a permis la recherche in silico de ces
effecteurs dans les bases de données (Riviere et al., 2015; Zhang et al., 2012; Zhao et al.,
2012). Les acteurs des voies des IRPs peuvent ainsi étre identifiés sur la base de la
conservation phylogénétique et leurs séquences peuvent étre caractérisées. Ce criblage des
bases de données d’expression complété par suivis directs en qPCR ou en hybridation in situ
constitue la premiere étape indispensable a la compréhension des réles fonctionnels des

IRPs.
1.1. Caractérisation des ligands IRPs

Tous les ligands de la famille insuline sont regroupés sous le terme Insulin Related
Peptides (IRPs). Ce terme comprend les insulines et les Insulin-like Growth Factors (IGFS),
identifiés en premier lieu chez les vertébrés, mais également les relaxines ainsi qu’un grand
nombre de molécules structuralement apparentées a linsuline. Les membres de Ia
superfamille ont été identifiés, aussi bien chez les vertébrés que chez les invertébrés, grace a

leur conservation structurale (Lu et al., 2005).
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1.1.1. Propriétés structurales

Du fait d’'une conservation relativement faible des séquences, I'identification des IRPs
est généralement basée sur la caractérisation de domaines spécifiques. La conformation des
IRPs est en partie déterminée par le nombre et 'emplacement des ponts disulfures. Comme
énoncé en introduction générale, les cystéines responsables des ponts disulfures sont
réparties dans les chaines B et A des insulines et sont essentielles a la configuration de la
forme mature. Les séquences des insulines contiennent six a huit cystéines conservées,
permettant la formation de trois ou quatre ponts disulfures entre les chaines B et A ou a
I'intérieur de la chaine A. En plus de ces chaines, plusieurs domaines facultatifs ont été
identifiés dans certains IRPs, notamment le peptide C, lui aussi important pour la bonne
conformation des insulines. Cependant, ce domaine facultatif est potentiellement clivé dans
la forme mature des IRPs. Pour toutes les molécules de la famille insuline, la structure B-C-A
est conservée, permettant d’identifier les ligands insuline a partir de caractéristiques
structurales. D’autres domaines facultatifs ont été initialement identifiés chez les vertébrés.
Ces domaines sont nommeés D ou E et sont observés a I'extrémité C-terminale du peptide
avant maturation. La différence majeure entre ces deux domaines est que le domaine D est

conservé dans la forme mature alors que le domaine E est clivé (Claeys et al., 2002).

1.1.2. Les différentes structures des IRPs chez les mollusques

Chez les mollusques, les premiers IRPs ont été identifiés chez le gastéropode Lymnaea
stagnalis a partir d’ADNc spécifiques des cellules du systeme nerveux central. Ces IRPs ont
été nommés MIPs (Molluscan Insulin-related Peptides). Les séquences nucléotidiques
obtenues ont conduit a la prédiction des séquences en acides aminés. Leur analyse a permis
I'identification des domaines caractéristiques des IRPs a savoir, un peptide signal, les chaines
B et A ainsi que le peptide C. L'alignement des MIPs avec d’autres IRPs, non issus des
mollusques, a révélé la présence de six cystéines conservées pour tous et de deux
supplémentaires, caractéristiqgues des MIPs de L. stagnalis. Ces deux cystéines
supplémentaires permettent la formation d’un pont disulfure additionnel entre les chaines B
et A. Cette caractéristique permet de les classer dans le type B. Une étude par hybridation in
situ montre que leur expression est exclusivement observée dans les cellules nommées
Light-Green Cells (LGC) localisées dans les ganglions nerveux (Smit et al., 1988, 1991, 1992,

1993, 1996, 1998). A ce jour, cing génes codants pour des MIPs et deux pseudogénes ont été
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identifiés chez L. stagnalis (Smit et al., 1988, 1991, 1992, 1993, 1996, 1998). Parmi les cinq
MIPs caractérisés, seul MIP | possede un peptide C sans site de clivage interne. Les autres
MIPs possedent un peptide C contenant un site de clivage dibasique (KR) interne (Figure II-
1). L'hypothese de l'implication des MIPs dans la spermatogenése et la maturation
ovocytaire a été proposée mais doit étre confirmée (Geraerts, 1976; Geraerts et al., 1992;

Van Minnen et al., 1989).

MIPI Signal

c
|

MIPV
MIP VI

C

4 4

ey

Figure lI-1 : Représentation schématique de la structure des pré-propeptides MIP chez L. stagnalis. Le peptide signal, les
chaines B et A ainsi que les ponts disulfures représentés par un trait noir sont retrouvés dans tous les MIPs. Les peptides C
sont représentés en gris, un seul est identifié pour MIP | alors que deux sont caractérisés pour MIP II, MIP Ill, MIP V et MIP
VII. Les fleches représentent les sites de clivage possibles. D’aprés Smit et al., 1988, 1991, 1992, 1993, 1996, 1998.
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Chez un autre gastéropode, Aplysia californica, un IRP a également été caractérisé a
partir d’'une banque d’ADNc puis en spectrométrie de masse (Floyd et Li, 1999). A I'instar des
MIPs, I'IRP de A. californica est également présent dans les ganglions nerveux. La séquence
en acides aminés possede tous les domaines caractéristiques des insulines et, tout comme
les MIPs, huit cystéines ont été identifiées ainsi qu’un peptide C clivé en deux fragments. De
facon intéressante, la prédiction de la séquence peptidique a montré la présence d’un
domaine D a I'extrémité C-terminale, ce qui a ensuite été confirmé par séquencgage (Figure
[I-2) (Floyd et Li, 1999). Ce domaine D facultatif n’avait pas encore été identifié dans une
séquence IRP chez les mollusques. Chez A. californica, la ponte est régulée par I’hormone
ELH (Egg-Laying Hormone) qui est produite dans les BCN (Bag Cells Neurons). L'utilisation
d’un anticorps hétérologue dirigé contre le récepteur de I'insuline de mammiferes, a permis
d’observer un marquage positif important dans les BCN. D’apres cela, Jonas et ses
collaborateurs (1996) proposent que I'IRP d’aplysie pourrait influencer I'ELH par son action
sur les BCN et par conséquent, intervenir dans le contréle de la ponte des animaux. Ces
conclusions sont cependant préliminaires. Récemment, un autre IRP présentant la méme
structure que l'insuline d’Aplysie, avec un domaine D, a également été identifié chez le
céphalopode Sepia officinalis par spectrométrie de masse et séquencage (Zatylny-Gaudin et

al., 2016).

Al Signal c | c
J'} 4 4 4

Figure II-2 : Représentation schématique du pré-propeptide insuline chez A. californica. Le peptide signal, les chaines B et
A ainsi que les ponts disulfures représentés par un trait noir sont identifiés dans I'insuline d’A. californica (Al). Les peptides
C sont représentés en gris et le domaine D en violet. Les fleches représentent les sites de clivage possibles. D’aprés Floyd et
al,, 1990.

Chez ces trois espéces, tous les IRPs identifiés appartiennent au type B puisqu’ils
possedent quatre ponts disulfures, trois entre les chaines B et A et un interne a la chaine A.
Cependant, chez Lottia gigantea, la disponibilité récente du génome a permis l'identification
de plusieurs types d’IRPs (Veenstra, 2010). Ainsi, I'analyse des séquences génomiques a
conduit a l'identification de quatre séquences qui codent pour quatre IRPs (Figure 1lI-3).
Parmi eux, deux ont une structure identique a celle des MIPs identifiés chez L. stagnalis, ils
sont nommés Insl et Ins2. Le troisieme, Ins3, ne posséde que six cystéines conservées donc

seulement trois ponts disulfures, ce qui le classe dans le type y. C'est la premiére fois chez
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les mollusques qu’un IRP de ce type a pu étre identifié, permettant ainsi de décrire Ila
coexistence des types B et y chez ce mollusque. Bien qu’appartenant au type B, le quatrieme
IRP, Ins4, differe de Insl et Ins2 par la position de ses deux cystéines supplémentaires et sa
forte homologie avec DILP7 (Drosophila Insulin-Like Peptide 7). Ces 2 derniers IRPs ont donc
été décrits pour la premiere fois chez un mollusque, en lien avec la disponibilité de son
génome et questionnent quant a I'existence de multiples formes chez les mollusques et a la

phylogénie de ces molécules.

Ins1 .
Signal c | ¢
Ins2 4
Ins3 Signal ¢ e
4
Ins4 Signal chE
4 4 4 4

Figure 1I-3 : Représentation schématique de la structure des pré-propeptides chez L. gigantea. Le peptide signal, les
chaines B et A ainsi que les ponts disulfures représentés par un trait noir sont notifiés pour chaque IRP. Les peptides C sont
représentés en gris et le domaine D en violet. Les fleches représentent les sites de clivage possibles. D’aprés Veenstra,
2010.

Chez I'huitre creuse C. gigas, les travaux d’Hamano et al. (2005) ont permis d’identifier
trois transcrits IRPs dans les ganglions viscéraux. La localisation de ces transcrits par
hybridation in situ montre qu’ils sont exprimés dans certaines cellules neuronales. Ces
transcrits sont issus du méme géne et codent pour un méme pré-propeptide IRP de type B
contenant huit cystéines permettant la formation de quatre ponts disulfures comme pour
les MIPs de L. stagnalis. La disponibilité récente du génome et de transcriptomes chez C.
gigas (Zhang et al., 2012; Zhao et al., 2012) est un atout majeur pour rechercher d’autres
IRPs, qui pourraient appartenir a différents types, et les comparer a ceux identifiés chez L.

gigantea.
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1.2. Identification des effecteurs du signal insuline

Si la conservation des IRPs est relative, les séquences des effecteurs des voies de
I'insuline apparaissent mieux conservées entre les espéces et il est intéressant de les étudier
pour préciser les aspects fonctionnels. Chez les vertébrés, les IRPs se lient a plusieurs types
de récepteurs. A l'inverse, chez les invertébrés, un seul récepteur a pu étre identifié, il

semble pouvoir lier les différents ligands IRPs.

1.2.1. Le récepteur des IRPs chez les mollusques

La recherche de récepteurs d’IRPs chez les mollusques a été réalisée en se basant sur la
conservation des domaines tyrosine kinase des récepteurs aux IRPs d’H. sapiens et D.
melanogaster. Ainsi, un fragment codant pour la région tyrosine kinase d’un récepteur aux
MIPs a pu étre isolé et amplifié a partir du systeme nerveux central de L. stagnalis (Roovers
et al., 1995). Sa séquence protéique a ensuite été prédite et son analyse a montré que le
domaine tyrosine kinase possede une forte similarité, comprise entre 73% et 75%, avec les
récepteurs aux insulines des mammiferes. Bien que la séquence identifiée chez L. stagnalis
soit complete, I'analyse de MIPR n’a pas permis de déterminer si ce récepteur est plus
proche des récepteurs aux insulines ou des récepteurs aux IGF-1 issus des vertébrés. A ce
jour, aucun autre MIPR n’a été identifié chez L. stagnalis suggérant que les différents MIPs
pourraient se lier a ce récepteur unique, peut-étre avec différentes affinités. Chez A.
californica, un ADNc codant pour un récepteur a domaine tyrosine kinase a été isolé a partir
du systéme nerveux, de la méme facon que chez L. stagnalis. La séquence protéique du
récepteur identifié contient tous les domaines caractéristiques des récepteurs aux insulines.
L expression du gene a été montrée dans un groupe de cellules neuronales impliquées dans
le contrOle des comportements reproducteurs (Jonas et al., 1996). La protéine a bien été
retrouvée dans ce méme groupe de cellules par une approche immunocytologique, basée
sur l'utilisation d’un anticorps hétérologue dirigé contre la sous-unité a du récepteur
d’insuline humain. Toujours sur la base de la forte conservation du domaine tyrosine kinase,
un récepteur aux IRPs a été identifié dans la lignée de cellules embryonnaires de
Biomphalaria glabrata (Lardans et al., 2001) et chez I'huitre perliére Pinctada fucata (Shi et

al., 2013).
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Toutes les séquences de récepteurs aux insulines identifiées chez ces mollusques
contiennent les domaines spécifiques de ces récepteurs, incluant une région riche en
cystéines, un site de clivage (2 a 4 acides aminés basiques entre les chaines o et ), une
région transmembranaire et un domaine tyrosine kinase (Figure II-4). Les ponts disulfures
dus aux multiples cystéines regroupées dans la partie N-terminale du récepteur, sont
déterminants pour la structure tertiaire de ce dernier et notamment pour la liaison des IRPs.
De plus, ce domaine riche en cystéines de la chaine a ainsi que les deux régions I'encadrant
peuvent renseigner sur 'identité du récepteur (Andersen et al., 1992; Roovers et al., 1995;

Schumacher et al., 1993).

| |
a 4 B

Figure II-4 : Représentation schématique de la structure des récepteurs aux insulines identifiés chez les mollusques. La
partie codant pour la sous-unité a contient un peptide signal (SP) ainsi que la région riche en cystéines. La région codant
pour la sous-unité B contient le domaine transmembranaire et le domaine tyrosine kinase. Le site de clivage est indiqué par
une fléche.

En 2003, une séquence incompléte d’un récepteur insuline unique a également été
identifié chez C. gigas et nommé CIR (C. gigas insulin receptor-related) (Gricourt et al.,
2003). Son domaine tyrosine kinase apparait bien conservé par rapport aux différentes
espéces ou le récepteur a été identifié, présentant des pourcentages d’identité compris
entre 42% (vs DAF-2, C. elegans) et 66% (vs MIPR, L. stagnalis) (Gricourt et al., 2003). Cette
séquence de CIR incompléte puisque le domaine riche en cystéines des sous-unités a n’est

pas identifié, ne renseigne pas sur le type de récepteur présent chez C. gigas.

1.2.2. Les voies de signalisation

Des effecteurs intracellulaires des voies des IRPs ont déja été identifiés chez des
mollusques. Ainsi, chez le gastéropode A. californica, une séquence Ras a pu étre identifiée
et localisée dans les ganglions cérébraux ainsi que dans |'ovotestis, plus particulierement au
niveau des ovocytes (Swanson et al., 1986). Chez les bivalves Mytilus edulis et Mytilus
trossulus, des séquences codantes pour |'effecteur Ras ont également été caractérisées a
partir d’échantillons de glande digestive et d’hémolymphe respectivement. Ces séquences
Ras présentent une forte conservation des régions fonctionnelles par comparaison avec la

protéine Ras de plusieurs vertébrés (Ciocan et Rotchell, 2005; Ciocan et al., 2006).
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Plus récemment, Jouaux et al. (2012) ont identifiés certains effecteurs des voies des IRPs
chez C. gigas, a savoir CgRas potentiellement impliqué dans la voie MAPK mais également
CgPTEN et Cgp70S6K, acteurs de la voie PI3K. L'effecteur CgRas contient le domaine
effecteur et le domaine G2 spécifiques des protéines de la famille Ras. CgPTEN, quant a lui,
contient quatre cystéines conservées dont deux sont impliquées dans son activité
catalytique. Le domaine catalytique a également été identifié pour Cgp70S6K (Jouaux et al.,
2012). Les expressions de ces effecteurs ont été mesurées par gPCR. CgRas est
principalement exprimé dans le bord de manteau et les ganglions viscéraux et Cgp70S6K est
majoritairement exprimé dans les branchies et, dans une moindre mesure, au niveau du
bord de manteau, des palpes labiaux et des ganglions viscéraux. Enfin, le transcrit de CgPTEN
est essentiellement retrouvé dans les branchies méme si son expression est détectée dans
les autres tissus (Jouaux et al., 2012). La disponibilité des bases de données génomiques et
transcriptomiques permet d’envisager la recherche de I'ensemble des effecteurs de ces
voies de signalisation. Les informations concernant leur expression seront un premier
élément pour identifier les cibles du signal des IRPs et discuter des effets potentiels dans le

contréble de la reproduction.
1.3. Données fonctionnelles

Certains réles fonctionnels du systeme insuline en lien avec la reproduction ont pu étre
proposés chez C. gigas. L'étude de I'expression du ligand olRP (oyster Insulin Related
Peptide) dans les ganglions viscéraux au cours du cycle de reproduction suggére qu'’il
pourrait étre impliqué dans le contréle central de la reproduction et du statut énergétique
(Hamano et al., 2005).

Le suivi de I'expression du récepteur CIR a révélé que le transcrit est présent dans la
gonade, en période de gamétogenese. CIR apparait fortement exprimé lors des phases de
proliférations goniales et de maturation des ovocytes, suggérant I'implication des IRPs dans
ces processus chez C. gigas (Gricourt et al., 2006).

Les deux effecteurs du signal présentant la plus forte expression, CIR et CgRas, ont été
suivis dans les deux compartiments constituant I'aire gonadique (Jouaux et al., 2012). La
technique de microdissection laser a permis de séparer les tubules gonadiques et le tissu de
réserve. L’expression des deux genes a été suivie en qPCR au cours du cycle annuel dans ces

deux compartiments. Ces expressions apparaissent plus élevées dans les tubules gonadiques
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gue dans le tissu de réserve. Chez les males, le stade 1 de gamétogenese, correspondant aux
mitoses goniales, est celui ou I'expression de CIR est la plus élevée et I'expression de CgRas
augmente entre les stades quiescent et de proliférations goniales. Chez les femelles, c’est au
stade de maturité sexuelle que CIR et CgRas sont les plus exprimés (Jouaux et al., 2012). Ces
données suggerent l'implication de ce systéme, notamment via la voie Ras, dans les
proliférations des spermatogonies ainsi que dans le processus de vitellogenése des ovocytes

(Jouaux et al., 2012).
1.4. Objectifs

Dans ce contexte, les objectifs de ce travail porteront sur les différents niveaux du signal
insuline et s’appuieront essentiellement sur des analyses in silico des banques de données
génomiques et transcriptomiques et sur des données d’expression.

La disponibilité de I'ensemble des ligands permettra d’approfondir I’histoire évolutive
des IRPs et de renseigner sur leur forme ancestrale. D’autre part, les profils d’expression
renseigneront sur les IRPs les plus probablement impliquées dans la reproduction et méme
plus précisément dans le contréle des étapes précoces de gamétogenese.

Concernant le récepteur, I'analyse de la séquence du récepteur CIR et notamment de la
partie N-terminale manquante sera complétée. Son expression sera recherchée non
seulement dans la gonade mais aussi dans les ganglions nerveux qui sont impliqués dans le
contréle de la reproduction chez d’autres mollusques.

Un troisieme objectif sera d’identifier les acteurs de toutes les voies potentiellement
impliquées dans les multiples fonctions physiologiques des IRPs. Le contréle du
fonctionnement des GSC décrit dans la littérature fait plutot intervenir la voie PI3K comme
chez D. melanogaster (Hsu et Drummond-Barbosa, 2009, 2011) ou encore C. elegans

(Hubbard, 2011).
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2. Partie A — Caractérisation des IRPs et expressions tissulaires

Cette partie a fait I'objet d’une publication acceptée et sous presse ainsi que d’un article
de type « Data in brief » accepté et sous presse dans la revue General et Comparative
Endocrinology. Ce travail de these comprend I'identification in silico et la caractérisation des
IRPs identifiés chez C. gigas ainsi que leurs expressions mesurées dans différents tissus
adultes. De plus, afin d’identifier les IRPs impliqués dans la reproduction, les mesures
d’expressions ont été réalisées au cours d’un cycle complet de gamétogenese dans les

ganglions viscéraux et I'aire gonadique.
2.1. Matériels et Méthodes
La partie « matériels et méthodes » est détaillée dans la publication.

2.2. Principaux résultats

2.2.1. ldentification des IRPs

La recherche des IRPs a été faite par homologie de séquences dans les bases de données
génomiques et transcriptomiques disponibles (Riviére et al., 2015; Zhang et al., 2012; Zhao
et al.,, 2012) ainsi que dans le protéome prédit. Au total, six séquences peptidiques
présentant la structure typique des IRPs ont ainsi été identifiées. Ces six IRPs possedent une
chaine B, une chaine A un peptide C divisé en plusieurs fragments (Figure II-5).

Ceg-MIP1 s s SKR KR KR KR ss2 s 3
BAE48437 ss | B | c | c | C | A Type B

Cg-MIPZ KR KR KR KR ? T? ? T

XP_011415722 $s B c | C | c | A Type B
Cg-MIP3 = KR KR R B I

EKC18432 ss B c C | C | A Type B

Cg-MIP4 1§ ik KR KR 335 1 §KR

EKC18433 ss | B | c | C A | e Typep

Cg-ILP 3 5 KR KR KR?SI H T

XP_011455161 ss | B | c [c] A | D | Typey
Cg-MILP7 A s . KR 2z = = ¢

XP_011435161 ss | B | C | C | A Type B

Figure II-5 : Représentations schématiques des IRPs identifiés chez C. gigas. Pour chaque IRP, le nom, le numéro
d’accession NCBI et le type sont notifiés a c6té du schéma des domaines de la séquence. SS : Séquence Signal ; B : Chaine B;
C: Peptide C; A : Chaine A ; E: Domaine E; D : Domaine D ; s : cystéines impliquées dans les ponts disulfures ; KR : sites de
clivage dibasiques.
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Quatre de ces IRPs, nommés Cg-MIP1, Cg-MIP2, Cg-MIP3 et Cg-MIP4, possedent huit
cystéines et peuvent donc former quatre ponts disulfures comme les MIPs décrits chez L.
stagnalis. Ces caractéristiques structurales sont reflétées par le motif signature des MIPs,
C(X)CC(3X)C(8X)C, contenu dans leurs chaines A. Cg-MIP4 présente la particularité de
posséder un domaine E a son extrémité C-terminale, domaine qui sera clivé dans la forme
mature. Ces IRPs sont classiquement identifiés chez les especes mollusques.

Le cinquieme IRP identifié possede également 8 cystéines mais son motif, CC4XC8XC, est
différent des séquences Cg-MIPs. De plus, cette séquence présente une forte homologie
avec DILP7. Puisqu’il associe la présence de quatre ponts disulfure et une forte homologie
avec DILP7, cet IRP a été nommé Cg-MILP7. Quelques IRPs de ce type ont été retrouvés,
notamment chez L. gigantea (Veenstra, 2010), mais également en recherchant dans les
banques d’expression de L. stagnalis et A. californica. Ces IRPs sont particulierement
intéressants car ils possedent le méme motif que DILP7 mais pas le méme nombre de
cystéines.

Enfin, le sixieme IRP a été nommé Cg-ILP en raison de la présence de six cystéines
conservées seulement et du motif signature des IRPs vertébrés, CC3XC8XC. De plus, Cg-ILP
possede un domaine D a son extrémité C-terminale. A ce jour, un seul autre IRP de ce type a
été retrouvé chez les mollusques et plus précisément chez L. gigantea.

La caractérisation de ces IRPs a permis de confirmer la coexistence des types B et y chez
un deuxieme mollusque. En effet, les Cg-MIP et Cg-MILP7 appartiennent au type B puisqu’ils
possedent quatre ponts disulfures alors que Cg-ILP appartient au type y avec ses trois ponts
disulfures.

Une phylogénie a été réalisée avec les IRPs identifiés chez différentes especes de
gastéropodes, bivalves et céphalopodes, les trois principaux groupes de mollusques étudiés.
Les séquences de l'insuline humaine et de DILP7 de drosophile ont également été incluses
dans l'arbre phylogénétique. Cette analyse a mis en évidence que la ségrégation
phylogénétique se faisait principalement selon les motifs de la chaine A. De fagon
intéressante, DILP7 est également regroupé avec les IRPs de mollusques partageant son
motif (CC4XC8XC). De plus, Cg-ILP et I'Ins3 de L. gigantea sont groupés avec leur orthologue

humain.
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2.2.2. Suivi des expressions

L'analyse des bases de données in silico a permis d’identifier trois genes et trois
transcrits au total. Toutes les séquences génomiques présentent la structure classique des
génes de l'insuline a savoir, au minimum deux exons, I'un codant pour la chaine B et un
autre codant pour la chaine A. Tous les Cg-MIPs partagent la méme séquence génomique.
Cependant, Cg-MIP1, Cg-MIP2 et Cg-MIP3 dérivent de la méme séquence transcriptomique,
nommée Cg-mipl23, alors que Cg-MIP4 provient d’un autre transcrit nommé Cg-mip4. Cg-
ILP a été associé a une séquence génomique et une séquence transcriptomique, nommée
Cg-ilp. Une séquence génomique a pu étre associée a Cg-MILP7 mais aucun transcrit
correspondant a cet IRP n’a pu étre identifié dans les transcriptomes.

L’expression de Cg-mip123, Cg-mip4 et Cg-ilp a été mesurée en PCR quantitative dans
plusieurs tissus adultes ainsi que dans I'aire gonadique a tous les stades de gamétogeneses
male et femelle (Tableau II-1). Les trois transcrits sont exprimés au niveau des ganglions
viscéraux suggérant une régulation centrale faite par les IRPs chez C. gigas, notamment Cg-
mip123 dont I'expression est la plus élevée. La localisation en hybridation in situ a révélé que
les cellules neurosécrétrices exprimant Cg-mip123 sont localisées dans un lobe des ganglions
viscéraux. L'expression de ce transcrit augmente dans l'aire gonadique en fonction de
I’avancée en spermatogenése atteignant son maximum au stade de maturité sexuelle. Le
transcrit est localisé dans des cellules au bord des tubules gonadiques, zone ou se trouvent
les GSC et des cellules somatiques accompagnatrices. Le transcrit Cg-mip4 est fortement
exprimé lors du développement et n’apparait que peu exprimé chez I'adulte a I'exception du
stade 3 de gamétogenése chez les femelles. Le seul transcrit exprimé dans la glande
digestive est Cg-ilp et ce dernier apparait également exprimé dans I'aire gonadique et son

expression augmente en corrélation avec I'avancée en gamétogeneses male et femelle.

Tableau II-1 : Comparaison relative des mesures d’expression des transcrits insuline au cours du développement, dans les
ganglions viscéraux, la glande digestive et aux stades de gamétogenéses male et femelle. - - : Trés faiblement exprimé ; - :
Faiblement exprimé ; + : Exprimé ; + + : Fortement exprimé ; + + + : Trés fortement exprimé ; F : Chez les femelles ; M : Chez
les mdles.

Al ad
Développement Hons visch Glande digestive | —-——-——-——.____ " regonadique |
Stade 0 Stade 1 Stade 2 Stade 3
Cg-mip123 . + Fix i F
e M: + M:++ M:+++
F:- F F:+
-mi 4 ++
Ce-mipd M : W% M :
F:+ F:++ F:+++
Celp - + +++ +
M:+ M:++ M:+++
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2.2.3. Expressions tissulaires de Cg-milp7

L’analyse des bases de données pour le peptide Cg-MIP7 n’a pas permis de trouver de
séquence ARN mais une séquence génomique codant pour ce peptide a été identifiée,
permettant de construire des amorces (Sens : 5-TCGACGTGTTGATCGAGTTC-3’ ; Anti-sens :
5’-GGAGGAATTTGCCGAATTTT-3’) dans les régions correspondant aux exons. Aprées
amplification de la banque PAL17, un transcrit nommé Cg-milp7 a pu étre obtenu.
L'expression de cette séquence a été mesurée en PCR quantitative dans plusieurs tissus
d’huftres adultes ainsi que dans les ganglions viscéraux et I'aire gonadique a tous les stades
de gamétogenése de la méme fagon que pour les autres transcrits.

Cg-milp7 est également exprimé dans les ganglions viscéraux mais son expression ne
montre pas de variation significative selon les stades de gamétogenese (Figure II-6A). La
mesure de son expression dans I'aire gonadique a révélé que le transcrit Cg-milp7 est en
moyenne 10 fois moins exprimé dans ce tissu que dans les ganglions viscéraux. Le profil
d’expression dans |'aire gonadique est tres proche de celui mesuré pour Cg-mip4 (Figure II-
6B). Cg-milp7 n’est que faiblement exprimé au stade quiescent ainsi que dans les stades de
gamétogeneése male mais son expression augmente en corrélation avec I'avancée de la

gamétogenese femelle. Dans les tissus adultes, Cg-milp7 apparait tres faiblement exprimé

(Figure 11-6C).
__ | @odos Ganglions vis%éraux a | 000085 b Aire gonadique B
B | 0,0006 a a 0,0003
H -
@ o000 a a 0,00025
% | 0,0004 a a 0,0002
£ | 0003 0,00015
™3
% 0,0002 0,0001 b
& | aooo 0,00005 i a 2 a a a
? [i] 0 s T I B e I ]
~
503F Stk 5tF 510 StIM - SE2M - St3M St3F SLF StIF  St0 StIM SM St3M
— 0,000035 Tissus C Figure 11-6 : Expression de Cg-milp7 mesurée par RT-
2 0,00003 a gPCR. A — Dans les ganglions viscéraux en fonction des
] 0,000025 stades de gamétogenése. B — Dans I'aire gonadique en
- fonction des stades de gamétogenese. C — Dans
3 0,00002 a différents tissus d’huitres adultes. St0 : Stade 0 ; St1F :
E 0,000015 a Stade 1 femelle ; St1M : Stade 1 mdle ; St2F : Stade 2
g 0,00001 femelle ; St2M : St:ade 2 mdle ; St3F : Stade 3 femelle ;
= St3M : Stade3 mdéle ; Amu : Muscle adducteur ; Dgl :
& | 0.000005 b b b d Glande digestive; Lpa: Palpes labiaux; Manl :
? 4] — Manteau ; Man 2 : Bord de manteau ; Gil : Branchies ;
N - H : Ceeur.
Amu Dgl Lpa Manl Man2 Gil H ’ ’
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2.3. Discussion

La recherche de ligands des voies des IRPs chez I'huitre creuse C. gigas a permis de
mettre en évidence la présence de plusieurs IRPs dont les structures peptidiques et
génomiques sont caractéristiques des membres de la famille des insulines chez différentes
especes (Steiner et al.,, 1985). Les IRPs de C. gigas regroupent trois types de motifs
spécifiques de la chaine A. A ce jour, un seul autre mollusque, Lottia gigantea, possede
également des IRPs avec les trois motifs représentés (Veenstra, 2010). Chez les autres
mollusques, les IRPs identifiés sont majoritairement de type MIP. Le fait que les IRPs de
types ILP et MILP7 n’aient été retrouvés que chez L. gigantea et C. gigas doit étre rapproché
de la stratégie d’identification par criblage exhaustif des bases de données. De plus,
I'identification d’IRPs a souvent été réalisée en ciblant les ganglions nerveux comme chez L.
stagnalis par exemple, ce qui favorise I'identification de peptides de type MIP (Smit et al.,
1988, 1991, 1992, 1993, 1996, 1998) qui, chez C. gigas, apparaissent majoritairement
exprimés dans ce tissu. Chez S. officinalis, I'identification d’IRPs a été faite par recherche de
motif (Zatylny-Gaudin et al., 2016). Les MIPs étant jusqu’alors considérés comme la forme
spécifique des mollusques, seul le motif typique de la chaine A des MIPs a été recherché,
conduisant a l'identification exclusive de ce type de séquences.

L'arbre phylogénétique regroupant les IRPs de plusieurs mollusques ainsi que I'insuline
humaine et le DILP7 de drosophile a permis de mettre en évidence que la ségrégation de ces
IRPs se fait principalement en fonction du motif de la chaine A. Les trois groupes d’IRPs
identifiés sont présents chez plusieurs mollusques, suggérant une ségrégation
phylogénétique antérieure a ces especes. De plus, les ILPs étant retrouvés chez les vertébrés,
les Ecdysozoaires et certains Lophotrochozoaires comme L. gigantea (Veenstra, 2010), C.
gigas et Platynereis dumerilii (Conzelmann et al., 2013), ils pourraient constituer la forme
ancestrale des ligands des voies de l'insuline. L’arbre phylogénétique montre que les MILP7
des mollusques sont des orthologues de DILP7, ce qui suggere que le motif CC4XC8XC serait
apparu avant la séparation des Ecdysozoaires et des Lophotrochozoaires.

L’étude fonctionnelle a été initiée en précisant les profils d’expression des IRPs qui
refletent leurs rbles potentiels. Tous les transcrits sont exprimés dans le systéme nerveux
mais c’est Cg-mip123 qui présente la plus forte expression dans les ganglions viscéraux en

accord avec les résultats publiés par Hamano et al. (2005). Ces MIPs doivent donc étre
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impliqués dans le contrble central de multiples processus physiologiques. L'étude du
transcrit Cg-mip123 dans I'aire gonadique montre gu’il est majoritairement exprimé au stade
de maturité sexuelle male. Il est également détecté dans |'aire gonadique de certains
individus males au stade de maturité sexuelle et ce profil suggere que Cg-mip123 pourrait
avoir un rble androgéne dans le changement de sexe qui affecte certains males avant
I'année de reproduction suivante. En effet, le r6le androgéne des IRPs a été décrit chez
certaines espéces de crustacés, ou I'IRP nommé IAG (Insulin-like Androgenic Gland peptide)
permet le maintien des caractéristiques males (Chetler et al., 2015, 2017).

Cg-MIP4 et Cg-MILP7 présentent des profils d’expression proches, ils sont tous les deux
trés peu exprimés dans les tissus adultes mais, bien que faible, leur expression augmente
lors du stade de maturité sexuelle femelle. Ce profil suggére qu’ils pourraient étre impliqués
dans la maturation ovocytaire, réle connu des IRPs chez le poisson zeébre (Nelson et Van Der
Kraak, 2010) ou chez la drosophile (lkeya et al., 2002; Wu et Brown, 2006).

Cg-ilp est le seul transcrit exprimé a la fois dans la glande digestive et dans l'aire
gonadique. Or, chez Crassostrea gigas, I'alimentation joue un role clé dans le controle de la
gamétogeneése, et les conditionnements de géniteurs en écloserie s’appuient justement sur
des périodes de forte alimentation (Muranaka et Lannan, 1984). Les travaux précédents ont
montré que les réserves préalablement établies conditionnent I'avancée en gamétogeneése
(Heude Berthelin et al., 2001) et I'effort de reproduction chez cette espéce (Jouaux et al.,
2013). Le profil d’expression trés spécifique de Cg-ilp en fait donc un bon candidat comme
régulateur de la balance entre alimentation et reproduction chez I’huitre creuse.

Ainsi, ces données d’expression ont permis d’identifier les ligands et de préciser leurs

implications potentielles dans le contréle de la gamétogeneése.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:
Insulin related peptides
Crassostrea gigas

Insulin Related Peptides (IRPs) belong to the insulin superfamily and possess a typical structure with two chains,
B and A, linked by disulphide bonds. As the sequence conservation is usually low between members, IRPs are
classified according to the number and position of their disulphide bonds. In molluscan species, the first IRPs

NL"];“SCS identified, named Molluscan Insulin-related Peptides (MIPs), exhibit four disulphide bonds. The genomic and
Phylogeny . transcriptomic data screening in the Pacific oyster Crassostrea gigas (Mollusc, Bivalvia) allowed us to identify six
Gametogenesis

IRP sequences belonging to three structural groups. Cg-MIP1 to 4 have the typical structure of MIPs with four
disulphide bonds. Cg-ILP has three disulphide bonds like vertebrate Insulin-Like Peptides (ILPs). The last one,
Cg-MILP7 has a significant homology with Drosophila ILP7 (DILP7) associated with two additional cysteines
allowing the formation of a fourth disulphide bond. The phylogenetic analysis points out that ILPs may be the
most ancestral form. Moreover, it appears that ILP7 orthologs are probably anterior to lophotrochozoa and
ecdysozoa segregation. In order to investigate the diversity of physiological functions of the oyster IRPs, we
combine in silico expression data, QPCR measurements and in situ hybridization. The Cg-ilp transcript, mainly
detected in the digestive gland and in the gonadal area, is potentially involved in the control of digestion and
gametogenesis. The expression of Cg-mip4 is mainly associated with the larval development. The Cg-mip
transcript shared by the Cg-MIP1, 2 and 3, is mainly expressed in visceral ganglia but its expression was also
observed in the gonads of mature males. This pattern suggested the key roles of IRPs in the control of sexual
reproduction in molluscan species.

1. Introduction

Since their discovering in mammals, the molecules belonging to the
insulin family and their potential physiological roles have given rise to
a huge interest. The abundant literature dealing with this subject occurs
for two main reasons. Firstly, insulin family members are involved in
the control of a large variety of physiological processes including re-
production, development, growth, carbohydrate and lipid metabolism
(reviewed in Agrogiannis et al., 2014; Dimitriadis et al., 2011; Saltiel
and Kahn, 2001; Sliwowska et al., 2014). The involvement of insulin in
the control of life span has also been demonstrated (Avogaro et al.,
2010). Secondly, insulin belongs to a superfamily including a large
number of members. Insulin and Insulin-like Growth Factors (IGFs)
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were first described in mammals and other members were later iden-
tified as relaxins and a variety of related peptides (Bathgate et al., 2013;
Shabanpoor et al., 2009; Wilkinson et al., 2005). Insulin related pep-
tides (IRPs) were also found in almost all animal phyla, so this family of
molecules is of particular interest for phylogenetic analysis and study of
the evolutionary history. From its large phylogenetic repartition, Jekely
(2013) concluded that IRP may be ancestral to all metazoan species.
Invertebrate IRPs sequences have firstly been identified based on
biochemical purification or cDNA identification thus producing a large
number of IRPs of various taxonomic clades. Another approach relies
on genomic and transcriptomic-wide screening. This enabled to com-
plete the panel of IRPs in some species or to identify sequences in new
species. These different approaches helped identifying and
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Table 1
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Schematic structure of the main putative mature IRPs sequences, according to the classification of Matsunaga (2017). All IRPs groups have the 2 canonical disulfide
bridges connecting the A and B chains. a and b types have an additional inter A and B chains disulfide bridge, only the b type include a fourth intra A chain disulfide
bridge. A and B chains may be linked or not depending on the presence and cleavage of a C peptide between them. A supplementary D domain is also present in
several members. AG: androgenic gland; IAG: Insulin-like Androgenic gland peptide, ILP: insulin like peptide, IRP: insulin related peptides, RLP: relaxin like peptide.

R: Review article, U: Unpublished NCBI data.

a type B type y type
2 canonic disulfide bridges between A and B chains
1 disulfide intra-A chain bridge
[ | n
( a2 ] | )Ca ) ( )L 2]
| | —
Various mature —
o R — o | e
e e -
e A ]
Species and _m
phylogeny [ a o]
-
el A o]
Bibliography
% Vertebrata H. sapiens Insulin, IGFs, INSL, Relaxin | Shabanpoor et al. (2009) R
°
s ) ,,, Ci-INS-L1,Ci- INS-L2, __
o Tunicata C. intestinalis Ci-INS-L3 Olinski et al. (2006)
. Pierce et al. (2001), Li et al.
Nematoda C. elegans INS-20 to ﬁ\]slggs 331036, INS 1 to 10, Daf28 INS 11 to 1?NISN35832 INS 37, (2003), Matsunaga et al.
(2017 R
Maruyama et al. (1988)
" . . Kondo et al. (1996) Yoshida
B. mori Bombyxins family A to G etal. (1997, 1998), Bayazit
(2009) R
S. gregaria Scg-IRP Badisco et al. (2013)
3 Hexapods L. migratoria ILP Lagueux et al. (1990)
g
.E- A. aegyptii AalLP 1to 8 Riehle et al. (2006) R
w
Brogiolo et al. (2001),
D. melanogaster DILP1t0 8 Gronke et al. (2010) R
S. verreauxi Sv-IAG, Sv-ILP1, Sv-ILP2 Chandler et al. (2017)
Arv AGH (with additional intra B
Crustacea A. vulgare disulfide bridge) Ventura et al. (2011)
. Phoungpetchara et al.
M. rosenbergii Mr IAG Mr ILP, Mr RLP (2011), Ventura et. (2009)
mit et al. 3 B
L. stagnalis MIP1,2,3,4,5,7 1992, 1993, 1996, 1998), Li
etal. (1992)
© A. californica Al Floyd et al., 1999
5 C. geographus Con-Ins G2 Con-Ins G1 Safavi-Hemami et al. (2015)
£ Mollusca
2 S. officinalis So IRP Zatylny-Gaudin et al. (2016)
g
C. gigas olRP Hamano et al. (2005)
L. gigantea ins 1,ins 2, ins 4 ins 3 Veenstra (2010)
Annelida P. dumerilii IRP2, IRP3, IRP4, IRP5 IRP1 Conzelmann et al. (2013)
S. mediterranea ilp-1 Miller and Newmark (2012)
. . ILP-1, ILP-2 (with an additional
Platyhelminths |T. solium intra A disulfide bridge) Wang et al. (2013)
. ILP (with an additional intra A
S. mansoni disulfide bridge) Wang et al. (2013)
Porifera G. cydonium sponge insulin Robitzki et al. (1989)
N. vectensis NV 199266; NV 207484 Anctil (2009)
Cnidaria
H. magnipapillata Hv-ILP1; Hv-ILP2; Hv-ILP3 Steele et al. (2009)- U

(See above-mentioned references for further information.)

characterizing IRPs in a large number of species belonging to all clades
of the phylogenetic tree. The most studied members can be found in
Table 1.

A comparative analysis of IRP sequences revealed that the percen-
tage of identity among species as well as between insulin related
members within one species is relatively low. However, the IRPs display
common features. First, they are composed of two chains named B and
A which are linked by at least two canonical disulphide bonds (De

Meyts, 2004). Chains B and A originated in the post-translational pro-
teolytic cleavage from a unique pre-propeptide that contained a signal
peptide and some facultative additional domains named C peptide, D
and E domains. The C peptide is located between the B and A sequences
and may be cleaved or not in the mature form. The D and E domains are
located at the C-terminal extremity, the latter one being post-transla-
tionally cleaved through dibasic residues. One of the most diversified
series of IRPs was described in the nematode Caenorhabditis elegans and
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led to the description of 40 insulins (INS) named INS-1 to INS-39 and
DAF28 (Matsunaga, 2017; Pierce et al., 2001). C. elegans IRPs can be
assigned into three groups named a,  and y according to their struc-
tural properties (Duret et al., 1998; Matsunaga, 2017). The IRPs be-
longing to a and (3 types have an additional disulphide bond between
the A and B chains. In the f type, a fourth disulphide bond occurs be-
tween two residues of the A chain (intra-A disulphide bond). In the y
type, only the two canonical disulphide bonds between A and B are
present but the intra-A chain bond also exists (Matsunaga, 2017).

So far, the co-existence of the three types of IRPs in the same species
has only been reported in C. elegans. Interestingly, the situation re-
garding IRP types is very different depending on the species considered
(Table 1). In deuterostomes, IRPs are only assigned to the y type, as well
as in most of ecdysozoan species, with the exception of the crustacea
Macrobrachium rosenbergii which has a B type IRP. However, the pre-
sence of f} type IRPs appears more common in lophotrochozoan species.
On the contrary, the y IRPs were scarcely described in lophotrochozoan
and only for species with a sequenced genome. Interestingly, this co-
existence of both 3 and y types might constitute an evolutionary sig-
nature of IRPs in protostomian species. Moreover, distribution of IRPs
across the phylogenetic tree led to hypothesise that y type members
constitute the ancestral form.

Investigation of physiological roles of IRPs may improve our un-
derstanding of their evolutionary history. Indeed, the multiple biolo-
gical functions of different members of the insulin family observed in
vertebrate species are generally conserved in invertebrates. Indeed,
prostostomian IRPs assigned to different types present similar functions
compared to deuterostome IRPs which are all grouped in the y type.
This functional conservation was clearly demonstrated for Drosophila
melanogaster and C. elegans, since these species benefit from functional
approaches mainly based on targeted mutations of insulin-like pathway
genes (ligands, receptor or effectors of signal) or RNAi experiments. In
both species, IRPs played key roles in the control of growth and de-
velopment (Bohni et al., 1999; Brogiolo et al., 2001; Garelli et al., 2012;
Gronke et al., 2010; Li et al., 2003; Shingleton et al., 2005), energy
storage (Ashrafi et al., 2003; Broughton et al., 2005), stress resistance
(Liu et al., 2016; Soderberg et al., 2011), response to diet restriction
(Broughton et al., 2010; Hibshman et al., 2016), lifespan (Apfeld and
Kenyon, 1998; Clancy et al., 2001; Gronke et al., 2010; Partridge et al.,
2011) and fecundity (Hsu and Drummond-Barbosa, 2009; Luo et al.,
2010; Michaelson et al., 2010; Narbonne et al., 2015). Unlike their
vertebrate counterparts, the primary source of IRPs in invertebrates is
the nervous system. These assertions rely mainly on im-
munocytochemical and in situ hybridization labelling of the IRPs-pro-
ducing cells located in the nervous ganglia. However, local expressions
in other tissues also exist. Some of them are linked to the role of IRPs in
the control of the sexual reproduction. Evidence of this can be seen in
crustacean species in which IRPs are expressed in the androgenic gland,
an organ involved in the control of sexual differentiation (Manor et al.,
2007; Ventura et al., 2011). In the planaria Schmidtea mediterranea, ilp-
1 expression has also clearly been demonstrated in testis lobes and
RNAi inhibition of Insulin-like signal resulted in the reduction of the
testis lobe size and in a decrease in the spermatid number in mature
animals (Miller and Newmark, 2012).

The pacific oyster Crassostrea gigas (e.g Magallana gigas) is a mollusc
bivalve belonging to lophotrochozoan species. Previous research in this
oyster resulted in the identification of three IRPs transcripts issued from
the same precursor (Hamano et al., 2005) and signalling pathway re-
lated members (Gricourt et al., 2003; Jouaux et al., 2012). The IRP
transcripts are expressed in the visceral ganglia during the annual cycle
according to the reproductive and energetic status (Hamano et al.,
2005). Moreover, the phylogenetic position of this species and its par-
ticular reproduction as an alternative hermaphrodite made C. gigas an
interesting model for the study of IRPs at molecular and functional
levels. In addition, our group has already identified the tyrosine kinase
receptor for C. gigas IRPs (CIR) as well as three effectors of the
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signalling pathway and confirmed the involvement of IRPs in the con-
trol of growth, reproduction and nutritional status (Gricourt et al.,
2003; Jouaux et al., 2012).

Here, we took advantage of the availability of the genome (Zhang
et al., 2012) as well as various transcriptomic data in C. gigas (Riviere
et al., 2015; Zhang et al., 2012, 2014; Zhao et al., 2012) to better un-
derstand the evolutionary history of IRP sequences. For this purpose,
we first performed in silico analyses to explore the range of IRP se-
quences and precise their structural characteristics. Next, the phylo-
genetic analysis of molluscan IRPs was performed. Finally, we in-
vestigated the expression level and location of the corresponding
transcripts using quantitative PCR and in situ hybridization in order to
gain insights into their physiological roles. Altogether, our results shed
light on structural and functional evolution of the insulin superfamily.

2. Material and method
2.1. Analysis of molecular databases

We used a strategy of sequence similarity to identify sequences
encoding protein homologous to model vertebrate species (Mus mus-
culus INS and IGFs), ecdyzosoan species (Drosophila melanogaster DILPs)
and lophotrochozoan species (Lymnaea stagnalis MIP) insulin super-
family members in the predicted proteome (NCBI), in the transcriptome
(GIGATON http://ngspipelines-Sigenae.toulouse.inra.fr) and genome
(NCBI) of C. gigas (Thunberg, 1793, taxid: 29159) using reciprocal
BLASTP or TBLASTN. We used the BLOSUM62 matrix for NCBI analysis
of the databases SWISSPROT for proteomic search, and Oyster v9 for
genomic search. The sequences used for similarity are listed in the
Supplementary data Table S1. Predicted expressions were found using
Gigaton databases which allow to retrieve annotations, expression le-
vels in adult tissues and developmental stages (obtained by Zhang et al.
(2012)) as well as polymorphism data like described in Riviere et al.
(2015).

2.2. Multiple sequence alignment and phylogenetic analysis

The protein sequences of the IRPs family identified in C. gigas were
aligned by the use of Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/
msa/clustalo/) using default parameters (Sievers et al., 2011). The
phylogenetic analysis was performed with IRP sequences from four
other molluscan species (Lymnaea stagnalis, Lottia gigantea, Sepia offici-
nalis and Aplysia californica), one vertebrate species (Homo sapiens) and
one ecdysozoan species (Drosophila melanogaster). The evolutionary
analyses were conducted in MEGA X (Kumar et al., 2018) using the
Maximum Likelihood method based on the JTT matrix-based model
(Jones et al., 1992) with the Poisson substitution model. The bootstrap
consensus tree inferred from 500 replicates is taken to represent the
evolutionary history of the taxa analysed (Felsenstein, 1985).

2.3. Analysis of protein sequences

The signal peptide was predicted using PREDISI (http://www.
predisi.de/). KR potential cleavage sites were identified and com-
pared with those of L. Stagnalis (Smit et al, 1988, 1991,
1992,1993,1996, 1998). A and B chains as well as C peptide were de-
duced using the same strategy. Molecular weights were calculated using
scansite (http://scansite.mit.edu/calc._ mw_pi.html) and verified using
ProteinProspector (http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/
msform.cgi?form = msproduct).

2.4. Genomic organization
The WEBSCIPIO server was used for the prediction of the genomic

organization of scaffolds related to IRP sequences in C. gigas (Hatje
et al., 2011). The RNA organization was deduced from blastn analysis
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linked to genomic organization.
2.5. Animals

Diploid Pacific oysters (C. gigas) were provided by a commercial
oyster farm in Saint-Vaast la Hougue (Manche, France). Experiments
were carried out on animals during their second or third cycle of ga-
metogenesis. Thirty oysters were sampled every two months. The
ploidy was individually tested using gill samples as recommended by
Jouaux et al. (2010).

2.6. Light microscopy

Visceral ganglia and transverse sections of the gonadal area were
fixed for histology in Davidson’s fixative at 4 °C (10% glycerol, 20%
formaldehyde, 30% ethanol 95°, 30% sterile sea water, 10% acetic acid)
for 24 to 72h. The tissue samples were dehydrated in serial ethanol
dilutions, transferred in butanol (Carlo Erba) and embedded in paraffin
wax (Roth). Three micrometers sections were stained according to the
Prenant-Gabe trichrome protocol (Gabe, 1968). The stages of the ga-
metogenetic cycle were determined according to Heude Berthelin et al.
(2001).

2.7. RNA extraction and cDNA synthesis

Four pools of three samples were collected for each tissue sample
(adductor muscle, digestive gland, labial palps, inner mantle, edge
mantle, gills and heart). Similarly, samples were done for visceral
ganglia and gonadal area at each stage of gametogenesis. Each pool was
crushed and incubated for 5min at room temperature in TriReagent®
(Sigma Aldrich). One hundred microliters of 1-Bromo-3-chlotopropane
were added, samples were vortexed and centrifuged (15 min at 4 °C).
The aqueous phase was recovered and total RNA extraction was per-
formed using the Nucleospin RNA II kit (Macherey-Nagel). RNA sam-
ples were reverse transcribed according to Dheilly et al. (2012).

2.8. Real-time quantitative polymerase chain reaction

The sequences of forward and reverse primers were designed using
the Primer3 software and folding was analysed (http://unafold.rna.
albany.edu/?q =mfold). Quantitative PCR was done using 1X GoTaq
SYBR Green Mix (Promega), 8.85 ng cDNA and 900 nM of each primer
(Table S2) in a final volume of 15 pL. Each run consisted in one cycle of
5min at 95 °C followed by 45 cycles of 15 sec at 95°C and 45 sec at
60 °C. The specific amplification of the target sequences was verified by
constructing melting curves (80 cycles of 10 sec, temperature increased
by 0.5°C step from 55°C to 95°C). Three reference genes (GAPDH,
Arfl, EFla) were tested for qPCR for each tissue and each condition.
They were chosen among the best reference genes as identified by
Dheilly et al. (2011). EFla was found as a reliable normalization gene
as no significant difference (p < 0.05) of Ct values was observed be-
tween the different samples compared. Indeed, EFla was previously
used as reference gene in various tissues of C. gigas (Dubos et al., 2018,
2016; Fabioux et al., 2004). Thus, the relative level of each gene ex-
pression was calculated for one copy of the EFla reference gene by
using the following formula: N = 274C (reference to EF1a).

2.9. Normalized cDNA library

Total RNA sample was used for double stranded cDNA synthesis
using SMART approach (Zhu et al., 2001). SMART prepared amplified
c¢DNA was then normalized using Duplex Specific Nuclease (DSN)
normalization method (Zhulidov et al., 2004). Normalization included
cDNA denaturation/reassociation treatment by DNS (Shagin et al.,
2002) and amplification of normalized fraction by PCR. Resulted nor-
malized cDNA was used for the “all developmental stages and adult
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central nervous system” library preparation of C. gigas (Fleury et al.,
2009).

2.10. RNA probe preparation

The sequences of interest were amplified by PCR using specific
primers (Table S2), with a “all developmental stages and adult central
nervous system” directional and normalized cDNA library inserted into
the Pal 17.3 plasmid (Evrogen) (Fleury et al., 2009). The samples
contained 1X PCR Buffer, 0.2 mM dNTP, primers at 0.2 uM each, 4 mM
MgCl,, 10 ng ¢cDNA, 1U Taq Polymerase. The cycling conditions were as
follows: 2 min at 96 °C, 40 cycles at 96 °C, 58 °C and 72 °C during 30 sec
each followed by a final step at 72 °C. The PCR products were purified
from 1% agarose gel using the Nucleospin® Gel and PCR clean-up kit
(Macherey-Nagel). Ligation and transformation were realized according
to the protocol of the pGEM®-T Easy Vector Systems kit in JM109
chemocompetent bacteria (Promega). The integration of recombinant
plasmids in the transformed bacteria was checked by PCR with T7 and
SP6 universal primers. The integrated fragment was then validated by
sequencing (GENEWIZ Genomics). For each validated colony, a mini-
prep was performed using the Nucleospin® Plasmid kit (Macherey-
Nagel). Isolated plasmids were linearized with restriction enzyme either
Pst I or Sac II during 2h at 37 °C and 5min at 65 °C. After clean up
purification (Nucleospin® Gel and PCR Clean-up protocol), the RNA
probes were labelled using the protocol of the DIG RNA labelling kit
(SP6/T7) (Roche).

2.11. In situ hybridization (ISH)

ISH was performed with 3 um sections mounted on Superfrost Ultra
Plus slides. The sections were heated overnight at 37 °C, 2 min at 56 °C
and 30 min at room temperature before dewaxing and rehydratation in
increasing ethanol dilutions. The sections were treated with Proteinase
K (Macherey-Nagel) at 5 pug/mL in Tris-EDTA
(Ethylenediaminetetraacetic acid, Sigma-Aldrich) Buffer pH 8 for
10 min between two rinses of 5min in 1X PBS (Phosphate Buffered
Saline, P5493 Sigma-Aldrich). Slides were post fixed with a solution of
1X PBS/PFA 4% (Paraformaldehyde, Fisher Scientific 115-867-11) for
7 min and rinsed for 3 min in PBS and 5 min twice in 2X SSC (Saline
Sodium Citrate, 93,017 Sigma-Aldrich). The sections were pre-
hybridized for 60 min at 50 °C in hybridization buffer consisting of 4X
SSC, 10% dextran sulfate, 1X Denhardt’s solution, 2 mM EDTA, 50%
deionized formamide (F9037 Sigma-Aldrich) and 500 pg/mL salmon
genomic DNA (D1626 Sigma-Aldrich) before the hybridization step
with 400 ng/mL of RNA probes overnight at 50 °C. The sections were
treated once with 2X SSC and three times with 60% formamide in 0.2X
SSC each 5 min at 55 °C before being rinsed twice in 2X SSC and once in
100 mM Tris-HCI pH 7.5 with 150 mM NaCl, 5min each at room tem-
perature. The slides were treated for 30 min with blocking buffer con-
sisting of 100 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 1% blocking reagent
before incubation with alkaline phosphatase-conjugated anti-DIG anti-
body (polyclonal, Fab fragments) diluted 1:2000 in blocking buffer.
Two rinses of 5 min were made with 100 mM Tris-HCl, 150 mM NacCl
and one of 10 min with detecting buffer containing 100 mM Tris-HCI
pH 9.5, 100 mM NaCl and 50 mM MgCl,. The sections were incubated
overnight with a BCIP (5-bromo-4-chloro-3’-indolylphosphate)/NBT
(nitro-blue tetrazolium) solution (11 681 451 001 Roche) diluted at
1:50 and rinsed 5 min with Tris-EDTA buffer. The dehydratation pro-
cess was then carried out with two baths in 100% ethanol and 5 min in
Roti-Histol before mounting.

2.12. Statistical analysis
Statistical analyses were performed using R 3.4.3 and RStudio

software. A Wilcoxon test and a non-parametric one-way analysis with
permutation test were done to determinate significant differences
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Fig 1. Amino acid alignments (A) and schematic representation of the predicted mature forms (B) for C. gigas IRPs. Signal sequences (yellow), B chains (red), C
peptides (blue), A chain (green), putative D (purple) and E (pink) domains are specified for each sequence. The putative cleavage sites are either in grey (A) or
represented by spaces between chains and domains (B). In the amino acid alignment (A), the six conserved cysteine residues are framed in black and the two
additional ones are highlighted by arrows. For the predicted mature forms (B), the three conserved disulphide bonds are annotated by a full line while the putative
additional bonds are noted by a dotted line. The estimation of the molecular weight is annotated at the right of each corresponding C. gigas IRP.

(a = 0.05).

3. Results

3.1. Identification and classification of IRPs in C. gigas

We used sequence similarity and the conserved cysteine residues to

C. gigas (NCBI IDs: XP_011455161; BAE48437; XP_011415722;
EKC18432; EKC18433; XP_011435161). The functional analysis with
INTERPROSCAN (Quevillon et al., 2005) confirmed that they belong to
the insulin superfamily. With these sequences as queries, three mRNA
sequences were found in C. gigas transcriptome GIGATON (Zhang et al.,
2012; Zhao et al., 2012; Riviere et al., 2015) (GIGATON IDs: CHOY-
P_ILP.1.1, CHOYP_MPI5.1.1. and CHOYP_INS.1.1). In the genome of C.
gigas, three scaffolds corresponding to these transcripts were detected

identify six sequences of pre-propeptides in the predicted proteome of
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Table 2
NCBI accession number, type of IRP with the number of cysteine residues in the
B and A chains, signature motif and name for each C. gigas IRP.

NCBI IDs Type
f3 (8 Cys)

Motive Name

BAE48437 Cg-MIP1

XP_011415722 Cg-MIP2

C(1X)CC(3X)C(8X)C

EKC18432 Cg-MIP3

EKC18433 Cg-MIP4

XP_011435161 CC(4X)C(8X)C Cg-MILP7

XP_011455161 | | = CC(3X)C(8X)C Cg-ILP

(NCBI IDs: NW_011937261.1; NW_011937734.1; NW_011935790.1).
The protein sequences were first aligned to identify conserved do-
mains and structural characteristics of the insulin superfamily (Fig. 1A).
The sequences exhibited different signal peptides whose length varies
from 15 to 55 amino acids. The B chains, range from 26 to 56 amino
acids, always end with a pair of basic amino acids (KR) that allows the
cleavage of C peptides which present one or two potential internal
cleavage sites. The A chains, ranging from 24 to 37 amino acids, display
different signature motifs formed according to the cysteine residues
number and position. The identified sequences display 6 or 8 cysteine
residues distributed in the B and A chains, which allows the formation
of 2 or 3 disulphide bonds between both chains and an additional one
intra A chain. Therefore, oyster IRPs belong to both (3 and y types
(Table 2). Among the six identified sequences, only one (NCBI ID:
XP_011455161) has a total of 6 cysteine residues that allows the for-
mation of 3 disulphide bonds. So it belongs to the y type. Its A chain
displays the signature motif of vertebrate Insulin-Like Peptides (ILPs):
CC(3X)C(8X)C, this is why it is called Cg-ILP. Moreover, the Cg-ILP
sequence presents an uncleaved D domain (88 aa). The other five se-
quences have 8 cysteine residues allowing the formation of an addi-
tional disulphide bonds between A and B chains. For this reason, they
belong to the B type. Four of them (NCBI IDs: BAE48437;
XP_011415722; EKC18432 and EKC18433) have the signature motif of
Molluscan Insulin-related peptides (MIPs) of Lymnea stagnalis:
C(1X)CC(3X)C(8X)C. Hence, these sequences were called Cg-MIP1 to
Cg-MIP4. Cg-MIP1, Cg-MIP2 and Cg-MIP3 exhibit strong identity
(> 98%, Table S3). They differ widely from Cg-MIP4 (32.54% identity
in average). This last sequence holds an E domain (24 aa) potentially
cleaved using the dibasic site in the active form. The last B type se-
quence (NCBI ID: XP_011435161) presents a different A chain motif
CC(4X)C(8X)C and a homology with DILP7 of Drosophila stronger than
with the other Cg-IRPs (Table S3). The possible existence of four dis-
ulphide bonds associated to DILP7 homology led us to name this se-
quence Cg-MILP7 (Molluscan Insulin-Like Peptide 7). Whereas the
identity between sequences is low, the six key cysteine residues are
conserved in accordance with insulin superfamily characteristics.
Mature forms were predicted according to the sequence similarity
and the identification of cleavage sites (Fig. 1B). The molecular weight
of each of these predicted mature forms was calculated. As expected
and due to their strong homology, Cg-MIP1, Cg-MIP2 and Cg-MIP3
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presented the same molecular weight (7.1 kDa). The Cg-MIP4 differs
from the other Cg-MIPs by 16 aa and 24 aa in the A and B chains re-
spectively. The molecular weight of the Cg-MIP4 mature form was es-
timated at 7.9 kDa after cleavage of the E domain. Cg-MILP7 and Cg-ILP
molecular weights were estimated at 11 kDa and 14.9 kDa respectively.

3.2. Genomic organisation of C. gigas IRPs

The schematic representation of IRPs genomic location (Fig. S1)
showed that IRPs were dispatched on three scaffolds in relation to their
structural characteristics. Indeed, all the Cg-MIPs were found on the
scaffold 43798. It appeared that Cg-MIP1, Cg-MIP2 and Cg-MIP3 share
the same location on this scaffold. Cg-MIP4 was found at a different
location, but still on scaffold 43798. Cg-MILP7 and Cg-ILP were loca-
lized on scaffold 43,272 and scaffold 737 respectively.

A detailed analysis of the organization of genes, transcripts and
peptides confirmed the similarity between Cg-MIP1, Cg-MIP2 and Cg-
MIP3 (Fig. 2). Besides sharing the same scaffold and the same tran-
script, named Cg-mip123 (GIGATON ID: CHOYP_MPI5.1.1), the pre-
propeptides structures are close together as well. They all contain B and
A chains with three and five cysteine residues respectively and four
cleavage sites (KR) in the C peptide and at its extremities. Cg-MIP3
differed from Cg-MIP1 and Cg-MIP2 in that the signal sequence is
longer and issued from two different exons (exons 1 and 2) whereas Cg-
MIP1 and Cg-MIP2 signal peptides originated from exon 2 only. Both
genomic sequences encoding Cg-MIP1 and Cg-MIP2 shared the same
predicted organization based on two exons (exons 2 and 3) separated by
the intron 2. Interestingly, genomic sequence encoding Cg-MIP4 was
located in a different region of scaffold 43798. It displayed three exons
and two introns but, while using BLASTN, it appeared to be associated
with a different RNA sequence, namely Cg-mip4 (GIGATON ID:
CHOYP_INS.1.1). The pre-propeptide sequence Cg-MIP4 appeared to be
slightly different from other Cg-MIPs. Its C peptide may be cleaved in
two parts instead of three and a potentially cleaved E domain was
identified at the C-terminal extremity of the sequence.

The Cg-MILP7 was related to three exons and two introns of scaffold
43272. The associated transcript Cg-milp7 was not present in the da-
tabases. Cg-MILP7 presented an amino acid sequence with B and A
chains containing three and five cysteine residues respectively and a C
peptide potentially cleaved in two parts.

The Cg-ILP was related to its own DNA sequence (scaffold 737) and
its own transcript named Cg-ilp (GIGATON ID: CHOYP_ILP.1.1). The
genomic sequence possesses three exons and two introns. The amino
acid sequence differs due to its six cysteine residues, two of which found
on the B chain and four on the A chain. Cg-ILP presents a C peptide,
which is potentially cleaved in two parts. A D domain is also present at
the C-terminal extremity.

Whatever the IRPs of C. gigas, the A and B chains were respectively
encoded by two successive exons from the genomic sequences.

3.3. Phylogenetic analysis of molluscan IRPs

The phylogenetic analysis of molluscan IRPs is shown in Fig. 3. For
this purpose, we selected IRPs from five molluscan species, C. gigas (Cg-
MIP1 to 4, Cg-ILP and Cg-MILP7), S. Officinalis (Insulin), L. Stagnalis
(MIP I to VII and Ls-MILP7), A. californica (ILP and Ac-MILP7), L. gi-
gantea (Insulin 1 to 4), the vertebrate representative insulin of Homo
sapiens (Insulin) and the Drosophila ILP7 (DILP7). The predicted MILP7
of A. californica and L. stagnalis were previously described by Veenstra
(2010) (ESTs NCBI IDs: EB230021 and ES573590 for A. californica and
L. stagnalis respectively) and the prediction of peptides related to these
sequences using EXPASY revealed that they both belong to the MILP7
group. The phylogenetic classification revealed that the Cg-ILP of C.
gigas and the Insulin 3 of L. gigantea are close to each other and grouped
with vertebrate insulin. In the same way, the Cg-MIPs are phylogen-
etically close to the Insulins 1 and 2 of L. gigantea, the S. officinalis and
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Fig 2. Schematic representation of C. gigas scaffolds correlated with transcripts

and insulin-like pre-propeptide sequences using WEBSCIPIO. Cysteine residues (s),

cleavage sites (KR) and signal sequences (SS) are annotated. Transcript not found in databases were annotated “Unidentified RNA” and represented in light grey.

A. californica IRPs and all the MIPs of L. stagnalis. Cg-MIP1, Cg-MIP2
and Cg-MIP3 were very close with each other but phylogenetically
more distant from Cg-MIP4. Likewise, L. stagnalis MIP I, MIP II, MIP III,
MIP V and MIP VII were grouped together. Cg-MILP7 was grouped with
the Insulin 4 of L. gigantea, the Ls-MILP7 of L. stagnalis, the Ac-MILP7 of
A. californica and they are phylogenetically close to DILP7.

3.4. Quantification and location of C. gigas IRPs expression

The in silico expression of transcripts Cg-mip4, Cg-ilp and Cg-
mip123 were recorded using GIGATON expression data for the devel-
opmental stages of C. gigas (Fig. 4) obtained by Zhang et al. (2012a,b).
Cg-mip4 and Cg-ilp were found to be expressed in all developmental
stages. Both transcripts presented the same patterns but Cg-mip4 ex-
pression level is clearly higher. The Cg-mip4 transcript (and to a lesser
extent Cg-ilp) increased from the beginning of the trochophore larvae
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stages (T1 to T5) until the juvenile stage (J). The highest expressions of
this transcript were observed at the late stages of D-shaped larvae (D6
and D7) and at two umbo larvae stages (U2 and U4). By comparison
with the two other transcripts, Cg-mip123 was only weakly expressed
during development.

Expressions of Cg-mip123, Cg-ilp and Cg-mip4 transcripts in adult
tissues were analysed on the basis of GIGATON transcriptomic data
associated to quantitative PCR measurements (Fig. 5). In silico expres-
sions showed that all transcripts seemed to be mostly expressed in the
digestive gland and in the male mature gonad (Fig. 5A1 to C1). Real
time qPCR tends to confirm the overexpression of Cg-mip123 in the
digestive gland and the male mature gonadal area, as predicted by in
silico data. Real time qPCR also revealed that this transcript is expressed

in the adductor muscle and in the visceral ganglia (Fig. 5A1 to A4). The
Cg-mip4 is the least transcript expressed in the adult tissues, ten times
less than the two others (Fig. 5B2). Concerning Cg-ilp, it appeared that
this transcript was significantly overexpressed in the digestive gland as
predicted by in silico data (Fig. 5C2).

The expression of the three transcripts was measured in the visceral
ganglia (Fig. 5A3 to C3) and in the gonadal area (Fig. 5A4 to C4) at each
stage of the gametogenetic cycle for both male and female. The results
showed that, of the three transcripts, the Cg-mip123 is the one that is
mostly expressed in both the visceral ganglia and the gonadal area
(Fig. 5A3 and A4). Moreover, Cg-mip123 appeared to be a hundred
time more expressed in the visceral ganglia than in the gonadal area. Its
expression in the visceral ganglia reaches its highest level at the
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Fig 5. Expressions analyses of Cg-mip123, Cg-mip4 and Cg-ilp transcripts. Predicted expressions found in silico using GIGATON (Cg-mip123: A1, Cg-mip4: B1, Cg-ilp:
C1) and expressions analyzed by real-time qPCR (Cg-mip123: A2, Cg-mip4: B2, Cg-ilp: C2) in adult tissues of C. gigas. Adductor muscle (Amu), Digestive gland (Dgl),
female and male gonadal area (Fgo and Mgo respectively), labial palps (Lpa), inner mantle (Man1), mantle edge (Man2), Gill (Gil), hemocytes (Hem), gonadal area
(Ago) and heart (H). Expressions measured by real-time qPCR in the visceral ganglia (Cg-mip123: A3, Cg-mip4: B3, Cg-ilp: C3) and in the gonadal area (Cg-mip123:
A4, Cg-mip4: B4, Cg-ilp: C4) of animals selected at each reproductive stages. Quiescent stage (St0), male and female gonial mitosis initiating stages (St1M and St1F
respectively), male and female germline development stages (St2M and St2F respectively) and male and female sexual maturity stages (St3M and St3F respectively).
Each bar is the mean of 4 pools of 3 samples each tested in triplicate. The letters indicate significant differences between bars based on a non-parametric permutation

test (p-value < 0.05)

quiescent stage (stage 0) and the male and female germline develop-
ment stages (stages 2F and 2M). It reaches its lowest level at the in-
itiation of male gonial mitosis (stage 1M). Interestingly, Cg-mip123
expression levels were constant in the gonadal area over the early ga-
metogenetic stages (stage O corresponding to the quiescent stage, stages
1M and 1F corresponding to male and female gonial mitosis stages
respectively). A significant decrease of Cg-mip123 expression was then
observed during the female gametogenesis progression when on the
contrary, a significant increase was noted during the male gameto-
genesis progression. Stage 3M (male at sexual maturity) presented the
Cg-mip123 highest expression level in the gonadal area. The Cg-mip4
transcript showed constant levels of expression in the visceral ganglia at
the early gametogenetic stages and a tendency to increase at male and
female sexual maturity (stages 3F and 3M). In the gonadal area, the Cg-
mip4 transcript levels were lower than in the visceral ganglia but
tended to increase at the female sexual maturity stage (Fig. 5B3 and
B4). Concerning Cg-ilp, no significant difference was shown between
the gametogenetic stages in the visceral ganglia. Moreover, the tran-
script levels were in the same order of magnitude in both the visceral
ganglia and the gonadal area (Fig. 5C3 and C4). The Cg-ilp transcript
expression in the gonadal area tended to increase as the gametogenesis
progressed, in both male and female oysters.

In order to better understand the involvement of Cg-IRPs in re-
production, in situ hybridization labelling was only investigated for the
transcripts putatively involved in reproduction processes whom ex-
pression significantly increase during adult gametogenesis.
Subsequently, Cg-mip123 and Cg-ilp expression were explored in the
gonadal area and in visceral ganglia. Only the Cg-mip123 transcript

could be detected in the both tissues regardless of the stage of game-
togenesis for both males and females. In the visceral ganglia, Cg-
mip123 labelled cells appeared to be grouped together in a localised
area whatever the stage of gametogenesis (Fig. 6). At the cellular level,
Cg-mip123 labelling was localised mainly in the cytoplasm of neuro-
secretory cells. Variations of labelling intensity may result from the
position of the cutting plan in the ganglia. A cartography of visceral
ganglia has been established based upon the location of the labelled
(Fig. 7). The Cg-mip123 producing cells are located in a lobe of the
visceral ganglia, near the epidermal surface. In this area, the positive
cells do not constitute a cohesive group but appear to be relatively
dispersed. The Cg-mip123 transcript was also clearly detected into the
gonadal tubules of mature males at stage 3 (Fig. 8). The labelled cells
were located at the periphery of the gonadal tubules in the area con-
taining early germinal cells (spermatogonia) and intra-gonadal somatic
cells.

4. Discussion

The present study reports the identification of six IRP sequences in
C. gigas and the detection of their conserved motif in databases.
Moreover, the expression patterns of these IRPs were specified in order
to gain insight into their putative biological functions and more pre-
cisely their involvement in the adult reproduction.

4.1. Comparison of C. gigas IRPs and phylogenetic analysis

Despite the low sequence homology of the members, IRPs
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Fig 6. Transcript location of Cg-mip123 in the visceral ganglia by ISH at each
stages of gametogenesis. General view of ISH labeling with antisense probe (A)
with the labelled area designated by an arrowhead and ISH control with sense
probe (B). Quiescent stage (Stage 0, C), gonial mitosis stages female and male
(Stage 1, D and E respectively), female and male germline development stages
(Stages 2, F and G respectively) and female and male sexual maturity stages
(Stages 3, H and I respectively). Observation of neurosecretory cells labelled by
Cg-mip123 transcript at magnification 100 for each gametogenic stage (C to I).

configuration led to the identification of conserved signature motifs
containing cysteine residues involved in the canonical disulphide bonds
which are CC(3X)C(8X)C for Cg-ILP, C(1X)CC(3X)C(8X)C for Cg-MIPs
and CC(4X)C(8X)C for Cg-MILP7. The cysteines are responsible for the
formation of three or four disulphide bonds depending on the IRPs.
They include two canonical bonds between the A and B chains, one
intra-A chain and a facultative additional bond between the A and B
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chains. Interestingly, the principal segregation in the phylogenetic tree
depends first on the IRP signature motif, then on the species. This ob-
servation and the fact that all the motifs are found in L. gigantea and C.
gigas, demonstrate that these A chain motifs were present before the
segregation of molluscan classes. ILPs were not identified in L. stagnalis
nor A. californica. However, the existence of ILPs cannot be excluded in
these species, seen the absence of a whole sequenced genome.
Moreover, IRPs identification was targeted in the nervous system. In
other gastropod species belonging to the group of the cone snail mol-
luscs, some sequences with ILP motifs were also identified (Table S1).
Thus, in Conus geographus, sequences with MIP or ILP motifs were
identified (Safavi-Hemami et al., 2016). However, these IRPs were
produced as venom for predation according to prey preference. They
mimic IRPs of their prey, thus interfering with the insulin signal or
leading to hypoglycemic shock. However, the authors postulate that the
genes of the venom insulins differ from canonical insulin genes and
should be issued from a duplication event early in the history of conus.
For this reason, we deliberately discarded these molluscan IRPs from
our molluscan phylogenetic tree because of their adaptive function.

One of the IRP sequences in C. gigas, named Cg-ILP, presented a
structural homology with the vertebrates’ insulin and a non-cleavable D
domain at the C-terminal end of the sequence observed in vertebrates’
IGF (Shabanpoor et al., 2009). According to its characteristics, we as-
signed Cg-ILP in the y type. The genomic sequence of Cg-ILP presented
similarities with the insulin gene structure described in vertebrates.
Moreover, as currently observed in other species (Chan and Steiner,
2000), two among the three exons code for the A and B chain sequences
and the last one appeared to code for the uncleavable D domain. The
identification of Cg-ILP in a lophotrochozoan species demonstrates the
ancestral conservation of this IRP gene organization coding for y type,
prior to vertebrate segregation. Indeed, other ILPs with the same
structure than the vertebrates’ insulins were also found in invertebrate
species as L. gigantea (Veenstra, 2010), P. dumerilii (Conzelmann et al.,
2013) and Nematostella vectensis (Anctil, 2009).

In this paper, we identified Cg-MIPs belonging to the 3 type named
Cg-MIP 1 to 4. Before C. gigas genome availability, Hamano et al.
(2005) already identified a cDNA of MIPs, named oIRP, in the visceral
ganglia of the oyster. We confirmed here the protein encoded by oIRP
corresponds to the Cg-MIP1 sequence in the predicted proteome of C.
gigas. All Cg-MIPs possess the classical structure of the IRPs of L. stag-
nalis (Smit et al., 1988, 1991, 1992,1993,1996, 1998) with an addi-
tional disulphide bond between A and B chains. Their designation as
MIPs for Molluscan Insulin-related Peptides is due to their first identi-
fication in molluscan species but recent data showed that they are ra-
ther extended to the lophotrochozoa (Conzelmann et al., 2013). The
four Cg-MIP sequences display some differences. Cg-MIP1 and Cg-MIP2
differ only by three amino acids located in the C peptide. These sub-
stitutions result from Single Nucleotide Polymorphism (SNPs) as pre-
dicted in GIGATON databases (Riviere et al., 2015; Zhang et al., 2012).
Indeed, C. gigas possesses one of the highest level of genomic poly-
morphism (Qi et al., 2017; Zhang et al., 2012) and in the Cg-mip123
transcript, SNPs are regularly distributed along the whole sequence.
However, amino acid substitutions only occur in the C peptide, cleaved
in the mature protein. This situation of higher rate of mutations ac-
ceptance in the C peptide was already described by Steiner et al. (1985)
for vertebrate IRPs. Cg-MIP3 appeared to be issued from a splicing
variant of its transcript. The presence of a cleavable E domain in the Cg-
MIP4 structure was also found in P. dumerilii IRP-2, IRP-3 and IRP-5
(Conzelmann et al., 2013). The genomic organization presents the
classical organization of the IRP family with one exon coding for the B
chain and another coding for the A chain (Steiner et al., 1985). More-
over, the Cg-MIPs C peptides are issued from two different exons, as
described for MIP II and MIP V genes in L. stagnalis (Smit et al., 1998).

The last Cg-IRP sequence identified in our study was called Cg-
MILP7. It exhibited three potential A-B disulphide bonds like the
Molluscan Insulin-like Peptides but also the A-chain motif of DILP7 of



M. Cherif-Feildel et al.

Ay

General and Comparative Endocrinology xxx (xxxx) XXxX—-XXX

Fig 7. Photography (A) and trichrome Prenant-Gabe
coloration of transverse (B) and longitudinal (C)
sections of C. gigas visceral ganglia (VG). The antero-
posterior (A/P) axe, the adductor muscle (Amu),
cerebro-visceral connective (CVC) and branchial
nerve (BN) are annotated. The arrowheads indicate
the location where the labelling is visible.

drosophila [CC(4X)C(8X)C]. This ILP7 ortholog was also identified in
the genome of L. gigantea (Insulin 4), in the ESTs databases of L. stag-
nalis (ES573590 and ES573220) and A. californica (EB230021)
(Veenstra, 2010). As expected, all these molluscan MILP7 sequences
appeared grouped together as shown in the phylogenetic tree. More-
over, when the phylogenetic analysis includes the DILP7 of D. mela-
nogaster, it appears to be grouped with its homologous molluscan se-
quences, leading to suppose that the motif should be conserved
upstream the ecdysozoan specification. The Cg-milp7 transcript could
not be found whatever the databases suggesting a very low or targeted
expression. Further experiments would consist in the characterization

of its expression pattern of this atypical IRP.

Until recently, most scientific research on IRPs in molluscan species
referred to MIP molecules. The existence of ILP and MILP7 was firstly
reported in L. gigantea, which was the first mollusc to have its genome
sequenced. Our work on the oyster C. gigas confirmed the existence of
three types of molecules belonging to IRPs in molluscs. The three types
are present in several molluscan species and considering the phyloge-
netic segregation, these types would probably be ancestral to molluscs
providing new questions concerning the evolution of the insulin family
in metazoan. This superfamily of molecules is known to be involved in
multiple physiological regulations. Subsequently, the various IRPs we
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Fig 8. Trichrome Prenant-Gabe coloration of the gonadal tubules (GT) at male sexual maturity (Stage III, A). Spermatogonia (spg), spermatocytes (spc), spermatozoa
(spz) and intra-gonadal somatic cell (ISC) are annotated. General view of the transcript location of Cg-mip123 in the gonadal area by ISH at the male sexual maturity
stage with antisense probe (B) and control with sense probe (C). Cg-mip123 transcript location of the gonadal tubule at male sexual maturity at magnification 100

D).
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had identified in C. gigas probably support specific and conserved
physiological roles related to their structural properties, including de-
velopment, reproduction, sex change and energetic metabolism.

4.2. Evidence of multiple roles of IRPs in C. gigas

We also characterized Cg-IRPs expression during development and
in various adult tissues in order to investigate their physiological in-
volvement. Predicted expressions were investigated using GIGATON
databases and completed by qPCR experiments for adult tissues, as
GIGATON databases did not inform about expression in the visceral
ganglia and in the gonadal area along the gametogenesis. Indeed, in
invertebrate species, IRPs expression was mainly observed in the ner-
vous system. The expression of C. gigas IRPs was also mainly detected in
the nervous system, with Cg-MIPs being the most expressed IRPs in the
visceral ganglia throughout the year. Cg-MIPs should be involved in the
central control of multiple physiological processes, in agreement with
the results published by Hamano et al. (2005) on the same species. In
complement, we also demonstrated local expressions of the other Cg-
IRPs in the digestive and gonadal tissues as well as during larval de-
velopment.

4.2.1. A putative role of Cg-MIP4 during development

According to the databases, Cg-mip4 transcript is mostly expressed
during the larval development. The expression of this transcript in-
creased mainly at the end of the D-larvae stage, when larvae start to
feed themselves, with minor peaks during umbo stages. The involve-
ment of IRPs in the control of development is highly conserved: in
vertebrate species, Insulin-like Growth Factors (IGFs) provide essential
signals for the control of embryonic and postnatal development
(Dupont and Holzenberger, 2003). In insects and nematodes, the insulin
signalling pathway plays essential roles in the control of development
and organ growth in relation with the nutritional status (Lin and
Smagghe, 2018; Schindler et al., 2014). In the oyster C. gigas, Cg-MIP4
might be a key actor in developmental control.

4.2.2. The putative role of Cg-ILP in digestive processes

As expected by in silico expression data, Cg-ilp was mainly expressed
in the digestive gland and the gonadal area. These results fit with the
digestive expression of some IRPs described in various molluscan spe-
cies as for example Mytilus edulis (Fritsch et al., 1976), Anodonta cygnea,
Unio pictorum (Plisetskaya et al., 1978) and Helisoma duryi (Abdraba
and Saleuddin, 2006). Giard et al. (1998) observed that vertebrate IGF-
1 increase amino acid incorporation into proteins in dissociated di-
gestive cells of Pecten maximus. More recently, Jouaux et al. (2012)
observed the expression of the insulin receptor in the digestive gland of
C. gigas and suggested a paracrine function of the IRPs produced during
digestion. This digestive role of IRPs could also be observed in other
invertebrate species. Among the eight DILPs from D. melanogaster,
DILP3 is expressed in the brain but also in the midgut (Veenstra et al.,
2008) and plays a critical role in promoting sugar homeostasis (Kim and
Neufeld, 2015). This role in the regulation of nutritional state and
carbohydrate metabolism is also crucial and conserved in vertebrate
species.

4.2.3. Potential involvement of Cg-ILP and Cg-MIPs in the control of
reproduction

In C. gigas, Cg-ilp and Cg-mip123 are both expressed in the gonadal
area with differential expression related to gametogenetic cycle. Cg-ilp
expression significantly increase according to the course of gameto-
genesis in females as well as in males, allowing to postulate that go-
nadal Cg-ILP might play a part in the control of gametogenesis and/or
associated metabolic pathways. The relatively low Cg-ilp expression did
not allow the identification of cells producing Cg-ilp by in situ hy-
bridization. However, the involvement of IRPs in the control of game-
togenesis is well known in numerous invertebrate species. In the
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lophotrochozoan planaria S. mediterranea, ilp-1 is expressed in germ
cells of the testis lobe and ILP disruption impaired testis growth and
spermatogenesis (Miller and Newmark, 2012). In D. melanogaster
DILP2, DILP3 and DILP5 (presenting the ILPs signature motif
[CC(3X)C(8X)C]) are involved in the control of germ stem cell pro-
liferation defining the final reproductive effort (Gronke et al., 2010;
Hsu and Drummond-Barbosa, 2009). In the nematode C. elegans,
Michaelson et al. (2010) indicate that, under replete reproductive
conditions, the larval germline responds to insulin signalling (INS-3 and
INS-33) to ensure robust germline proliferation and amplify the germ-
line stem cell population. The activation of insulin signalling pathway
acts in parallel with Notch signalling, thus affecting the number of cells
in the proliferative zone. Moreover, for all these invertebrate species,
germline proliferation is closely linked to nutritional status via insulin
signalling. If we consider its expression pattern in C. gigas, Cg-ILP may
be the best candidate to assume the dual control of nutritional status
and reproductive effort. Further measurements of Cg-ilp expression
based on the nutritional status and germline cells proliferation should
be performed to confirm this hypothesis.

The expression of Cg-mip123 was also detected in the gonadal area
even though much lower than in visceral ganglia. The Cg-mip123 ex-
pression is mainly related to male sexual maturity, both for gPCR and
ISH labelling approaches. Interestingly, ISH positive cells were loca-
lized near the tubule wall in the location of early germinal cells and
associated intragonadal somatic cells (Franco et al., 2008). The small
size and low number of labelled cells did not allow us to identify with
certainty the nature of the cells but a co-labelling with the germ cells
marker Oyvlg (Fabioux et al., 2004) could clarify their belonging to the
germinal or somatic lineage. In crustacean species, IRPs were found to
be involved in the maintenance of male characteristics (Chandler et al.,
2015, 2017; Manor et al., 2007; Sharabi et al., 2016; Ventura et al.,
2009). Therefore, the specific detection of Cg-mip123 in the male
gonad questions the androgenic role of Cg-mip123 in the oyster, which
is an annual alternative hermaphrodite.

5. Conclusion

Regarding the phylogenetic analysis, the most commonly dis-
tributed motif is that of ILPs, leading to postulate its ancestry and
conservation in metazoan. ILP7 orthologs were found in a diversity of
protostomian species, from insects (DILP7) to molluscs (MILP7). ILP7
orthologs may be derived from ILPs resulting from duplication and
evolutionary pressure in protostomes. Molluscan MIPs constitutes an-
other group of ILPs, with a different evolutionary history. These MIPs
were also found in Annelida (Conzelmann et al., 2013) but were not
identified in Platyhelminthes (Wang et al., 2013) at the moment. Our
work would lead us gain insight into the evolutionary history of MIPs in
lophotrochozoa. So far, our data provided some clues concerning the
multiple and conserved roles of IRPs in molluscs. Our expression data
suggested the involvement of Cg-ILP and Cg-MIPs in the control of the
adult gametogenesis. The roles of IRPs in the control of these physio-
logical processes were rarely mentioned in molluscan species and have
now to be explored.
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Figure S1: Schematic representation of the C. gigas IRPs location on scaffolds obtained
using WEBSCIPIO.



A - Sequence similarity strategy

Name : Species i Amino acid sequence
neulin 1 ' us msculus 'MALLVHFLPLLALLALWEPKPTQAFVKQHLCGPHLVEALYLVCGERGFFYTPKSRREVEDPQVEQLELGGSPGDLQTLALEVARQK
' 'RGIVDQCCTSICSLYQLENYCN
i ] 'MALWMRFLPLLALLFLWESHPTQAFVKQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPMSRREVEDPQVAQLELGGGPGAGDLQTLALEV
Insulin 2 ' Mus musculus | AQQKRGIVDQCCTSICSLYQLENYCN
or 1 : s musculus IMGKISSLPTQLFKICLCDFLKIKIHIMSSSHLFYLALCLLTFTSSTTAGPETLCGAELVDALQFVCGPRGFYFNKPTGYGSSIRRAPQTGI
. \VDECCFRSCDLRRLEMYCAPLKPTKAARSIRAQRHTDMPKTQKSPSLSTNKKTKLQRRRKGSTFEEHK
j TMGGSVAGFQVPMGIPVGKSMLVLLISLAFALCCIAAYGPGETLCGGELVDTLQFVCSDRGFYFSRPSSRANRRSRGIVEECCFRSCD
IGF II ! Mus musculus 'LALLETYCATPAKSERDVSTSQAVLPDDFPRYPVGKFFQYDTWRQSAGRLRRGLPALLRARRGRMLAKELKEFREAKRHRPLIVLPP
' 'KDPAHGGASSEMSSNHQ
. ! Drosophila melanogaster TS QHNGAAVHGLRLOSLLIAAMLTAAMAMVTPTGSGHOLLPPGNHKLCGPALSDAMDVVCPHGENTLPRKRESLLGNSDDDE
I |DTEQEVQDDSSMWQTLDGAGYSFSPLLTNLYGSEVLIKMRRHRRHLTGGVYDECCVKTCSYLELAIYCLPK
oiLp2 ! brosaphila melanogaster{VSXPLSHISMVAVILLASSTVKLAQGTLCSEKLNEVLSVIVCEEYNPVIPHKRAMPGADSDLDALNPLOFVQEFEEEDNSISEPLRSAL
. |FPGSYLGGVLNSLAEVRRRTRQRQGIVERCCKKSCDMKALREYCSVVRN
. : Drosophila melanogaster EMG|EMRCQDRRILLPSLLLLILMIGGVQATM KLCGRKLPETLSKLCVYGFNAMTKRTLDPVNFNQIDGFEDRSLLERLLSDSSVQML
! 'KTRRLRDGVFDECCLKSCTMDEVLRYCAAKPRT
o1Lra ' Drosophila melanogaster "MSLIRLGLALLLLLATVSQLLQPVQGRRKMCGEALIQALDVICVNGFTRRVRRSSASKDARVRDLIRKLQQPDEDIEQETETGRLKQK
' 'HTDADTEKGVPPAVGSGRKLRRHRRRIAHECCKEGCTYDDILDYCA
DS ! brosaphila melanogaster MFRSVIPVLLFLIPLLLSAQAANSLRACGPALMDMLRVACPNGFNSMFAKRGTLGLFDYEDHLADLDSSESHHVINSLSSIRRDFRG
I IVVDSCCRKSCSFSTLRAYCDS
oILPG ! Drosophila melanogaster MV-XVPTSKVLLVLATLEAVAAMISSWIPQUAASPLAPTEYEQRRMMCSTGLSDVIGKICVSGTVALGDVFPNSFGKRRKRDLON
. IVTDLCCKSGGCTYRELLQYCKG
. : Drosophila melanogaster EMTRMI IQNSGSWTLCGAVLLFVLPLIPTPEALQHTEEGLEMLFRERSQSDWENVWHQETHSRCRDKLVRQLYWACEKDIYRLTRR
! 'NKKRTGNDEAWIKKTTTEPDGSTWLHVNYANMFLRSRRSDGNTPSISNECCTKAGCTWEEYAEYCPSNKRRNHY
oLE ' Drosonfile mel "MSSKLHMCRWMLLVIGVCCLMGSSSGSFCSLERMKKFAMEACEHLFQADEGARRDRRSIEFAHHHLNRLGSGKTHNKHHYISRS
1 Drosophila melanogaster sy oy L KVTREHFNRLSELDIFPRYKPIKPHHEKKHRFKRDHSSRSYNNIPYCCLNQCEEEFFC
e | Lmnaeastagnalis " MAGVRLVFTKAFMVTVLLTLLLNIGVKPAEGQFSACNINDRPHRRGVCGSALADLVDFACSSSNQPAMVKRNAETDLODPLRNIK
I ILSSESALTYLTKRQGTTNIVCECCMKPCTLSELRQYCP
e U Lymnacastagnatis  MVGYRLVFTNAFVTVLLTLLLDVVVKPAEGQSSCSLSSRPHPRGICGSNLAGFRAFICSNQNSPSMVKRDAETGWLLPETMVKR
. INAETDLDDPLRNIKLSSESALTYLTKRQRTTNLVCECCFNYCTPDVVRKYCY
e : Lymnaca stagnlis EMASVHLTLTKAFMVTVFLTLLLNVSITRG'I'I'QHTCSILSRPHPRGLCGSTLAN MVQWLCSTYTTSSKVKRQAEPDEEDDAMSKIMIS
! 'KKRALSYLTKRESRPSIVCECCFNQCTVQELLAYC
oy ' Lymnaca stagnali "MAGVRLVFTKAFMVTVLLTLLLNIGVKPAEGQFSACSFSSRPHPRGICGSDLADLRAFICSRRNQPAMVKRDAETGWLLPETMVKR
' 'NAQTDLDDPLRNIKLSSESALTYLTKRQRTTNLVCECCYNVCTVDVFYEYCY
' 'MNASVESCLTFTFVLVALCVGLTIGQQVNTCTMFSRQHPRGLCGNRLARAHANLCFLLRNTYPDIFPRKRSVDNTFEKVYSIPLSVL
MIP VI ! Lymnoeastagnalis  'AELDLSDDDWGAYVSKKDIPYRSETNGLSGANFESSAFDKQLELPAMKSTTSQLFRILKLRGSRLKREVMAEPSLVCDCCYNECSVR
. IKLATYC
B - Phylogenetic tree
Name ' Species ' Amino acid sequence
el ' Homo sapiens "MALWMRLLPLLALLALWGPDPAAAFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKTRREAEDLQVGQVELGGGPGAGSLQPLALEG
' 'SLOKRGIVEQCCTSICSLYQLENYCN
. \ Drosophila melanogaster ™ TRMIIQNSGSWTLCGAVLLFVLPLIPTPEALQHTEEGLEMLFRERSQSDWENVWHQETHSRCRDKLVRQLYWACEKDIVRLTRR
' INKKRTGNDEAWIKKTTTEPDGSTWLHVNYANMFLRSRRSDGNTPSISNECCTKAGCTWEEYAEYCPSNKRRNHY
) IMKWLLSVTLVSCLRVGVGSQLQACGSALTDILSLVCRNQFHAPAKRIDAPMVNDIDELARYKRSRQFAVAQKRGGVVEECCFSSCS
Cg-ILp | Crassostreagigas  1YENLLLYCSQSVDPLDVFTAARVGSSSTTTQRPITTTSTPTATTTPLSVLTVTGHKPEDQAELDEKAAAAAAWALSRRWEYVNRLGR
, \FRGQVGRRIINM
CeMIPL E Crassostrea gigas EMTSETTWFIISLCLLQMVCPVLSGFEKVCTFETYRRGVHQQGACGDNLADMLRLVCRKYKRSGGTRPDKTYDVLKRANFTGGGLS
' 'PSQIQARSAPWKSVLKRMMVSKEKALAFIANNLDFHRRKKKGSPYNLDKRYGDINIVCECCYHSCSVAEFEDYCAE
cemip2 | Crassostreagigas  MMTSETTWRISLCLLOMVCPVLSGFEKVCTFETYRRGVHQQGACGDNLADMLRLVCRKYKRSGGTRPGKTYDVLKRANFTAGGLS
' 'PPQIQARSAPWKSVLKRMMVSKEKALAFIANNLDFHRRKKKGSPYNLDKRYGDINIVCECCYHSCSVAEFEDYCAE
' 'MLMPFCIDASKSLNKFCYAYNNAGYKKTLIRRMTSETTWFIISLCLLOMVCPVLSGFEKVCTFETYRRGVHQQGACGDNLADMLRL]
Cg-MIP3 I Crassostreagigas  "VCRKYKRSGGTRPDVLKRANFTAGGLSPPQIQARSAPWKSVLKRMMVSKEKALAFIANNLDFHRRKKKGSPYNLDKRYGDINIVC
. |ECCYHSCSVAEFEDYCAE
j TMSCRNWCNSWEIMPVNRKHQIFILLCLHFTSVQSDFERVCNSQTDLRGPDPQGICGRLIPEMLHLVCGGQYYVPSKRDVSSLSHH
Cg-MIP4 I Crassostreagigas  }KQDRNVDFPRYSPLEGLILGKREASMYLTSQHSRTKRNAYQGIVCECCYHGCNWFELQQYCGFRKKRNTEPDSISASSQNSGKLID
\ 1SVLNK
' ) 'MVLVGLSLWTFSWIFTQVKTAAIHYQSYNPVFLQRTEAEWRSLWHNDCHRVCHFELDQHVDLACRMDIYRIRKRSVDAAEEPRIS
Ce-MILP7 1 Crassostreagigas |\ yETONQNTKRIFIDKSTSMKFLSPDSVHSIRRKRNVLNECCYSKGCSWEEFAEFCQFSIRLPATNANSCVS
e L Lmnacastagnalis . MAGVRLVFTKAFMVTVLLTLLLNIGVKPAEGQFSACNINDRPHRRGVCGSALADLVDFACSSSNQPAMVKRNAETDLODPLRNIK
. ILSSESALTYLTKRQGTTNIVCECCMKPCTLSELRQYCP
e U Lymnacastagnalis  MVGYRLVFTNAFVTVLLTLLLDVVVKPAEGQSSCSLSSRPHPRGICGSNLAGFRAFICSNQNSPSMVKRDAETGWLLPETMVKR
. 'NAETDLDDPLRNIKLSSESALTYLTKRQRTTNLVCECCFNYCTPDVVRKYCY
e E Lymnaca stagnlis EMASVHLTLTKAFMVTVFLTLLLNVSITRG'I'I'QHTCSILSRPHPRGLCGSTLAN MVQWLCSTYTTSSKVKRQAEPDEEDDAMSKIMIS
' 'KKRALSYLTKRESRPSIVCECCFNQCTVQELLAYC
. L Lmnaeastagnalis " MAGVRLVFTKAFMVTVLLTLLLNIGVKPAEGQFSACSFSSRPHPRGICGSDLADLRAFICSRRNQPAMVKROAETGWLLPETMVR
' 'NAQTDLDDPLRNIKLSSESALTYLTKRQRTTNLVCECCYNVCTVDVFYEYCY
]  IMNASVESCLTFTFVLVALCVGLTIGQQVNTCTMFSRQHPRGLCGNRLARAHANLCFLLRNTYPDIFPRKRSVDNTFEKVYSIPLSVL
MIPVII \  Lymnaeastagnalis |,p| 5| SDDDWGAYVSKKDIPYRSETNGLSGANFESSAFDKQLELPAMKSTTSQLFRILKLRGSRLKREVMAEPSLVCDCCYNECSVR
; TMAGTSLRSYENFTAKHLTTPTMVFLVFLALIMCVQASMTPEQRHEAAFYAMARNRFAAATPEEHLYIWHHDCHRRCFHNLYEQI
Ls-MILP7 | Lymnaeastagnalis  |QIACDYDPYKTATRAGRSVPGNNTRSVQGTSMTSSLSAPGPFLDRRPALAFLRTKRDTDESGHARPRRSQTIMNECCFMKACSWE]
. \EYSEYCHRHPRVPTNLVNSCSYS
] ' - "MSKFLLQSHSANACLLTLLLTLASNLDISLANFEHSCNGYMRPHPRGLCGEDLHVIISNLCSSLGGNRRFLAKYMVKRDTENVNDKL
Insulin 1 Aplysiacalifornica gy NKKEAFSYLTKREASGSITCECCFNQCRIFELAQYCRLPDHFFSRISRTGRSNSGHAQLEDNFS
A MILP7 ' pplysiocalfornica _ MATSRFQTASRPELIEIWHTDCHRRCRWOQLIRHVEIACQFDPYVOSKRRKRSPMKLAPSREHEQKVKKIAVLRNMTIPNDROPQT
' ITSPQSDTGRPPIPONPFLPKRKATGFLTSHGGRPGGGKRGLRRKKRGIMTECCFEKPCAWEEFAEYCHDNNRRLSERDNQCT
et : Lotta gigantea IMAESVMWKLLLSLCILVGTPVFAGYERSCNLERQQEDPRGLCGSQLESILHNVCFYLNKRASPKVGPERVKKRMDQSIKLDKFSALS
1 |FLVKRGDGFGNTGITCECCLNRCNLIELSSYCIL
) 5 ,_ MEVTCKCPLVLLGVLFLNFGTVLTHLEWTCTLETKRESPRGVCGQRLPEVLSMVCKRYGGYRDTWFRKRNGEGTNSRLGNIILGKR
Insulin2 ! Lottia gigantea | DAFSYLGKRGQSYGEQGITCECCYHSCSFRELRQYCRNSQQRISIKK
' 'MKTYYQLVALAIFLSLGTITEQAEPERLCGRNLANALDLVCYDRGFHWEVSKRSDINHPAKRRNRRMIDVFIDKRNYHGRRGVVEE
Insulin3 ' Lottia gigantea |CCYIGCTYETLESYCAEPGDEALVRPGNRFRLLMGRTTTRPTVPAATPRPPVVTTPGVHFPSAVFNSHPRPGSRKHRYFYVOLGTRP
' "TRSPLI
] ] ,_ 'MERNGIFTFKLQQINVILSTLLIILTLTKLVQTSGNDLLVQAFADRFTQASPEDLLALWHTDCHRRCRSQLIEHVNIACIFDPYKIYRKK
Insulin . Lottia gigantea IRSVDNQNDSNKTRNLFIDKSRATTFLATRDTGRKRKGHSIKKRGVMEECCYNKSCSWEEYAEYCHSHNRRPTSRTSMCYR
- j - TMKSSTVCMGTFLLATLLSIVNWQVVNAGLEHTCNEETIRQGPAQGAHCGVEIPNILQLLCAPAGYNERMSDRQRRNLVPTSRAIG
Insulin ' Sepia officinalis

RRGNGLRDIIISKRQAKSYLTKRDRNWTGIVCECCYNKCILEELLDYCKDPSYFKSQKLRS

Table S1: Sequences used for the identification of C. gigas IRPs (A) and for the phylogenetic
tree (B). For each sequence, the name, species and amino acid sequence are provided.




Transcript name
gPCR
Cg-mipl123
Cg-ilp
Cg-mip4
EFla
ISH
Cg-mipl23
Cg-ilp
Cg-mip4

Forward (5'- 3')

CAAGATCCGCTCCCTGGAAG
TCGGGAGGCGCATAATCAAT
CATAACGACTGTCACCGGGT
ACGACGATCGCATTTCTCTT

ATTCAAAGGACTTTGCTCCCG
AGTGGCTCAGAAAAGAGGGG
CATAACGACTGTCACCGGGT

Reverse (5'- 3')

TCCTTTCTTCTTGCGGCGAT
GCCGTGTCTGCAATACAAGC
TTCCTCCGCTGCATCAACTG
ACCACCCTGGTGAGATCAAG

TTGCCTGTCCCATGTCTTCC
ATGATCGCGTGAGACACAAAAC
TTCCTCCGCTGCATCAACTG

Table S2: List of the forward and reverse primers of each sequence used for qPCR
and in situ hybridization experiments.




A Insulin DILP7 Cg-MIP1 Cg-MIP2 Cg-MIP3 Cg-MIP4 Cg-ILP Cg-MILP7
Insulin 100% 18,68% 26,42% 26,42% 27,45% 26,60% 29,55% 17,20%
DILP7 100% 18,18% 18,18% 17,24% 23,57% 15,56% 25%

Cg-MIP1 100% 98,14% 98,73% 32,84% 27,66% 18,55%
Cg-MIP2 100% 99,36% 32,84% 26,60% 18,55%
Cg-MIP3 100% 31,94% 28,89% 17,52%
Cg-MIP4 100% 21,93% 18,75%
Cg-ILP 100% 20,41%
Cg-MILP7 100%
B DILP1 DILP2 DILP3 DILP4 DILPS DILP6 DILP7 DILP8
Cg-MIP1 18,25% 17,69% 21,82% 19,23% 22,33% 20% 19,53% 16,79%
Cg-MIP2 18,25% 17,69% 21,82% 19,23% 23,30% 20% 19,53% 16,79%
Cg-MIP3 17,69% 18,25% 21,82% 19,05% 22,77% 19,23% 19,08% 17,32%
Cg-MIP4 18,70% 17,70% 20,21% 19,47% 15,05% 18,95% 20,80% 17,59%
Cg-ILP 25,77% 25,77% 29,35% 27,37% 31,18% 21,74% 16,16% 14,67%
Cg-MILP7 16,38% 13,21% 18,37% 19,81% 16,09% 17,71% 25% 13,59%

Table S3: Matrix of the identity percentages between insulin pre-propeptide sequences. A: IRPs of C. gigas
(Cg-MIP1 to Cg-MIP4, Cg-ILP and Cg-MILP7) are compared with IRP of H. sapiens (Insulin) and DILP7 of D.
melanogaster. B: IRPs of C. gigas are compared with the DILPs of D. melanogaster (DILP1 to DILPS).
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Abstract

In bilaterian species, the amino acid sequence conservation between Insulin related peptides is
relatively low except for the cysteine residues involved in the disulphide bonds. In the A chain,
the conserved cystein residues are included in a signature motif. Investigating the variations in
this motif would give insight into the phylogenetic history of the family. The table presented in
this paper contains a large set of insulin-related peptides in bilateral phylogenetic groups
(deuterostomian, ecdysozoan, lophotrochozoan). NCBI databases in silico wide screening
combined with bibliographic researches provided a framework for identifying and categorising
the structural characteristics of these insulin related peptides. The dataset includes NCBI IDs of
each sequence with hyperlinks to FASTA format. Moreover, the structural type (o, B or y), the A
chain motif, the total number of cysteins, the C peptide cleavage mode and the potential
additional domains (D or E) are specified for each sequence. The data are associated with the
research article “Molecular evolution and functional characterisation of insulin-related peptides
in molluscs: contributions of Crassostrea gigas genomic and transcriptomic-wide screening” [1].
The table presented here can be found at http://dx.doi.org/10.17632/w4gr8zcpk5.4#file-
21c0f6a5-a3e3-4a15-86e0-e5a696458866.
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Specifications Table

Subject area Biology

More specific subject area | Insulin

Type of data Table (online data)

How data was acquired Screening in NCBI’s databases

Data format Analysed data

Experimental factors In silico wide screening and bibliographic researches
Experimental features Research of insulin related peptides was done in NCBI’s databases

and identification of each domain was determined according to
insulin structural characteristics and bibliography.

Data source location Data were collected on NCBI and in cited bibliography.

Data accessibility Data is available via the following link:
http://dx.doi.org/10.17632/w4gr8zcpk5.4#file-21c0f6a5-a3e3-4a15-
86e0-e52696458866

Related research article Cherif--Feildel, M., Heude Berthelin, C., Adeline, B., Riviere, G.,
Favrel, P., Kellner, K., 2018. Molecular evolution and functional
characterisation of Insulin Related Peptides in molluscs:
contributions of Crassostrea gigas genomic and transcriptomic-
wide screening. Gen. Comp. Endocrinol. 0-1.
https://doi.org/10.1016/j.ygcen.2018.10.019 [1]

Data Value
e These data provide a database for the structural characteristics of a large set of insulin
related peptides in deuterostomian, ecdysozoan and lophotrochozoan species.
e The data may be used to investigate the conservation of structural motifs in bilaterian
insulin related peptides.
e The data could give a basis for further phylogenetic analyses.

Data

The dataset provides a list of hyperlinks to insulin-related peptides NCBI ID originating from
various metazoan species (referenced as [1] to [49]). For each sequence, the key motif of the A
chain associated to the number and position of disulphide bonds was specified. The structural
type, the total number of cysteins, the cleavage of C peptide and the possible additional domains
were also indicated. The data is available at http://dx.doi.org/10.17632/w4gr8zcpk5.4#file-
21c0f6a5-a3e3-4a15-86e0-e5a696458866.

Experimental Design, Materials, and Methods

All sequences were identified either using wide screening of NCBI sequence databases or on the
basis of bibliographic analysis (for NCBI unreferenced sequences). Clustal Omega
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) was used to help identify domains, cleavage sites
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and conserved cysteins. The structural type a, B or y was determined according to Matsunaga
et al. [2] for Caenorhabditis elegans insulin-related peptides. The C peptide cleavage mode and
the presence of additional domains D (uncleaved) or E (cleaved) resulted from this information.
The variations in the A chain signature motif characterising the family [50] were specified for
each sequence.
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Possible C peptide

. . Cystein residues C peptide(s) Possible D domain ?| Possible E domain ? o
Name NCBI IDs Type A chain motif cleavage ? Bibliography
number number Yes (Y) or No (N) Yes (Y) or No (N)
Yes (Y) or No (N)
Homo sapiens (human)
Insulin AAA59172.1 ¥ CC3XC8XC 6 1 Y N N
IGF I CAA40342.1 ¥ CC3XC8XC 6 1 N Y Y
IGF Il AAB34155.1 ¥ CC3XCBXC 6 1 N Y Y
Relaxin 1 AAH05956.1 ¥ CC3XC8XC 6 1 Y N N
Relaxin 2 AAI26416.1 v CC3XC8XC 6 1 Y N N
(1]
Relaxin 3 AAL40345.1 v CC3XCBXC 6 1 N N N
INSL3 AAI06723.1 v CC3XC8XC 6 2 Y (only for 1) N N
INSL4 AAH26254.1 ¥ CC3XC8XC 6 1 N N N
INSLS AAQ89389.1 v CC3XCBXC 6 2 Y (only for 1) N N
INSL6 AAD39003.1 v CC3XC8XC 6 2 Y (only for 1) Y Y
Mus musculus (house mouse)
Insulin 1 EDL01683.1 v CC3XC8XC 6 1 Y N N
[2]
Insulin 2 EDL18180.1 v CC3XC8XC 6 1 Y N N
IGF 1 NP_034642.2 v CC3XC8XC 6 1 N Y Y
3]
IGF Il NP_034644.2 v CC3XC8XC 6 1 N Y Y
Relaxin 1 EDL41676.1 ¥ 7 1 N N N
Relaxin 3 EDL10929.1 v CC3XC8XC 6 1 N N N
INSL3 AAHA49540.1 v CC3XC8XC 6 1 N N N [4]
INSLS AAD29687.1 ¥ CC3XCBXC 6 1 Y N N
INSL6 EDL41675.1 v CC3XC8XC 6 2 Y (only for 1) Y N
Cyprinus carpio (common carp)
Insulin XP_018955433.1 ¥ CC3XCBXC 6 1 Y N N [5]
Danio rerio (zebrafish)
Insa NP 571131.1 ¥ CC3XC8XC 6 1 Y N N
(6]
Insh XP_017214511 v CC3XC8XC 6 1 Y N N
IGF-1 NP_571900.1 v CC3XC8XC 6 1 N Y N
IGF-2a NP_571508.1 v CC3XC8XC 6 1 N Y Y
[7]
IGF-2b NP_001001815.1 v CC3XC8XC 6 1 N Y Y
IGF-3 NP_001108522.1 v CC3XC8XC 6 1 N Y Y
Oreochromis niloticus (Nile tilapia)
NTins1 XP_019219195.1 ¥ 6 1 N , N
(8]
NTins2 XP_003445871.3 v 6 2 Y N N
IGF-1 ABY88872.1 v 6 1 N Y Y [71; [9]
IGF-2 ABY88873.1 ¥ 6 1 N Y Y
[7]
IGF-3 ABY88870.1 CCAXCBXC 6 1 N Y Y
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3. Partie B — Identification d’effecteurs du signal insuline

3.1. Matériels et méthodes

3.1.1. Analyse des bases de données

L'identification des effecteurs des voies de I'insuline a été réalisée en se basant sur les
effecteurs de la signalisation insuline de référence décrits dans KEGG GENES database
(www.genome.jp/kegg/). Les séquences sont identifiées par blast en utilisant, pour chaque
effecteur, les séquences issues de vertébrés (H. sapiens; M. musculus), d’Ecdysozoaires
(Drosophila busckii ; D. melanogaster ; C. elegans ; Ascaris suum) ou de Lophotrochozoaires
(A. californica ; B. glabrata ; M. edulis ; Lingula anatina ; Pinctada martensii ; Echinococcus
multilocularis). Pour chacune de ces séquences, des blast réciproques ont été réalisés sur le
transcriptome (GIGATON : http://ngspipelines-130Sigenae.toulouse.inra.fr) et le protéome
prédit (NCBI) de C. gigas. Toutes les séquences obtenues ont été prédites en utilisant I'outil
de traduction Expasy (https://web.expasy.org/translate/). Les alighements ont été faits avec
Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) et la séquence signal protéique
du récepteur CIR a été prédite en utilisant PREDISI (http://www.predisi.de/).Les voies de
signalisation de C. gigas ont été cartographiées sur la base du modeéle de référence KEGG

(map04910).

3.1.2. Animaux et préparations histologiques

Les huitres creuses diploides utilisées sont les mémes que celles décrites dans le
chapitre I, de méme que les protocoles de fixation et de coloration au Trichrome Prenant-

Gabe des préparations histologiques.

3.1.3. Extraction d’ARN et reverse transcription

Pour chaque tissu (muscle adducteur, glande digestive, palpes labiaux, manteau, bord
de manteau, branchies et cceur), quatre pools de trois échantillons ont été collectés en
Novembre. Pour les ganglions viscéraux et I'aire gonadique, les pools ont été réalisés en
regroupant des animaux males ou femelles pour chaque stade de gamétogenése. Chaque
pool est broyé puis incubé 5 minutes dans du TriReagent® (Sigma Aldrich) avant I'ajout de
100uL de 1-Bromo-3-Chloropropane (Sigma Aldrich). Les échantillons sont ensuite vortexés

et centrifugés a 11 000g pendant 15 minutes a 4°C. La phase aqueuse ainsi obtenue est
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prélevée pour l'extraction d’ARN selon le kit Nucleospin RNA Il (Macherey-Nagel). La

transcription inverse est réalisée selon le protocole de Dheilly et al. (2012).

3.1.4. PCR quantitative

Le couple d’amorces pour CIR (Sens : 5'-AACCCTGCCTGACAAAAATG-3’ et Anti-sens 5’-
TACACGATCACCTCCCCTG-3’) est le méme que celui de Jouaux et al. (2012). Le gene de
référence EFla a été sélectionné parmi les trois génes de référence testés (GAPDH, Arfl,
EFla). Le couple d’amorces pour EFla (Sens : 5’-ACGACGATCGCATTTCTCTT-3’ et Anti-sens :
5’-ACCACCCTGGTGAGATCAAG-3’) a été préparé en utilisant Primer3. Les qPCR ont été
réalisées en utilisant le mix 1X GoTaq SYBR Green (Promega), 8,85ng d’ADNc et 900nM de
chaque amorce dans un volume final de 15uL. Chagque gqPCR consiste en un cycle de 5
minutes a 95°C suivi de 45 cycles de 15 secondes a 95°C et 45 secondes a 60°C. La courbe de
fusion a été obtenue par 80 cycles de 10 secondes en augmentant la température de 0,5°C a

chaque cycle a partir de 55°C jusqu’a 95°C.

3.1.5. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées sur les logiciels R 3.4.3 et RStudio. Un test de
Shapiro a été réalisé afin de vérifier la normalité de distribution des valeurs suivi soit d’un
test post-hoc de Wilcoxon soit d’'un test non-paramétrique de permutations permettant de

définir les différences significatives (o = 0,05).
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3.2. Résultats

3.2.1. Le récepteur CIR

La séquence protéique compléte du récepteur CIR a été retrouvée dans les bases de
données. Six isoformes prédites (XP_011456321.1; XP_011456322.1; XP_011456323.1;
XP_011456324.1 ; XP_011456325.1 ; XP_011456326.1) avec peptide signal et une séquence
putative (EKC21734.1) sans peptide signal sont décrites. L'alignement montre que leurs
séquences sont tres proches, avec moins de 2,6% de différence. L’alignement de la séquence
putative de CIR (EKC21734.1) avec celle identifiée par Gricourt et al. (2003) (CAD59674.1)
montre 96,77% d’identité dans la région commune. De plus, EKC21734.1 contient la région
riche en cystéines impliquée dans la liaison des ligands (Figure 11-7). La séquence prédite
correspondante (XP_011456323.1) permet d’identifier le peptide signal.

Les pourcentages d’identité entre les chaines a du récepteur CIR complet et des
récepteurs IGF-1R et INSR humains sont identiques et d’une valeur de 37%. Ce pourcentage

est de 33% avec le récepteur DIR de drosophile et 29% avec DAF-2 de C. elegans.
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Peptide signal |MICEDVDIRNDVNAFAELE
a

AVGVQGMSEHYFKQNRIA

SCNGKKLETAAQSQD
MF
VKMDNKSKNDISDSSNGD
QMPCTVTTLNLTVVKIAARIAFLRWDNFKSSDPRQLLSYVISWKEAPFKNLSIYEGRDACDNDVWYTK
DILNKMDKDEDYATALLLNLKPWTQYAVYVQTYTTSSAKYGAISSIVYFTTLPYYPTIPDKLRVKALAPGT
LKIMWNPPANPHGNVTHYELYWRKRPLVHEKFNERDYCSEPLDTLLDQSDDLYDEEDKMDSSRDLGL
SNNKTIQGECACPKTFEEEEEERKEREMQIAFENFLHNYVYLKRTDYGPPKPLPDLPTDLPTTSMDSKR
AETLFKKNRRKFSNITLPTNLPLKPN PTLRRQ% RR YSREASBLPYNASA VNGLKINLSDSEENDTDVVNE
TEKDLPFNKVIVQTLVQKNDMSYIISNLGHFQDYRIEVIACQERDPRDPAKMKLCSIRAISLGRTLPDKNA
DNIDPKTIKIYKMSNKTGEVIVYWEEPKEPNGLILSYDIQYSKVMKDVKPNTLCVPHLKYKKIGGYKLQK
LDPGNYSVQIRAISLAFTTNYTEPRYFVVSAPTTTAHWPPETIIAVTVSGVLLLILIVVIGVWFIARSRFKK
IPDRPDFTSINPDYEHYNPDEWEVERDKIQLIRELGQGSFGMVYEGVARDLYGKGGEIKVAVKTVNEH
ATYRERMEFLSEASRMKAFSCNHVVRLLGVVSDGQPALLIMELMEKGDLKNFLRMHRPVEEDIDST
FAGIKEHISRTPPTIKRIIQMAGEIADGMAYLADKKFVHRDLAARNCMVAEDLTVKIADFGMTRDIY
ETDYYRKGGKALLPVRWMAPESLKDGIFTSLSDVWSYGVVLWEMATLAAQPYQGLSNEEVLRYVL
NGRVMEKPEDCPDRLFELMQKCWRYRPKQRPTFKEILEELVPELDPSFANKSYFFSDENKQDSLEYIEE
GDEDMDESKTPFIQNEDECDMKGAEGGVDLPELPDQDIDDDIDLGEDYYPPGYQEAQHSYQNGELF
PELRIDKVNNVLYSRSQADKLMLNGTEPCDCILTQEPNPDSHPDQRFSSCSNPYSAIGSSDDSKDSSKSS

SSSYAQMINGVHIANGHIAMHHLKTTKC

Figure 1I-7 : Séquence compléte du récepteur CIR. Numéro d’accession NCBI : EKC21734.1. Le peptide signal (jaune), les
séquences (gris) encadrant la région riche en cystéines (vert) de la partie N-terminale. La partie correspondant a
I'identification de Gricourt et al. (2003) (NCBI ID : CAD59674) est en italique. Cette partie contient le site tétrabasique de
clivage potentiel (noir et souligné) qui détermine le début de la région codante pour les sous-unités B, les domaines
transmembranaire (bleu) et tyrosine kinase (rouge). Les motifs MVA et MTR (rouge et soulignés) sont caractéristiques des
récepteurs tyrosine kinase IGF-1R chez I’humain et DIR chez la drosophile.
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L’expression du transcrit de CIR a été prédite in silico au cours du développement. Les
résultats (Figure 11-8) montrent une expression plus forte lors des stades précoces de
développement et une baisse d’expression du stade morula jusqu’au stade gastrula.
L’expression augmente a nouveau a partir des stades larves D tardifs (Figure 1I-8, D6 et D7)

jusqu’au stade juvénile (Figure II-8, J).

5000 A
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20

Nb de séquences

1000

ETCFKBMMDB FSE GT1 T2 T2 M TOHDHDRDDBDMDDDNKDIDFEABRZU U2 U2 U UWwIHdW2PL P2 I
Stades de développement de C. gigas

Figure 11-8 : Expression prédite in silico au cours du développement de C. gigas. E : Ovocytes non fécondés ; TC : Stade
deux cellules ; FC: Stade quatre cellules ; EM : Jeune morula ; M : Morula ; B : Blastula ; FS : Blastula en mouvement ; EG :
Jeune gastrula ; G : Gastrula ; T1 a T5 : Larves trochophore de 9h30 a 14h30 post-fécondation ; D1 a D7 : Larves D de 17h35
a 3,77 jours post-fécondation ; EU1 et EU2 : Jeune larve umbo a 5 et 7 jours post-fécondation respectivement ; U1 a U6 :
Larves umbo de 8 a 14 jours post-fécondation; LU1 et LU2: Larves véligeres a 15 et 16 jours post-fécondation
respectivement ; P1 et P2 : Larves pédivéligeres a 18,03 et 18,19 jours post-fécondation ; J: Juvéniles a 215 jours post-
fécondation selon Zhang et al., 2012.
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Le profil d’expression in silico d’aprés GIGATON a également été décrit pour différents
tissus adultes et mis en relation avec les expressions en qPCR (Figure 11-9A). Le récepteur
d’IRPs est plus exprimé dans les palpes labiaux, I'aire gonadique male, le bord de manteau
ainsi que les branchies. Les mesures faites en gPCR pour le méme transcrit ont confirmé que
CIR est plus exprimé dans le cceur et les branchies (Figure 11-9B). Le récepteur CIR présente le
méme niveau d’expression global et le méme profil dans les ganglions viscéraux et |'aire
gonadique (Figure 1I-9, C et D) au cours du cycle annuel. L’expression du récepteur augmente
du stade quiescent (Stade 0) jusqu’aux stades de différenciation germinale (Stades 2) aussi
bien males que femelles (Figure 1I-9C). Chez les femelles, cette expression continue
d’augmenter jusqu’au stade de maturité sexuelle (Stade 3). A l'inverse, chez les males, le
maximum d’expression est atteint au stade de proliférations goniales (Stade 1) et de
différenciation germinale (Stade 2) puis I'expression diminue significativement au stade de

maturité sexuelle (Stade 3).
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Figure 11-9 : Expressions du récepteur CIR. A — Expression prédite in silico du transcrit CIR en utilisant GIGATON dans les
tissus adultes de C. gigas. B — Expressions de CIR mesurées en qPCR dans les tissus adultes de C. gigas. Amu : Muscle
adducteur ; Dgl: Glande digestive ; Fgo et Mgo : Gonade femelle et mdle respectivement ; Lpa : Palpes labiaux,; Manl :
Manteau ; Man2 : Bord de manteau ; Gil : Branchies ; Hem : Hémocytes ; H : Cceur. C — Expressions de CIR mesurées en qPCR
dans l'aire gonadique a tous les stades de gamétogenese. D — Expressions de CIR mesurées en qPCR dans les ganglions
viscéraux a tous les stades de gamétogenese. St0 : Stade 0 ; St1F et St1M : Stades 1 femelle et mdle respectivement ; St2F et
St2M : Stades 2 femelle et mdle respectivement ; St3F et St3M : Stades 3 femelle et mdle respectivement.
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3.2.2. Les voies de signalisation

La recherche dans GIGATON a permis d’identifier la quasi-totalité des effecteurs des
différentes voies associées a la signalisation insuline (Figure 11-10) ce qui confirme la
conservation de cette signalisation chez les mollusques. Les détails des séquences identifiées
et les fonctions prédites sont indiqués dans le Tableau II-2. L'IRS1, sa cible PI3K, Akt et ses
protéines cibles (TSC2, mTORC1, FOXO) sont retrouvées chez C. gigas ce qui suggere la
conservation des premieres étapes de ces voies de signalisation. De méme, les effecteurs de
la voie Ras/MAPK ont été retrouvés a I'exception de SHC. Les génes codant pour la plupart
des éléments fonctionnels impliqués dans le métabolisme du glycogéene sont retrouvés
(cadres rouges), a I'exception du GLUT4, transporteurs du glucose inductibles par le signal
insuline chez les vertébrés (Dupont et LeRoith, 2001). Toutefois, chez C. gigas, deux GLUT
sont connus et apparentés aux GLUT1 et GLUT12 de vertébrés. Les acteurs du métabolisme
lipidique (cadres bleus) sont également retrouvés dans leur ensemble, ainsi que les acteurs
impliqués dans les synthéses protéiques (cadre vert) et dans le controle de la prolifération et
de la différentiation cellulaire (cadre orange). L'effecteur BAD impliqué dans le contréle de
I'apoptose (cadre jaune) n’a pas été retrouvé.

L’expression de ces effecteurs a été recherchée in silico dans les banques d’expression
d’aire gonadique d’animaux matures, ces données sont indiquées dans le Tableau II-2 et la
Figure II-10. Ainsi, les acteurs les plus exprimés concernent majoritairement trois processus :
le métabolisme du glucose (glycolyse et glycogenese), le métabolisme des protéines ainsi
qgue la prolifération et la différentiation cellulaires. De facon intéressante, les expressions
prédites pour les acteurs GK (glycolyse) et FAS (lipogenese) sont plus élevées dans |'aire
gonadique mature des femelles. A l'inverse, les effecteurs finaux FBP (glycolyse), PYG
(glycogenése), MNK et ELK1 (prolifération/différenciation) présentent des expressions

prédites plus élevées dans |'aire gonadique des males matures.
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Figure 11-10 : Voies de signalisation de I'insuline et effecteurs conservés chez C. gigas. La cartographie des effecteurs a été réalisée sur la base du modéle de référence map04910 issu de KEGG
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Tableau II-2 : Tableau récapitulatif des effecteurs des voies des IRPs. La notation, le KEGG ID, le nom, la définition, la
conservation ou non chez C. gigas, des informations complémentaires et les expressions qPCR (rouge) ou GIGATON (bleu)
sont notifiés pour chaque séquence issue du schéma de signalisation KEGG. + : fortement exprimé ; - : faiblement exprimé ;
(M) et (F) : expression prédite plus fortement dans I'aire gonadique mature mdle et femelle respectivement.

(sc:lé‘:;aa"l:EnG G) KElgG Nom Définition (KEGG reference pathway) Cruss;sct:tlznglgas Remarques Expr:sGswns
NS (04526 NS insulin XP_011435161; XP_0111455161; EKC18433;], N
EKC18432 ; XP_011415722 ; BAE48437

INSR K04527 INSR insulin receptor XP_011456323.1 +

FLOT K07192 FLOTL, FLOT2 Flotillin 1 et 2 EKC35912.1; XP_011435140.1 La séquence de Flot1 est prédite +, +

APS K07193 SH2B2, APS SH2B adaptor protein 2 EKC29126.1 SH2B adaptator protein 1 -

CcAP kososs | SORESH SE\[;S' PONSIN, (. orbin and SH3 domain containing 1 EKC30775.1

Cbl K04707 CBL E3 ubiquitin-protein ligase CBL EKC24300.1 +

CRK K04438 CRK CRK proto-oncogene, adaptor protein XP_011430292 sequence prédite +

GRF2 K06277 RAPGEF1, GRF2 Rap guanine nucleotide exchange factor 1 EKC31451.1 +

TC10 K07194 TC10 Ras homolog gene family, member Q non identifié

Ex070 K07195 EXOC7, EXO70 exocyst complex component 7 EKC30356.1 +

cpa/2 K07196 TRIP10, CIP4 thyroid hormone receptor interactor 10 non dentifié

GLUT4 K07191 SLC2A4 solute carrier family 2 member 4 non identifié autres GLUT existent : GLUT1 et

PTEN PTEN Phosphatase and TENsin homolog XP_011431707.1 séquence prédite +

SHIP2 K15909 SHIP2, INPPLL inositol polyphosphate phosphatase like 1 EKC37240.1 -

Hele K04694 S0CS1,2,3,4 suppressor of cytokine signaling AKAS59675.1 (SOCS2) EKC39885.1 {SOCSS) ; EKC24066.1 -

(SOCS6) ; EKC24859.1 (SOCS7)

PTP1B K05696 PTPN1, PTP1B protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 1 EKC41394.1 +
INK K04440 INK mitogen-activated protein kinase 8/9/10 (c-Jun N-terminal kinase) XP_011442365.1 sequence prédite +
IKK K07209 IKBKB, IKKB inhibitor of nuclear factor kappa B kinase subunit beta non identifié
IRS1 K16172 IRS1 insulin receptor substrate 1 EKC40064.1 +

K02649 PI3KR1 phosphoinositide-3-kinase regulatory subunit 1 EKC33889.1 +
Pk k00922 PI3KCA_B_D a‘pha/bm/d‘e“ta‘ 45 3-kinase catalytic subunit EKC39772.1; EKC40180.1
PDK1/2 K06276 PDPK1, PDK1/2 3-phosphoinositide dependent protein kinase 1 EKC19681.1 +
ke K18952 PRKCZ protein kinase C zeta non identifié
K06069 PRKCI protein kinase C iota XP_011436250.1 sequence prédite +
SREB-1 K07197 SREBP1, SREBF1 sterol regulatory element-binding transcription factor 1 XP_011452106.1 séquence prédite
K07198 PRKAAL protein kinase AMP-activated catalytic subunit alpha AFP95933.1 ; EKC27728.1 +
AMPK K07199 PRKABL protein kinase AMP-activated non-catalytic subunit beta EKC41094.1 +
K07200 PRKAG protein kinase AMP-activated non-catalytic subunit gamma 1 AGH13204.1 séquence partielle -
ACC K11262 ACACA ACAC acetyl-CoA carboxylase XP_011441549.2 -
FAS K00665 FASN fatty acid synthase EKC24795.1 +(F)
PYK K12406 PKLR pyruvate kinase L/R CAJ28914.1 +
K (00844 L2, 3 hexokinase CAJ28915.1; XP_011412815.1; Les séquences d'héxokinase 1et 2 sont el
XP_011431075.1 prédites P
GK K12407 GCK glucokinase EKC25684.1 +(F)
AKT K04456 AKT AKT serine/threonine kinase XP_011430945 séquence prédite +

FOXO K07201 FOXO1 forkhead box 01 EKC23646.1 +

PGC-la K07202 PPARGCIA, PGCIA  [PPARG coactivator 1 alpha XP_011427714.1 séquence prédite -

G6PC K01084 G6PCL, G6PC2, GBPC3  [glucose-6-phosphatase catalytic subunit 14 3 EKC25490.1 +
FBP K03841 FBP1; FBP2 fructose-bisphosphatase 1 et 2 XP_011419913.1 séquence prédite +(M)

PEPCK K01596 PCK1; PCK2 phosphoenolpyruvate carboxykinase 1 et 2 CAJ28913.1 -

GSk3B K03083 GSK3B glycogen synthase kinase 3 beta EKC35379.1 -
GYS K00693 GYSL; GYS2 glycogen synthase 1 et 2 AAS93900.1 +
PP1 K06269 PPP1CA, PPP1CB protein phosphatase 1 catalytic subunit EKC23784.1; EKC31188.1 -;-

K00871 PHKG1, PHKG2, PHKB  [phosphorylase kinase catalytic subunit gamma et beta EKC30288.1 -
PHK K07190 PHKAL, PHKA2 phosphorylase kinase regulatory subunit alpha non identifié

k02183 CALML1 36 EKC32562.1 -
PYG K00688 PYGL, PYGM, PYG glycogen phosphorylase AAS93901.1 ; EKC30247.1 +(M)

PDE3 K13296 PDE3B cGMP-inhibited 3',5'"-cyclic phosphodiesterase B non identifié
PKA K04345 | PRKACA, PRKACB, PRKACG |protein kinase cAMP-activated catalytic subunit alpha, beta, gamma  [XP_011439327 séquence prédite -

PRKAR K04739 PRKAR1A, PRRARZA, protein kinase cAMP-dependent type | regulatory subunit alpha  |EKC24170.1 ; EKC18724.1 -3-

PRKAR2B, PRKAR1B
HSL K07188 LIPE lipase E, hormone sensitive type XP_011451299.1 séquence prédite -
BAD K02158 BAD BCL2 associated agonist of cell death non identifié

TsC1 K07206 TSC1 TSC complex subunit 1 non identifié

TSC2 K07207 TSC2 TSC complex subunit 2 EKC33134.1 +

RHEB K07208 RHEB Ras homolog, mTORC1 binding XP_011422874 séquence prédite

mTOR K07203 mTOR mechanistic target of rapamycin kinase EKC35519.1 +

Raptor K07204 RPTOR regulatory associated protein of MTOR complex 1 EKC19393.1 +
LAR K05695 PTPRF protein tyrosine phosphatase, receptor type F XP_019923274.1 séquence prédite +(M)

P70S6K K04688 RPS6KB1, RPS6KB2  |ribosomal protein S6 kinase B1 EKC41560.1
56 K02991 RPS6 ribosomal protein S6 XP_011421218.1 séquence prédite +

4EBP1 K07205 EIF4EBPL eukaryotic translation initiation factor 4 binding protein 1 EKC38736.1 +

EIF4E K03259 EIF41B, AIF422 eukaryotic translation initiation factor 4 family member 2 XP_011426855 séquence prédite +

K06279 SHC1 SHC adaptor protein 1 non identifié
K17447 SHC2 SHC adaptor protein 2 non identifié
sne K17448 SHC3 SHC adaptor protein 3 non identifié
K17449 SHC4 SHC adaptor protein 4 non identifié
GRB2 K04364 GRB2 growth factor receptor bound protein 2 EKC35648.1 + (M)
505 K03099 5051, 5052 505 Ras/Rac guanine nucleotide exchange factor EKC39507 +
K02833 HRAS HRas proto-oncogene, GTPase XP_011447097.1 séquence prédite +
RAS K07827 KRAS KRAS proto-oncogene, GTPase non identifié
K07828 NRAS NRAS proto-oncogene, GTPase non identifié
K08845 ARAF A-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase non identifié
RAF K04365 BRAF B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase EKC22769.1 -
K04366 RAF1 Raf-1 proto-oncogene, serine/threonine kinase XP_011418545.2 séquence prédite
K04368 MAP2K1 mitogen-activated protein kinase kinase 1 XP_011443360.1 séquence prédite +
MK/ K04369 MAP2K2 mitogen-activated protein kinase kinase 2 non identifié
ERK K04371 MAPK1, MAPK3 mitogen-activated protein kinase 1 et 3 EKC28575.1; XP_011416487.1 La sequence de MAPK est prédite +; 4+
MNK K04372 MKNK1; MKNK2 MAP kinase interacting serine/threonine kinase 1 et 2 EKC18571.1 Une seule séquence identifiée +(M)
ELK1 K04375 ELK1 ELK1, ETS transcription factor EKC24101.1 +(M)
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3.3. Discussion

La récente disponibilité du génome et des transcriptomes de C. gigas a permis d’obtenir
la séquence compléte du récepteur CIR ainsi que les séquences de la plupart des effecteurs
décrits des voies de signalisation de l'insuline. Le fait que plusieurs isoformes du récepteur
soit présentes dans les bases de données est probablement di au fort taux de
polymorphisme décrit chez C. gigas (Zhang et al., 2012). L’identification de CIR lors de cette
étude a permis d’obtenir la partie N-terminale du récepteur impliquée dans la liaison au
ligand. A I'instar du récepteur d’A. californica (Jonas et al., 1996), deux motifs contenus dans
le domaine tyrosine kinase ont pu étre identifiés (MVA et MTR). Ces motifs sont également
retrouvés dans le récepteur IGF-1R humain ainsi que dans le récepteur DIR de drosophile.
Bien qu’un seul récepteur d’IRPs ait été détecté, il ne peut étre exclu que les IRPs de
mollusques puissent se lier a d’autres types de récepteurs. Chez les vertébrés, les IRPs de
type relaxine se lient a des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) (Bathgate et al.,
2013). Ce type de récepteurs existe chez C. gigas et, au moins I'un des RCPG, est exprimé
dans la gonade (Rodet et al., 2005). D’aprées ces données, il sera intéressant de déterminer si
les IRPs identifiés chez C. gigas se lient tous au méme récepteur CIR ou s'ils peuvent se lier a
d’autres types de récepteurs. De plus, afin de mieux connaitre leurs réles fonctionnels, la
voie de signalisation activée lors de la liaison de ces IRPs devra étre identifiée.

Dans les tissus adultes, les expressions de CIR obtenues en utilisant GIGATON sont en
accord avec celles mesurées par gPCR lors de cette étude et des études précédentes (Jouaux
et al., 2012). En effet, I'expression dans l'aire gonadique confirme une implication du
systeme insuline dans le contréle de la reproduction comme chez la drosophile (Hsu et
Drummond-Barbosa, 2009, 2011; Shim et al., 2013) ou chez C. elegans (Hubbard, 2011;
Michaelson et al., 2010). Concernant les données qPCR mesurées dans les ganglions
viscéraux et I'aire gonadique au cours des stades de gamétogenese, il apparait que les profils
d’expression sont similaires. Ceci suggere la possibilité d’'une régulation de la reproduction
par les IRPs soit directement sur la gonade, soit via des ganglions neurosécréteurs assurant
une régulation centrale de la reproduction. La diminution de CIR dans I'aire gonadique des
males a maturité sexuelle peut s’expliquer par le fait que le tissu de réserve, qui exprime
également le récepteur, soit résorbé a ce stade (Jouaux et al., 2012). En revanche, chez les

femelles, I'expression du récepteur augmente au stade de maturité sexuelle, ce qui
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confirmerait I'implication des voies des IRPs dans la maturation des ovocytes, comme pour
d’autres espéces (Das et Arur, 2017; Wu et Brown, 2006).

La plupart des effecteurs finaux des voies de signalisation de I'insuline sont retrouvés
chez I’huitre suggérant fortement une conservation des fonctions des IRPs. De plus, ces
effecteurs sont potentiellement exprimés dans l'aire gonadique montrant la possible
implication des voies IRPs dans les processus associés a la reproduction chez C. gigas.
Toutefois, si les acteurs impliqués dans la glycolyse, la glycogenése, les synthéses protéiques,
la différentiation et la prolifération cellulaire ainsi que la lipogenése sont présents dans la
gonade, les acteurs des voies de I'apoptose et de I'antilipolyse n’y sont pas retrouvés.
Certains effecteurs finaux de la glycolyse et la lipogenése ont une expression prédite plus
élevée dans l'aire gonadique femelle a maturité sexuelle par rapport aux males. C'est le cas e
GK (glycolyse) et FAS (lipogenése), ce qui confirmerait le role des IRPs dans le contrdle de la
vitellogenese chez C. gigas. Dans la gonade male, les effecteurs les exprimés sont associés au
métabolisme du glycogéne ainsi qu’aux voies de prolifération et différenciation cellulaire.
Cette derniére est connue chez d’autres espéces pour étre impliquée dans la régulation du
compartiment souche et pourrait également étre impliquée dans le fonctionnement de la

niche germinale chez C. gigas.
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v" Identification de six IRPs par criblage in silico des données génomiques et
transcriptomiques.

v Trois structures identifiées selon le motif de la chaine A, les ponts disulfures et
I’'homologie de séquences.

v" Profils d’expressions des IRPs dans les ganglions nerveux, la glande digestive et I'aire
gonadique.

v" Roles potentiels proposés pour chaque IRP : lien alimentation/reproduction, controle de
la prolifération et différenciation cellulaire, maturation ovocytaire, réle androgene.

v Expression de CIR dans les ganglions viscéraux et I'aire gonadique au cours du cycle de
reproduction de C. gigas en accord avec le role potentiel des IRPs dans la reproduction.

v" Identification des effecteurs des voies de signalisation et mise en évidence dans I'aire
gonadique des effecteurs impliqués dans le métabolisme du glucose
(réserve/mobilisation), les synthéses protéiques, la prolifération et la différentiation

cellulaire.
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Régulation de la gamétogenése par les IRPs chez C. gigas
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Chapitre Il :
Effet de I'alimentation sur les cellules germinales précoces,
implication du signal IRP

1. Introduction

Comme cela a été décrit en introduction générale, chez la plupart des Métazoaires, la
gamétogenese est étroitement dépendante du statut nutritionnel des individus, et
notamment les étapes précoces puisque le fonctionnement de la niche germinale est soumis
a des régulations dépendantes de I'apport nutritif. Les voies de signalisation des IRPs sont
souvent impliquées dans la transmission de ce signal nutritionnel. Ce processus a été
particulierement bien décrit chez la drosophile, en combinant des conditionnements
alimentaires et l'utilisation d’individus mutants pour les IRPs, le récepteur de I'insuline ou
différents effecteurs des voies de signalisation (Hsu et Drummond-Barbosa, 2009, 2011;
Shim et al., 2013). Chez C. elegans, les IRPs interviennent dans le contréle de nombreux
processus physiologiques dont la reproduction. lls agissent notamment sur le devenir des
GSC (maintien et prolifération). En conditions d’alimentation favorables, le signal insuline est
augmenté ce qui impacte la reproduction (pour revue voir Templeman et Murphy, 2018).
Chez les vertébrés, I'insuline est un « nutrient sensor » reliant statut nutritionnel et fertilité
(Dupont et al., 2014).

Chez les Mollusques, les approches méthodologiques sont plus limitées. Toutefois, la
possibilité de réaliser des conditionnements trophiques contrdlés, la connaissance des voies
de signalisation des IRPs et la possibilité d’identifier les cellules germinales précoces
permettent d’envisager I'étude du lien entre le statut nutritionnel et la reproduction

pouvant impliquer les voies des IRPs.
1.1. Alimentation et impact sur la reproduction des mollusques

L'influence du régime alimentaire sur la reproduction chez les mollusques a fait I'objet
de nombreuses études notamment chez les especes d’intérét aquacole pour lesquelles la
production de géniteurs en écloserie est un enjeu majeur. Ainsi, chez la coquille Saint-
Jacques, Pecten maximus, la qualité du régime algal administré aux géniteurs impacte le

pourcentage d’individus qui émettent leur gameétes, la qualité des ovocytes ainsi que le
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développement embryonnaire apres fécondation (Soudant et al., 1996). En plus de la
guantité et la qualité de la nourriture, la température ainsi que la saison a laquelle les
coquilles sont soumises au conditionnement géniteurs sont également des facteurs
influengant la reproduction (Andersen et Ringvold, 2000). Chez la moule Mytilus edulis, une
étude ancienne a permis de mettre en évidence le lien entre 'apport nutritif et la production
des gametes (Bayne et al.,, 1975). Pour cela, des rations nutritives contrastées ont été
administrées a deux groupes d’individus pendant 14 jours. Aprés une mise a jeun pendant 24
heures puis une alimentation a base de microalgues marquées au ¢, les deux groupes ont
présenté des fécondités différentes. En condition de faible alimentation, le nombre
d’ovocytes marqué au ¢ était plus élevé, ce qui indique qu’aprés une période d’apports
nutritifs réduits, I'assimilation de la nourriture est principalement utilisée pour Ia
reproduction et plus particulierement pour le développement des gametes chez les femelles.

Chez C. gigas, I'influence de I'alimentation sur la reproduction a été montrée en premier
lieu pour la production de géniteurs matures. Lorsque I'alimentation est augmentée pendant
la maturation, la fécondité des individus matures (ratio de la taille des tubules gonadiques
sur la taille de I'aire gonadique) est augmentée de 60% (Muranaka et Lannan, 1984). Chavez
Villalba (2001) a également montré que ce type de conditionnement favorise la maturation
ovocytaire reflétée par une augmentation du diametre ovocytaire moyen en condition de
forte alimentation.

Concernant les étapes plus précoces de gamétogeneése, Berthelin et al. (2000a, 2000b)
ont montré que l'avancée en gamétogenése dépend des réserves préalablement établies
dans le tissu de réserve sous forme de glycogéne. De plus, Jouaux et al. (2013) ont réalisé un
conditionnement trophique de 5 semaines en période automnale (début de gamétogeneése).
Les résultats indiquaient que les huitres nourries ad libitum étaient plus avancées en
gamétogenese alors que celles laissées a jeun présentaient un retard dans le déroulement
de leur gamétogenése. L'augmentation de I’expression du marqueur PCNA dans |'aire
gonadique traduit un taux de proliférations goniales plus élevé chez les individus nourris et
qui entraine, en fin de gamétogenése, un effort de reproduction plus intense. Parallelement,
un effet de I'alimentation est observé sur la restructuration du tissu de réserve de l'aire
gonadique, ce qui a conduit les auteurs a formuler I’hypothése que les réserves en glycogene
préalablement établies conditionnaient les proliférations germinales (balance entre stockage

et reproduction) (Jouaux et al., 2013).
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1.2. Les IRPs, lien entre statut nutritionnel et reproduction chez

les mollusques

Les données disponibles chez les mollusques concernant le role potentiel des IRPs dans
I'intégration des signaux liés a I'alimentation sont peu nombreuses et présentent
majoritairement des hypothéses de fonctionnement.

Chez L. stagnalis, la mise a jeun entraine un arrét de la croissance, du stockage de
glycogéne et également de la reproduction (Geraerts, 1992; Geraerts et al.,, 1992).
Parallélement, cette condition alimentaire provoque la disparition des transcrits de MIP |l et
la réduction du niveau d’expression de MIP Ill dans les LGC (Light Green Cells). Toutefois, ces
travaux relativement anciens n’établissent pas directement le lien entre les MIPs et I'impact
de 'alimentation sur la reproduction.

Chez C. gigas, Jouaux et al. (2013) ont travaillé sur I'implication du signal IRP dans
I'intégration des signaux environnementaux sur la reproduction. L'implication du systéeme
insuline lors de conditionnements trophiques impactant la reproduction a été proposée
apres mesure, par qPCR, de I'expression du récepteur CIR dans 'aire gonadique (Jouaux et
al., 2013). L'expression de CIR apparait significativement plus élevée lorsque les animaux
sont mis a jeun. Ainsi, I'influence de I’alimentation sur la reproduction en lien avec le signal
insuline a pu étre observée chez I’huitre.

Sachant que l'alimentation favorise les proliférations goniales chez I'huitre, il est
possible que cet effet passe par une régulation du fonctionnement du stock de GSC. Le
travail présenté dans le chapitre | a permis d’identifier une population de cellules germinales
précoces chez l'adulte contenant deux types cellulaires potentiels, les GSC et les
progéniteurs. La caractérisation de ces types cellulaires permet maintenant d’étudier
I'impact de I'alimentation sur la prolifération et la différenciation des GSC chez C. gigas. De
plus, I'identification d’IRPs potentiellement impliqués dans la reproduction et d’effecteurs de
ce signal dans le chapitre Il, permet d’étudier le lien entre lalimentation et le

fonctionnement de la niche via ces effecteurs.
1.3. Objectifs

Ce chapitre aura d’abord pour objectifs de montrer l'influence de I'alimentation sur

I'auto-renouvellement et la différenciation des GSC chez C. gigas. Pour cela, un

203

—=
| —



Chapitre Il : Effet de I'alimentaiton sur les eGC, implication du signal IRP Thése Maéva Cherif--Feildel

conditionnement alimentaire a été réalisé sur de jeunes huitres lors de l'initiation de leur
premiere gamétogenese. Afin de vérifier 'augmentation des proliférations goniales, et en
comparaison avec les travaux réalisés chez I'adulte, les expressions de PCNA et Oyvlg seront
mesurées.

Ensuite, le role des IRPs dans l'intégration du signal alimentaire sera étudié en suivant
I’expression de certains IRPs ainsi que du récepteur CIR, au cours du méme conditionnement

trophique.
2. Matériels et Méthodes

2.1.1. Animaux

Les huitres en premiére gamétogenése ont été fournies par le CFPPA de Coutances
(Michel Leguillois). Ces animaux sont issus d’une ponte en écloserie, mesurent environ 2cm
et présentent un poids moyen décoquillé de 70mg. Leur petite taille, donc leur moindre
besoin en nourriture, facilite la réalisation des conditionnements trophiques dans nos

structures expérimentales.

2.1.2. Conditionnement alimentaire

Les jeunes huitres sont maintenues par lot de 50 individus dans 250mL d’eau de mer,
filtrée a 10um, pendant 14 jours. L'eau est changée tous les deux jours avec de I'eau de mer
filtrée. Un lot de 50 individus a été nourri ad libitum a raison de 200 000 000 cellules/mL de
microalgues Isochrysis galbana, distribuées en trois rations journalieres. Un deuxieme lot est
resté a jeun pendant toute la durée du conditionnement. Des échantillonnages sont réalisés
au début (TO) et a la fin (14 jours) du conditionnement, pour les individus nourris (N) et a
jeun (AJ). Pour chaque échantillonnage, 12 individus sont prélevés, décoquillés et conservés
a -80°C pour les suivis d’expression. Dix autres individus sont décoquillés puis immergés dans

du fixateur histologique.

2.1.3. Extraction d’ARN et reverse transcription

Pour chacun des échantillonnages réalisés pour le suivi d’expression, quatre pools de
trois individus ont été formés. Chaque pool est broyé dans du TriReagent® (Sigma Aldrich)
puis incubé 5 minutes a température ambiante avant I'ajout de 100uL de 1-Bromo-3-

Chloropropane (Sigma Aldrich). Les échantillons sont ensuite vortexés et centrifugés a
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11 000g pendant 15 minutes a 4°C. La phase aqueuse est prélevée pour I'extraction d’ARN
selon le kit Nucleospin RNA Il (Macherey-Nagel). La transcription inverse est réalisée selon le

protocole de Dheilly et al. (2012).

2.1.4. PCR quantitative

Les transcrits mesurés sont ceux des genes PCNA, oyvlg, CIR, Cg-mip123 et Cg-ilp. Le
géne de référence utilisé est EFla. Les couples d’amorces utilisés sont répertoriés dans le
Tableau IlI-1). Les gPCR ont été réalisées en utilisant le mix 1X GoTaq SYBR Green (Promega),
8,85ng d’ADNc et 900nM de chaque amorce dans un volume final de 15uL. Chaque gPCR
consiste en un cycle de 5 minutes a 95°C suivi de 45 cycles de 15 secondes a 95°C et 45
secondes a 60°C. La courbe de fusion a été obtenue par 80 cycles de 10 secondes en

augmentant la température de 0,5°C a chaque cycle a partir de 55°C jusqu’a 95°C.

Tableau llI-1 : Tableau récapitulatif des couples d'amorces utilisés.

Nom du transcrit Sens (5'-3) Anti-sens (5'-3')

PCNA GCTGCTCGATTTAGACTGTGA  |CTTGACTCCTTCCTTTGTACA
_____ owlg  |ACGTGCGTAAAGCCCAGTAT | CAATCCGCCGAACATTACTT |
______ OR  |AACCCTGCCTGACAAAAATG  [TACACGATCACCTCCCCTG |
| Cgmipl23  |CAAGATCCGCTCCCTGGAAG  |TCCTTTCTTCTTGCGGCGAT |
_____ Cgilp  |TCGGGAGGCGCATAATCAAT |GCCGTGTCTGCAATACAAGC |
[ e ACGACGATCGCATTTCTCTT | ACCACCCTGGTGAGATCAAG |

2.1.5. Préparations histologiques

Chaque individu échantillonné pour I'histologie a été fixé dans du Davidson (10% de
glycérol, 20% de formaldéhyde, 30% d’éthanol 95°, 30% d’eau de mer stérile et 10% d’acide
acétique glacial) pendant 24 heures. Les échantillons sont ensuite déshydratés dans des
concentrations croissantes d’éthanol puis transférés dans du butanol (Carlo Erba, France)
avant d’étre inclus en paraffine (Roth, France). Des coupes transversales sériées de 3um

d’épaisseur ont été réalisées au microtome dans toute la zone contenant la gonade.

2.1.6. Immunomarquages

Les coupes sont déparaffinées et I'immunohistologie enzymatique est réalisée selon

Franco et al. (2010). L'anticorps primaire homologue polyclonal anti-Oyvlg de lapin est dilué
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au 1/500°™. L’anticorps secondaire utilisé est un polyclonal anti-lapin HRP produit chez le
porc (P0399, DAKO Agilent Technologies), dilué au 1/100°™. Les contréles sont réalisés en
omettant soit I'anticorps primaire soit I'anticorps secondaire. Les observations sont faites

avec le microscope Nikon eclipse 80i et une caméra Nikon DS-Ri2.

2.1.7. Histologie quantitative

Pour trois individus par condition, une lame sur dix est colorée selon le protocole du
trichrome Prenant-Gabe (Gabe, 1968) permettant de sélectionner les coupes présentant une
section complete d’aire gonadique entourée de tissus digestifs. Pour chaque individu, deux
coupes répondant a ces criteres sont sélectionnées et colorées au Feulgen (Gabe, 1968). Ces
coupes sont scannées en utilisant un scanner Aperio (objectif 40) et analysées d’aprés la
méthode d’histologie quantitative développée dans le chapitre I. Les noyaux de toutes les
cellules germinales de la gonade ont été repérés et entourés d’une ellipse pour déterminer
le plus grand et le plus petit diameétre. Les ratios d’élongation sont calculés en divisant le plus
petit diameétre par le plus grand ce qui permet de discriminer les cellules a noyaux irréguliers

(ratio <0,8) de celles a noyaux ronds (ratio > 0,8).

2.1.8. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées sur les logiciels R 3.4.3 et RStudio. Un test de
Shapiro a été réalisé afin de vérifier la normalité de distribution des valeurs suivi soit d’'un
test post-hoc de Wilcoxon, pour les suivis d’expression, soit d’un test non-paramétrique de
permutations, pour ['histologie quantitative, permettant de définir les différences

significatives (a = 0,05).
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3. Résultats

3.1. Influence de I'alimentation sur le stock de GSC potentielles

3.1.1. Identification d’une population de cellules germinales précoces

Lors de l'initiation de la premiére gamétogeneése, les tubules gonadiques se développent
du coté externe de I'aire gonadique, contre le manteau. Au niveau des pores évacuateurs,
qguelques cellules germinales sont présentes et accompagnées de cellules somatiques
intragonadiques (Figure IlI-1A). Ces cellules germinales présentent toutes les caractéristiques
des cellules germinales précoces a savoir, une chromatine a aspect décondensé (Figure llI-

1B) et un marquage cytoplasmique positif pour la protéine Oyvlg (Figure IlI-1C).
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Figure IlI-1 : Observation des caractéristiques
des cellules germinales précoces lors de

I'initiation de la premiére gamétogeneése. A et
B — Colorations au Trichrome Prenant-Gabe et
coloration de Feulgen de I'aire gonadique des
jeunes  huitres  respectivement. C -
Immunomarquages enzymatiques DAB avec
I'anticorps homologue anti-Oyvilg. PE: Pores
évacuateurs; TR : Tissu conjonctif de réserve;
TD : Tube digestif; eGC: Cellules germinales
précoces.
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Pour étudier les populations de GSC et de progéniteurs potentiels, I'approche
d’histologie quantitative développée chez I'adulte a été réalisée sur les jeunes huitres a TO.
Les mesures réalisées pour chacun des trois individus sélectionnés ne présentent aucune
différence interindividuelle significative. Ainsi, tous les noyaux des cellules germinales,
colorées au Feulgen, ont été mesurés et considéré comme une méme population (Figure Ill-
2). La population de cellules germinales précoces chez les jeunes huitres est identifiée sur la
base du plus grand diamétre nucléaire, compris entre 4,06um et 6,82um, comme caractérisé
chez les adultes en deuxiéme et troisieme gamétogeneéses (Figure IlI-2A). De plus, d’apres les
ratios d’élongation calculés, les cellules germinales précoces présentes lors de l'initiation de
la premiére gamétogenéese peuvent étre discriminées en deux types cellulaires, comme chez
I’adulte (Figure IlI-2B). Certaines cellules possedent un noyau rond (ratio > 0,8) et sont de

type progéniteurs, alors que les autres présentent un noyau irrégulier (ratio < 0,8) et sont de

type GSC.
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Figure 11I-2 : Identification d’une population de cellules germinales précoces chez les jeunes huitres a l'initiation de leur
premiére gamétogeneése. A — Répartition des cellules germinales mesurées a TO (initiation de la premiere gamétogenese)
en fonction de leur plus grand diameétre. B — Répartition des ratios d’élongation pour les cellules germinales précoces dont
le diametre est compris entre 4,06um et 6,82um.
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La population de cellules germinales précoces, identifiée aux stades quiescents des
deuxieme et troisitme gamétogenéses (stades 0), a été comparée a celle trouvée a
I'initiation de la premiére gamétogenése (TO) (Tableau IlI-2). Pour chaque cycle de
reproduction, trois individus ont été utilisés et ne présentent pas de variation
interindividuelle significative. Ainsi, toutes les cellules germinales précoces (eGC) mesurées
sont considérées comme appartenant a une méme population. La proportion de GSC
potentielles (noyaux irréguliers) diminue aprés la premiére gamétogeneése alors que celle de

progéniteurs potentiels augmente (noyaux ronds).

Tableau 1lI-2 : Comparaison de la population de cellules germinales précoces chez des individus en premiere
gamétogenése et des individus en 2°™ et 3°™° gamétogenése. eGC : Cellules Germinales précoces.

. Noyaux irréguliers Noyaux ronds
led ducti GC
Cycle de reproduction € (GSC potentielles) (progéniteurs potentiels)
TO {1"” gamétogenése) 221 137 {62 %} 24 {38 %)
Stades 0 {2°™ et 3™ gamélogendse) 9% 26 {27%) 70{73%)
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3.1.2. Validation du conditionnement trophique : suivi des marqueurs

Oyvlg et PCNA

Les expressions du marqueur de prolifération PCNA, du marqueur de cellules germinales
VASA ont été mesurées dans I'animal entier (Figure IlI-3). Le marqueur germinal VASA
apparait significativement plus exprimé lorsque les jeunes huitres sont nourries pendant 14
jours par rapport aux individus TO ou maintenus a jeun (Figure IlI-3A). De méme, le nombre
de cellules positives pour Oyvlg est plus important chez les animaux nourris (Figure 111-3B). Le
marqueur de prolifération PCNA apparait plus exprimé au début du conditionnement et
aucune différence significative n’est observée entre les conditions « a jeun » et « nourris »
(Figure 11-3C). D’apres les données transcriptomiques et immunohistochimiques, le
conditionnement trophique permet d’observer une augmentation du nombre de cellules

germinales dans la gonade des jeunes huitres.
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Figure 1lI-3 : Suivis des marqueurs
g C PCNA Oyvlg et PCNA sur les huitres juvéniles
= 0.05 en fonction du conditionnement
e 004 4 trophique. A — Expression du transcrit
‘3 Oyvlg en fonction des conditions
% 003 | d’alimentation. B - Marquage
£ immunohistochimique Oyvlg chez les
6 om jeunes huftres nourries. C — Expression
-E- oo 4 5 2 i du transcrit PCNA en fonction des
6 L - conditions d’alimentation. TO : avant le
? o _ .| conditionnement; AJ: A jeun; N:
o~ Al TO N Nourris ; PE: Pore évacuateur; CG:
Cellules Germinales; ISC: Cellules
Conditions d’alimentation somatiques intragonadiques.

3.1.3. Effet de I'alimentation sur le compartiment souche potentiel

La discrimination des GSC et progéniteurs potentiels, aprés coloration au Feulgen, a été

réalisée chez les jeunes huitres en fonction des conditions d’alimentation. Ainsi, les noyaux
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des cellules germinales ont été mesurés pour chaque condition d’alimentation (Figure IlI-
4A). La population de cellules germinales précoces dont le diametre nucléaire est compris
entre 4,06pum et 6,82um est retrouvée indépendamment des apports nutritifs. La répartition
des ratios d’élongation de cette population de cellules germinales précoces présente des
différences significatives selon les conditions trophiques (Figure 11I-4B). Les individus soumis
a une forte alimentation (bleu) présente moins de noyaux irréguliers (ratio <0,8), type GSC,
et plus de noyaux ronds (ratio > 0,8), type progéniteurs, en comparaison avec les individus

maintenus a jeun (vert).
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Figure -4 : Représentation graphique de I'approche d’histologie quantitative chez les huitres en premiére
gamétogenese. A — La distribution des cellules germinales est représentée selon la mesure du plus grand diamétre
nucléaire en fonction du conditionnement alimentaire. B — Le ratio d’élongation est calculé pour chaque cellule germinale
précoce (diamétres entre 4,06pum et 6,82um) en fonction du conditionnement alimentaire. TO : avant le conditionnement ;
AJ:Ajeun; N : Nourris.
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Les comptages réalisés (Tableau Ill-3) dénombrent les cellules germinales précoces des
trois individus par condition, ces individus ne présentent par ailleurs, aucune variation
interindividuelle significative. Ces comptages montrent que le nombre de cellules germinales
est plus élevé aprées les 14 jours de conditionnement alimentaire, quelque soit la condition
trophique. Cette augmentation est liée a une augmentation du nombre de cellules a noyaux
ronds de type progéniteurs, alors que le nombre de cellules a noyaux irréguliers, de type
GSC, reste inchangé. Les résultats de comptage montrent également que le nombre de
progéniteurs est plus élevé lorsque les jeunes huitres sont nourries par rapport aux individus
laissés a jeun.

Les pourcentages de cellules a noyaux irréguliers (GSC potentielles) et a noyaux ronds
(progéniteurs potentiels) ont également été comparés entre le début et la fin du
conditionnement alimentaire. A TO, les cellules a noyaux irréguliers, type GSC, sont
majoritaires (62%) alors qu’en fin de conditionnement ce sont les cellules a noyaux ronds,
type progéniteurs, qui sont majoritaires quelque soit les conditions d’alimentation (69% et

72% pour les « a jeun » et « nourris » respectivement).

Tableau IlI-3 : Nombre de cellules germinales mesurées selon les conditions d'alimentation. Les nombres de cellules a
noyaux irréguliers et celles a noyaux ronds ont été calculés parmi les cellules germinales totales et leur proportion est
indiquée en pourcentage. T0 : avant le conditionnement ; Al : A jeun ; N : Nourris ; eGC : Cellules Germinales précoces.

. - ) Noyaux irréguliers Noyaux ronds
SALLL S T LU e (GSC potentielles) (progéniteurs potentiels)
I o _ . m_ . d._._ . 137ie2%) B R : BA{38H) _ __ . A
I A 88 _ d._._ 1191%) .. _. 2969 A

N 522 145 {28 %) 377 {72%)

3.2. Influence de I'alimentation sur les IRPs et CIR

Pour étudier le role du signal insuline lors du conditionnement alimentaire, les
expressions du récepteur CIR ainsi que des transcrits Cg-ilp et Cg-mip123 ont été suivies par
gPCR (Figure 1l1I-5). Aucune différence significative n’a pu étre observée pour les différents
transcrits mesurés en fonction des conditions d’alimentation, méme si des tendances

générales semblent se dessiner.
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4. Discussion

Ce travail a permis de caractériser les cellules germinales précoces chez I’huitre dés la
premiere gamétogenese et de les comparer a celles identifiées dans le chapitre I. Les deux
types cellulaires, GSC et progéniteurs potentiels identifiés au cours des 2°™ et 3°™
gamétogeneses, ont été retrouvées chez les jeunes huitres, avec les mémes caractéristiques
morphologiques. Il est apparu que la proportion de GSC potentielles rapportée au nombre
de cellules germinales mesurées est beaucoup plus élevée a TO (62% de type GSC) que chez
les adultes (27%). Ceci démontre ['existence d’une population de GSC présente deés
I'initiation de la premiére gamétogeneése au niveau de I'épithélium germinatif des pores
évacuateurs et retrouvée lors des différents cycles de reproduction de C. gigas dans
I'ensemble de la gonade. Ainsi, ces observations montrent que le compartiment souche
potentiel est déja en place dés la premiere gamétogenése. Ce compartiment est ensuite
retrouvé au cours des cycles de reproduction suivants, quels que soient le stade et le sexe.

Le conditionnement alimentaire réalisé chez de jeunes huitres lors de l'initiation de leur
premiere gamétogenese a permis d’étudier l'influence de l'alimentation sur différents
marqueurs. Le marqueur PCNA n’a pas montré d’augmentation des proliférations lorsque les
huitres sont nourries, a l'inverse de ce qui avait été observé chez les adultes (Jouaux et al.,

2013). Ceci peut étre di au fait que I'expression de PCNA est mesurée sur I'animal entier

213

—=
| —



Chapitre Il : Effet de I'alimentaiton sur les eGC, implication du signal IRP Thése Maéva Cherif--Feildel

dans notre étude, en raison de la petite taille des huitres, ce qui peut entrainer une dilution
du signal. La durée du conditionnement, réduite a deux semaines lors de ce travail, peut
également étre une explication a cette absence d’effet sur PCNA. Cependant, ce temps de
conditionnement a tout de méme permis d’observer une nette augmentation du marqueur
spécifiguement germinal Vasa chez les individus nourris par rapport aux TO et aux individus
maintenus a jeun. Cette augmentation indique I'activité de proliférations goniales en lien
avec l'alimentation comme cela avait également été montré chez I'adulte (Jouaux et al.,
2013) et valide le conditionnement.

L'influence de I'alimentation a été étudiée chez les huitres en premiére gamétogenese
sur les deux types cellulaires identifiés, les GSC et les cellules progénitrices potentielles.
Quelque soit le niveau d’alimentation, le nombre de GSC potentielles reste stable alors que
le nombre de progéniteurs potentiels augmente au cours du conditionnement. Ainsi, la
proportion de GSC diminue au cours de la premiere gamétogenése, alors que la proportion
de progéniteurs potentiels augmente. Ces données indiquent que le stock de GSC
potentielles se maintient au cours de la gamétogenese par auto-renouvellement. Les GSC en
se divisant génerent aussi des progéniteurs qui proliferent ensuite par mitoses goniales.
Apreés 14 jours, les proportions des deux types cellulaires sont identiques a celles retrouvées
chez les animaux en 2°™ et 3°™ gamétogenése ce qui indique que le stock de GSC se
maintien au fur et a mesure des gamétogenéses. Ces observations ont été faites sur une
population de cellules germinales précoces issue de trois individus par condition trophique.
Ainsi, il est nécessaire de confirmer ce fonctionnement avec une cohorte plus importante.

Pour la premiere gamétogeneése, I'apport nutritif ne semble impacter ni le nombre, ni la
proportion de GSC potentielles. En revanche, on observe une augmentation du nombre de
progéniteurs potentiels en conditions de forte alimentation par comparaison aux animaux a
jeun. Ceci suggere que I'alimentation active la différenciation des GSC en progéniteurs et/ou
la prolifération des cellules progénitrices mais que la proportion GSC/progéniteurs est
maintenue constante, donc est trés strictement controlée.

Concernant l'implication du signal insuline dans ce processus, les expressions de
plusieurs effecteurs ont été mesurées sur des pools d’animaux entiers, du fait de leur petite
taille. Cependant, les résultats ne sont pas significatifs et ne permettent pas d’interprétation.
Ceci peut étre lié a une expression tres faible et localisée des génes ciblés (notamment pour

les IRPs). Or, la taille des animaux n’est pas compatible avec une dissection des tissus cibles.
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Une alternative pourra consister a travailler sur des adultes ou sur des temps plus longs pour
un futur conditionnement. Chez une autre huitre, Pinctada fucata, |’expression du récepteur
d’IRPs nommé Pfirr a été étudiée aprées I'ajout de I'inhibiteur d’IGF-1R, PQ401, afin d’évaluer
son role fonctionnel dans le développement embryonnaire (Shi et al., 2013). Ces résultats
montrent qu’il est possible d’utiliser ce type d’inhibiteurs chez les huitres. Au cours de ce
travail de thése, un essai préliminaire a été entrepris lors du conditionnement trophique des
jeunes huitres en administrant I'inhibiteur PQ401 par injection, cependant aucun effet
significatif n’a pu étre observé dans ces conditions expérimentales. D’autres inhibiteurs sont
disponibles et spécifiques de certaines voies de signalisation (LY294002 et Wortmannin pour
la voie PI3K, Rapamycine pour la voie mTOR et PD98059 pour voie MAPK) et pourront étre
également testés dans de futures expérimentations.

En conclusion, les résultats obtenus dans ce travail indiquent clairement que
I'alimentation influence la différenciation et la prolifération des GSC et ce dés la premiére
gamétogenese. L'impact de I'alimentation porte directement sur la différentiation des GSC
en gonies différenciées. L'implication du signal des IRPs comme intégrateur des signaux
nutritionnels n’a pas pu étre mise en évidence lors de ce premier essai de conditionnement
mais il pourra étre envisagé de reprendre ces conditionnements soit sur des temps plus

longs, soit sur des animaux de plus grande taille pour travailler sur les tissus cibles.
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Bilan du chapitre Il
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Conclusion générale et perspectives

1. Identification des acteurs de la niche germinale

Au cours de cette theése, la niche germinale potentielle a été identifiée chez I'huitre
Crassostrea gigas en combinant des critéeres morphologiques et moléculaires spécifiques des
GSC. L'éloignement phylogénétique, entre I'huitre et les espéces qui ont fait I'objet de
recherche de marqueurs de GSC, rend difficile I'utilisation de marqueur moléculaire, c’est
pourquoi une approche originale d’histologie quantitative a été développée. Cette approche
est basée sur les principes de stéréologie et combine la localisation des GSC (en bord de
tubule gonadique), I'aspect décondensé de la chromatine dans leur noyau et le marqueur
germinal Oyvlg. Une population de cellules germinales précoces commune aux males et aux
femelles a été identifiée par I'’étude en histologie quantitative. Les mesures des noyaux ont
permis de discriminer deux types cellulaires, les GSC potentielles et leurs cellules filles, les
progéniteurs potentiels.

Des acteurs du microenvironnement des GSC ont ensuite pu étre caractérisés. Ainsi, des
cellules somatiques accompagnatrices, proches des GSC et progéniteurs potentiels, ont été
identifiées de méme que des cellules myoides a I'extérieur des tubules gonadiques, le long
de la lame basale. Concernant les cellules somatiques accompagnatrices, 'utilisation d’'un
anticorps hétérologue anti-BMP2/4 a révélé un marquage cytoplasmique positif de ces
cellules. Cet anticorps peut cibler différents facteurs a savoir, Cg-mGDF, Cg-Dpp et Cg-Gbb,
tous appartenant a la famille des TGF-B, suggérant une implication de cette voie de
signalisation dans le fonctionnement de la niche germinale chez C. gigas. L’organisation de la
niche germinale chez C. gigas ressemble a celles identifiées chez les vertébrés, de type
épithélial, puisqu’aucune cellule somatique n’a été observée entre les GSC et la lame basale.

Afin de confirmer l'identité des GSC caractérisées lors de ce travail, il sera nécessaire de
développer des approches pour les isoler puis les maintenir et les faire proliférer en culture
cellulaire. Dans un second temps, des approches de transplantations dans des individus
receveurs pourront étre envisagées afin de suivre les GSC potentielles et confirmer leur

capacité a engendrer la lignée germinale.
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1.1. Localisation des cellules souches dans la gonade

1.1.1. GSC et niche germinale potentielles

L'identification de GSC a été réalisée a partir de coupes histologiques transversales
entieres d’huitre. L'approche d’histologie quantitative permet de localiser précisément les
GSC potentielles dans la gonade sur ces coupes.

En premiére gamétogenese, la gonade est restreinte aux pores évacuateurs, du coté du
manteau. Ces pores évacuateurs se développent lors de la premiere gamétogenése et des
suivantes afin de former les tubules gonadiques qui s’étendent dans l'aire gonadique
jusqu’au niveau des tissus digestifs. La population de cellules germinales précoces, incluant
les GSC et progéniteurs potentiels, a été retrouvée dans les pores évacuateurs lors de cette
premiere gamétogenese. Cette observation confirme que les GSC sont établies dans la
gonade dés que les huitres sont capables de reproduction. Lors des gamétogenéses
suivantes les GSC potentielles sont réparties dans toute la gonade, au sein des pores
évacuateurs ainsi que dans les tubules gonadiques. Le fait que plusieurs niches germinales
soient observées dans toute la gonade suggere que les GSC potentielles colonisent les
tubules gonadiques au fur et a mesure de leur formation. De plus, elles restent présentes
tout au long des cycles de reproduction ce qui leur permet de redonner une nouvelle lignée

germinale chaque année.

1.1.2. Cellules souches pluripotentes

D’autres cellules a potentiel souche ont été observées dans la gonade d’huitres, en
deuxiéme et troisieme gamétogenéses, grace a des anticorps hétérologues ciblant des
marqueurs de pluripotence, KLF4 et Oct4. Le marqueur Oct4 n’étant retrouvé qu’au stade
male de proliférations goniales, il est possible que I'anticorps hétérologue ne cible pas les
GSC potentielles. Concernant le marqueur KLF4, il est retrouvé dans I'épithélium germinatif
des pores évacuateurs seulement au stade quiescent de gamétogenese. Ceci suggere que les
cellules germinales présentes dans les pores évacuateurs au premier stade de gamétogenéese
seraient pluripotentes. Puisqu’elles ne sont pas retrouvées aux stades suivants, il est
probable qu’elles se différencient et que leur potentialité change lors du cycle de

gamétogeneése. Par conséquent, ces cellules positives pour KLF4 seraient plus amont que les
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GSC identifiées. Malheureusement, les anticorps anti-KLF4 et anti-Oyvlg sont tous les deux

produits chez le lapin ce qui rend la possibilité d’'un co-marquage impossible a ce jour.

1.1.3. Cellules en prolifération

L’expérimentation BrdU initiée au cours de cette thése montre des cellules capables de
proliférer dans les pores évacuateurs au stade quiescent de gamétogenese. Ces cellules sont
présentes au niveau de I'épithélium germinatif mais également au niveau de I'épithélium
cilié. 1l est fort probable que ces cellules constituent deux types cellulaires différents.
Concernant les cellules présentes dans I'épithélium germinatif, elles semblent étre dans un
état de quiescence plus marqué que les GSC potentielles qui nont pas été marqué par le
BrdU pour ce temps long d’incorporation. |l conviendra d’étudier des temps plus courts
d’incorporation du BrdU afin de retrouver un marquage des GSC potentielles caractérisées
chez le juvénile et I'adulte. Afin de confirmer les potentiels somatique et/ou germinal de ces

cellules en prolifération, des co-marquages devront étre réalisés.

1.2. Hypothese de fonctionnement des cellules souches

gonadiques

Les résultats obtenus lors de cette thése, confrontés aux connaissances
bibliographiques, permettent de proposer une hypothése concernant le fonctionnement des
cellules souches gonadiques chez I'huitre.

Chez I'embryon, des PGC potentielles avaient été identifiées tres to6t dans le
développement par hybridation in situ avec le marqueur Oyvlg, suggérant un modele
préformistique pour l'origine de la lignée germinale chez I'huitre (Fabioux et al., 2004a).
Cependant, le potentiel somatique de ces PGC n’a pas été recherché. Il est donc possible
d’envisager que ces PGC potentielles soit en réalité proches de cellules souches type PriSC
(Solana, 2013) qui seraient présentes tout au long de la vie de I'animal. D’aprés ce scénario,
les PriSC sont restreintes a deux groupes de cellules en fin de développement qui pourraient
former la gonade par la suite. Les cellules positives pour le marquage BrdU au niveau de
I’épithélium cilié des pores évacuateurs pourraient constituer les types cellulaires engendrés
par ces PriSC. Afin de confirmer cette hypothese, des co-marquages, notamment avec
I'anticorps anti-Oyvlg, devront étre réalisés. De plus, I'identification de ces mémes cellules

BrdU positives en premiere gamétogenése est nécessaire pour confirmer la continuité de
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leur présence dans la gonade. Enfin, dans le but d’identifier les cellules engendrées par les
BrdU positives, il est nécessaire de poursuivre le suivi cinétique.

En considérant que des PriSC engendrent des cellules a potentiel germinal capables de
proliférations chez I'huitre, il est possible que les GSC potentielles identifiées lors de cette
these soit issues de ces PriSC. Ceci signifierait que, des que I'huitre est capable de
reproduction, les PriSC colonisent I'épithélium germinatif des pores évacuateurs et se
différencient en GSC, ce qui expliquerait la forte proportion de GSC a l'initiation de la
premiere gamétogenese. Lors de l'‘avancée en premiere gamétogenese, ces GSC se
différencient en progéniteurs ou gonies afin d’engendrer les lignées germinales males et
femelles. Ceci est illustré par le fait que le pourcentage de progéniteurs augmente 14 jours
apres linitiation de la premiere gamétogenese. En parallele, certaines GSC s’auto-
renouvellent afin de perdurer au cours des différents cycles de reproduction. Ceci explique

gue le pourcentage de GSC (environ 30%) soit stable au cours des gamétogeneéses.

1.2.1. Réqulations des GSC potentielles

Le fonctionnement du stock de GSC potentielles avec celui des progéniteurs potentiels
ainsi que la pluripotence des cellules souches gonadiques est bien slr soumis a différentes
régulations. Concernant les pourcentages GSC/progéniteurs, il est probable qu’un dialogue
soit établi entre ces types cellulaires afin de réguler leurs proportions qui restent stables au
cours des différentes gamétogeneses. De plus, les acteurs TGF-B sont probablement
impliqués dans la régulation de ces cellules germinales précoces, en accord avec le
marquage BMP2/4 dans les cellules somatiques accompagnatrices. Cependant, il est fort

probable que d’autres voies de signalisation soient impliquées.

2. Etude de la signalisation des IRPs

2.1. lIdentification des IRPs et analyse phylogénétique

Au cours de cette thése, plusieurs IRPs ont été identifiés chez C. gigas. Leur
caractérisation a permis de mettre en évidence la présence de ligands de types B et y chez
les mollusques. Ceci avait déja été observé chez L. gigantea (Veenstra, 2010) mais aucune
analyse phylogénétique n’avait été faite. L'apport phylogénétique de I’étude des IRPs de C.

gigas a permis de proposer I'ILP de type y comme forme ancestrale aux Bilatériens. L'un des
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IRPs de type B commun a L. gigantea et C. gigas (MILP7), retrouvé chez L. stagnalis et A.
californica, présente une forte homologie avec DILP7 et I'analyse phylogénétique a montré
qgue les orthologues ILP7 étaient antérieurs a la séparation des Lophotrochozoaires et des
Ecdysozoaires. Enfin, une recherche bibliographique a montré que les MIP, initialement
considérés comme spécifiques des mollusques et identifiés chez C. gigas, sont en réalité
retrouvés chez d’autres Lophotrochozoaires. L'identification des IRPs a été réalisée in silico
par criblage des bases de données, il sera donc intéressant de vérifier la présence de ces
peptides par analyse en spectrométrie de masse dans les différents tissus, notamment la

gonade.
2.2. Effecteurs du signal

Comme pour les autres invertébrés, un seul récepteur des IRPs a été identifié chez C.
gigas (Gricourt et al., 2003). Au cours de cette thése, la séquence complete a pu étre
retrouvée, permettant d’identifier la région de liaison des ligands. Le suivi d’expression de
CIR a montré l'implication de cet effecteur dans les ganglions viscéraux, suggérant une
régulation centrale, de la méme fagon que pour les Cg-MIPs. Le récepteur CIR est également
exprimé dans |'aire gonadique lors des stades précoces de gamétogenése mais également au
stade de maturité sexuelle chez les femelles. Ces résultats suggérent une régulation locale
de différents aspects de la gamétogenése tels que la prolifération et la différenciation
cellulaire ainsi que la maturation ovocytaire. Ces différentes fonctions sont potentiellement
relayées par différents ligands. Ainsi, la liaison des IRPs au récepteur CIR devra étre
démontrée par désorphanisation du récepteur. Certaines techniques de transfert d’énergie
par résonnance peuvent étre utilisées et permettent I'observation du récepteur dans les
cellules en microscopie confocale (Chung, 2017). Cette observation permettrait d’identifier
le type cellulaire contenant le récepteur afin de savoir si les voies des IRPs sont relayées par
les cellules du tissu de réserve et/ou agissent directement sur les cellules germinales. |l sera
également intéressant de rechercher si d’autres types de récepteurs peuvent étre activés

par les IRPs identifiés, comme c’est le cas chez les vertébrés par exemple.

2.2.1. Fonctions potentielles des IRPs

Des roles potentiels, en lien avec la reproduction, ont été proposés pour les différents

IRPs identifiés chez C. gigas, d’apres le suivi de leurs expressions. Ainsi, Cg-MIP4 et Cg-MILP7
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pourrait étre impliqués dans le développement embryonnaire mais également participer au
processus de maturation ovocytaire. Ce dernier role est également suggéré aprés
identification de la majorité des effecteurs des voies de signalisation des IRPs chez C. gigas.
En effet, les voies de glycolyse, glycogenése et lipogenése sont conservées et les deux
derniéres semblent spécifiques de la gamétogenese femelle. Concernant Cg-MIP1, Cg-MIP2
et Cg-MIP3, leur expression spécifique des males suggére un réle androgéne, passant
éventuellement par une régulation locale dans l'aire gonadique des males a maturité
sexuelle. De plus, ils présentent une expression tres élevée dans les ganglions viscéraux ce
qui pourrait refléter leur implication dans une régulation centrale chez I'huitre. Enfin,
d’apres les expressions de Cg-ILP, il constitue le meilleur candidat pour faire le lien entre
I'alimentation et la gamétogeneése. Puisqu’il est exprimé deés le stade quiescent de
gamétogeneése, il est possible gu’il intervienne dans la prolifération et la différenciation des
cellules germinales, et potentiellement des GSC. En effet, les effecteurs finaux de ces
fonctions des voies des IRPs ont également été retrouvés chez C. gigas. Afin de vérifier
guelles voies des IRPs sont précisément impliquées dans la gamétogenese, notamment dans
le fonctionnement du compartiment souche, I'utilisation d’inhibiteurs de ces voies ou encore
d’ARN interférence pourra étre envisagée. Il sera intéressant d’étudier, selon la voie
bloquée, si un arrét de la gamétogeneése, de la mise en réserve ou encore de la maturation
ovocytaire est observé. De méme, 'impact de l'inhibition des voies de signalisation pourra
étre observé sur les acteurs de la niche germinale chez C. gigas et comparé avec l'influence

de I'alimentation sur cette derniére.

2.3. Hypothése de fonctionnement des [IRPs dans Ia
gamétogeneése

D’aprés les résultats obtenus concernant la signalisation des IRPs, il est fort probable
gue ce signal soit impliqué dans une régulation centrale par I'intermédiaire des ganglions
viscéraux comme le suggere I'expression élevée des Cg-MIPs dans ce tissu. L'expression de
CIR retrouvée dans les ganglions et I'aire gonadique pourrait permettre de transmettre cette
régulation centrale et d’influencer plusieurs processus physiologiques, incluant la
reproduction. Cette hypothése est supportée par le fait que les profils d’expression de CIR

sont similaires dans les ganglions viscéraux en comparaison avec |'aire gonadique. Une
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régulation locale dans l'aire gonadique est également possible d’apres 'expression des
effecteurs exprimés localement dans ces tissus. Cette expression est similaire chez les males
et les femelles aux stades quiescent, de proliférations goniales et de différenciation
germinale. L'accumulation de glycogene dans le tissu de réserve a ces stades peut étre en
lien avec les voies conservées des IRPs et impliquées dans le métabolisme du glucose.
Parallélement, les effecteurs finaux des voies de prolifération et différenciation cellulaires
étant conservés chez C. gigas, il est possible que les IRPs influencent I'avancée en
gamétogenese en agissant directement sur les cellules intragonadiques. Aux stades de
maturité sexuelle, le récepteur CIR est moins exprimé chez les males que chez les femelles. A
ce stade, le tissu de réserve est régressé et les ovocytes sont matures. Il est probable que
certains IRPs interviennent dans ce processus de maturation ovocytaire. Cg-ILP est quant a
lui particulierement exprimé dans les tissus digestifs, ce qui suggere son implication possible
dans lintégration des signaux nutritifs. Il pourrait faire le lien entre la disponibilité de
I’énergie issue de I'alimentation et I'effort de reproduction, avec un effet possible sur le

fonctionnement de la niche germinale.
3. Impact de I'alimentation sur le compartiment souche

L'influence de l'alimentation sur le compartiment souche a été étudiée chez des
animaux en premiere gamétogenese. Dans ce contexte, certains effecteurs des voies des
IRPs ont également été étudiés dans le but de faire le lien entre I'alimentation, les IRPs et les
GSC chez I'huitre. A ce jour, I'implication des IRPs dans I'intégration de I’état nutritionnel des
individus n’a pas pu étre mise en évidence. Cependant, I'alimentation a un impact direct sur
les GSC des le moment ou I'huitre est capable de se reproduire. Le fait que I'alimentation
influence le fonctionnement du stock de GSC des l'initiation de la premiére gamétogenése
suggére que la mise en réserve du glycogene se fait en parallele du fonctionnement du

compartiment souche. |l est possible que I'alimentation ait un effet sur ces deux processus.

3.1. Hypothese de fonctionnement de la niche germinale selon le

statut nutritionnel

Apreés I'établissement des GSC potentielles dans les pores évacuateurs, leur pourcentage
diminue en faveur des progéniteurs potentiels, ce qui suggere la différenciation des GSC et

donc I'avancée en gamétogeneése. En conditions favorables d’alimentation, il semblerait que
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les GSC soient recrutées pour se différencier en progéniteurs et que, ces derniers, proliferent
de facon intensive. Une fois le stock de gonies formé, ces cellules pourront entrer en méiose
afin d’achever la gamétogenése. Si le taux de différenciation des GSC est plus élevé, il
semblerait que leur auto-renouvellement le soit également puisque la proportion de GSC
potentielles est stable entre la premiere gamétogenese et les suivantes. En conditions
d’alimentation défavorables, le recrutement de GSC potentielles est probablement plus
faible et les progéniteurs potentiels se divisent de fagcon moins intense comme le suggere la
réduction de leur nombre. Cependant, la proportion de GSC potentielles ne change pas, ce
qui suggere que des régulations supplémentaires puissent participer au contréle du stock de
GSC. Cette hypothese est probable considérant le mode de vie des huitres. En effet,
puisqu’elles sont fixes, elles doivent s’adapter aux changements environnementaux. Ainsi, il
est cohérent que plusieurs voies de signalisation puissent intervenir dans le maintien du
stock de GSC, méme en conditions défavorables, et permettre une reproduction des
individus ajustée en fonction des conditions.

A l'issue de ce travail, il est nécessaire de continuer a étudier I'effet des conditions
trophiques sur les étapes précoces de gamétogenese. Ainsi en repartant de
conditionnements trophiques, sur des temps plus longs, des animaux nourris et a jeun
pourront étre comparés en terme d’expression des effecteurs du signal IRP identifiés dans ce
travail, particulierement Cg-MIPs et Cg-ILP, trés probablement impliqués dans le lien
alimentation/reproduction. Le fait de pouvoir discriminer le compartiment souche du
compartiment prolifératif de I'épithélium germinatif ouvre des perspectives d’études plus
globales de suivi d’expression d’effecteurs impliqués dans le maintien de I'état souche ou
dans la différenciation (RNA seq). Ces approches permettront d’aller plus loin sur la
compréhension de la régulation par I'alimentation des étapes précoces de la gamétogenése

chez I'huitre C. gigas.
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Résumeé

L’huitre creuse Crassostrea gigas est un mollusque hermaphrodite alternatif dont le cycle de
reproduction est annuel. Sa gamétogenése est soutenue par des réserves énergétiques, stockées dans
un tissu conjonctif de réserve entourant la gonade. Des travaux antérieurs ont montré I'implication du
systeme insuline dans ce processus liant étroitement alimentation, énergie stockée et gamétogenese.
Le fonctionnement des étapes précoces de gamétogenese reste encore méconnu chez I'huitre. Ce
travail a permis d’identifier les cellules germinales souches (GSC) et les progéniteurs potentiels en se
basant sur une approche d’histologie quantitative couplée au marquage des cellules germinales par un
anticorps homologie anti-Oyvlg (Oyster vasa-like gene). Certains éléments constitutionnels de la niche
germinale ont également été identifiés, notamment la présence d’une cellule somatique associée a la
cellule germinale souche potentielle qui présente un marquage par un anticorps hétérologue anti-
BMP2/4. En amont de I'étude concernant la régulation des étapes précoces de gamétogenése par les
voies des insulines, le criblage in silico des bases de données a permis d’identifier des ligands, un
récepteur et de nombreux effecteurs du signal insuline conservés chez C. gigas. Six IRPs (Insulin
Related Peptides) ont été caractérisés ce qui a permis de retracer I’histoire évolutive des IRPs chez les
mollusques. D’aprés leur profil d’expression en qPCR et HIS, Cg-mip123 et Cg-ilp sont susceptibles
d’étre impliqués dans le controle de la reproduction. Ces IRPs peuvent se lier a un récepteur CIR (C
gigas Insulin Receptor) dont la séquence complete a été décrite. Les acteurs des voies de signalisation
de l'insuline sont également conservés chez I'huitre et exprimés dans la gonade. Pour aller plus loin sur
le role de ces IRPs dans les étapes précoces de gamétogenese, un conditionnement alimentaire (a jeun
vs alimentés en Isochrysis galbana) a été réalisé sur des huitres en premiére gamétogenése. Les
résultats de ce conditionnement montrent que I'apport nutritif augmente la différenciation des GSC
ainsi que les proliférations goniales. L'implication du signal insuline dans ce contréle devra étre
précisée.

Mots clés : Crassostrea gigas ; Cellules Germinales Souches ; Niche germinale ; Insulin Related
Peptides ; Signalisation insuline

Structure and functioning of the germinal niche in a Lophotrochozoan, the Pacific oyster
Crassostrea gigas

The Pacific oyster Crassostrea gigas is an alternative hermaphrodite mollusc with an annual
reproduction cycle. Its gametogenesis is supported by energy reserves, store in a conjunctive storage
tissue surrounding the gonad. Previous studies have shown the insulin system involvement in this
process closely connecting diet, energy reserves and gametogenesis. The functioning of early
gametogenetic stages stays unknown in the oyster. This work allows the identification of putative germ
stem cells (GSC) et progenitors on the basis of histological quantitative approach combined with a
germ cells labelling by homologous antibody against Oyvlg (Oyster vasa-like gene). The main
components of the germinal niche have also been identified including a somatic cell, associated to the
putative germ stem cell, with a heterologous antibody against BMP2/4 labelling. Above the study of
the early gametogenetic stages regulation by insulin signalling, the genomic and transcriptomic-wide
screening allows the identification of ligands, receptor et several effectors conserved in C. gigas. Six
IRPs (Insulin Related Peptides) have been characterized which inform about the evolutionary history of
molluscan IRPs. According to the expression profiles, in gPCR and ISH, Cg-mip123 and Cg-ilp may be
involved in the reproduction process. These IRPs are able to bind the CIR (C. gigas Insulin Receptor)
receptor whose sequence has been described. The insulin signalling effectors are also conserved in C.
gigas and expressed in the gonad. To better understand the involvement of IRPs in the early stages
functioning, a food conditioning (unfed vs fed with Isochrysis galbana) has been done with oysters in
their first gametogenesis. The results showed that nutrient intake increases GSC and gonial mitosis.
The involvement of insulin signalling has to be clarified.

Key words: Crassostrea gigas; Germ Stem Cells; Germinal niche; Insulin Related Peptides; Insulin
signalling
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