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Introduction générale

1. Contexte

La seiche Sepia officinalis est un Mollusque Céphalopode dont I'aire de répartition
s’étend des cotes Atlantiques de I’Afrique a la Méditerranée et a la Mer du Nord en passant
par la Manche. Consommeée pour sa chair et son encre, cette espece présente un intérét
économique important. En Normandie, la seiche représente la sixieme ressource halieutique
en matiére de valeur avec plus de 2000 tonnes débarquées en criée en 2017 (Ifremer).
Néanmoins, I'espece étant sémelpare le renouvellement du stock d’'une année sur l'autre
repose sur chaque génération et des fluctuations du stock ont été observées d’'une année sur
I'autre (Gras et al., 2014). En accord avec une politique visant a préserver cette ressource
importante pour le territoire normand, le stock de seiches en Manche a fait I'objet d’un suivi
particulier depuis plusieurs années (Gras et al.,, 2016, Alemany et al., 2017). Aussi, la
reproduction ainsi que les processus associés comme la formation de I'ceuf et la régulation de
la ponte ont fait I'objet de nombreux travaux qui ont permis de mieux comprendre les
mécanismes mis en ceuvre et qui ont fait récemment I'objet d’un chapitre d’ouvrage (Zatylny-

Gaudin et Henry, 2017).

La seiche, présente en Manche, posséde un cycle de vie court de vingt mois. Ce cycle est
marqué par la succession de migrations des cotes normandes vers I'ouest de la Manche,
permettant I'hivernage. A l'issue de la deuxieme migration, les animaux matures se
reproduisent puis meurent, entrainant un échouage massif d’os de seiches au niveau des
cOtes. Malgré ce cycle de vie de court, les Céphalopodes sont présents dans les océans depuis
des millions d’années. Peu de pathologies ont été observées par comparaison avec d’autres
Mollusques comme les Bivalves. Les principaux cas ont été décrits chez des animaux en
captivité ou en fin de vie lors de la dégénérescence de I'animal (Gestal et al., 2019). Par
ailleurs, plusieurs travaux ont démontré les capacités de cicatrisation et de régénération chez
les Céphalopodes (Imperadore et Fiorito, 2018) suggérant la présence d'un systéme
immunitaire efficace pour éviter les infections. Le systéeme immunitaire chez les Céphalopodes
a été principalement étudié chez Euprymna scolopes et Octopus vulgaris (Gestal and
Castellanos-Martinez 2015). Les Céphalopodes comme tous les Protostomiens possédent
un systéme immunitaire reposant majoritairement sur des mécanismes innés. Les
cellules circulantes ou hémocytes sont les principales cellules immunitaires intervenant

dans de nombreux mécanismes tels que la phagocytose (Hose et al., 1990, Castellanos-
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Martinez et al., 2014a, Le Pabic et al., 2014a) ou la production de peptides antimicrobiens

(Zhao et al., 2007, Gueguen et al., 2009, Sperstad et al., 2010).

Les cellules épithéliales associées aux branchies, a la peau ou au tractus digestif sont
également impliquées dans le systéeme immunitaire. La peau, principale surface d’échange
avec le milieu extérieur est particulierement sujette aux agressions extérieures. Celle-ci
constituée de plusieurs types cellulaires est recouverte d’'un mucus comme chez de nombreux
organismes aquatiques, dont les Téléostéens. Chez ces derniers, le microbiome complexe

associé au mucus a particulierement été étudié (Llewellyn et al., 2014, Chiarello et al., 2015).

L’'objectif de ce travail de thése a été d’explorer le systeme immunitaire de la seiche en
ciblant les hémocytes, I'organe hématopoiétique et la peau afin de mieux comprendre les

modes de protection mis en place par la seiche pour se protéger des pathogéenes.

2. Classification des Céphalopodes et généralités

Les Céphalopodes sont des animaux Protostomiens Lophotrochozoaires. lls
appartiennent a I'embranchement des Mollusques aux cotés de sept autres classes dont
notamment celles des Bivalves et des Gastéropodes (Figure 1). Les trois sous-classes décrites
chez les Céphalopodes Nautiloidea, Coleoidea et Ammonoidea regroupent 30 000 espéces
éteintes et 1 000 especes existantes (Haszprunar et Wanninger, 2012). La sous-classe des
Ammonoidea, entiérement éteinte (Landman et al.,, 2015), et celle des Nautiloidea se
caractérisent par la présence d’une coquille externe possédant plusieurs chambres impliquées
dans la flottaison et assurant la protection vis-a-vis des prédateurs pour ces espéces peu
mobiles. Au contraire, les membres de la sous-classe des Coleoidea regroupant les deux super-
ordres des Décapodes (Decabrachia) et des Octopodes (Octobrachia), plus mobiles, possédent
une coquille interne réduite ou vestigiale. Chez la seiche, la coquille interne est appelée « os
de seiche ». Elle est composée majoritairement d’aragonite et organisée en plusieurs
chambres stockant les gaz et permettant de réguler la flottabilité. Par ailleurs, les Coleoidea
présentent des cellules pigmentées ou chromatophores, permettant des changements de
couleur important pour le mimétisme ou la reproduction. La seiche est capable de se

camoufler dans son environnement en mimant les couleurs et I'aspect du substrat.



Protostomiens

Ecdysozoaires

Introduction générale

Lophotrochozoaires

Annelida  Bryozoa Sipuncula Mollusca Nemerta Phoronida Entoprocta Brachiopoda
Solenogastres  Caudofveata Polyplacophora Bivalva Cephalopoda Gastropoda Scaphopoda Monoplacophora
Proneomenia  Chaetoderma Acanthochtoa N " ' j Tl
iteri e Crassostrea Biomphalaria Antalis entali
sluiteri nitidulum fascicularis gigas glabrata rals entatls Neopilina galatheae
Nautiloidea Coleoidea Ammonoidea T
Nautilus belauensis
Decabrachia Octobrachia
Sepiida Oegopsida Myopsida Spirulida Octopoda Vampyromorpha
Architeuthis sanctipauli
Loligo vulgaris Spirula spirula . 5 Vampyroteuthis
Octopus vulgaris . ;
infernalis
Sepiidae Sepiolidae Sepiidariidae

e L
Sepiadarium
austrinum

Euprymna scolopes

Sepia officinalis

Figure 1. Classification des Céphalopodes, d’aprés WORMS (World Register of Marine Species,

marinespecies.org) (T: espece fossile).
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Les Céphalopodes se caractérisent par un céphalopodium associant la téte et le pied,
élément propre et plus ou moins développé chez les Mollusques. Le céphalopodium
comprend une partie antérieure formant un appareil brachial constitué de huit a dix membres
pour les Coleoidea ou allant jusque quatre-vingts pour les Nautiloidea. Chez la seiche,
I"appareil brachial comporte 8 bras et 2 tentacules préhensiles. La partie postérieure du
céphalopodium correspond au siphon ou entonnoir indispensable a la locomotion et a la
ventilation. Le céphalopodium comporte également deux yeux tres volumineux caractérisés
par une pupille en « W ». Tres perfectionnés, ces yeux sont comparables a ceux des Vertébrés
et assurent une bonne vision nécessaire pour la prédation et le mimétisme. Les yeux sont en
relation avec les lobes optiques qui constituent I'un des éléments du systeme nerveux central
protégé par un « crane » cartilagineux chez les Céphalopodes. Ce systéme nerveux permet
aux Céphalopodes d’élaborer des comportements complexes et leur procure des capacités de
mémorisation et d’apprentissage (Dickel et al., 2013, Cartron et al., 2013). Toutes ces
caractéristiques font des Céphalopodes de trés bons prédateurs. Le modele étudié lors de
cette theése est la seiche commune Sepia officinalis appartenant a I'ordre des Sepiida et a la
famille des Sepiidae. Sa zone de répartition dans I'Est Atlantique s’étend de la mer Baltique
aux cotes de I’Afrique du Sud et en Méditerranée. La population étudiée ici est celle présente

en Manche, sur les cotes normandes en périodes printaniere et estivale.

3. Cycle biologique de la seiche

Le cycle biologique de la population de seiches en Manche a été décrit par Boucaud-
Camou et Boismery (1991) et Boucaud-Camou et collaborateurs (1991). Animal necto-
benthique, la seiche présente un cycle de vie de vingt mois, ponctué par différentes migrations
(Figure 2). Les ceufs pondus au printemps sur les cOtes de la Baie de Seine et de |'Ouest
Cotentin, en Normandie, éclosent aprées trois mois de développement embryonnaire. Le pic
d’éclosion intervient a la fin du mois de juillet, moment propice au développement des
juvéniles par ses températures favorables et par I'abondance de proies. Durant I'automne, la
température des eaux cotieres diminue, les juvéniles réalisent alors leur premiere migration
en direction de I'Ouest Manche, accompagnés par les seiches d’un an. lls hivernent de
novembre a février bénéficiant d’eaux profondes tempérées (60 a 100m). Au printemps, les
seiches encore immatures rejoignent les cotes normandes afin de profiter de températures

plus élevées et d’'un abondant stock de proies. Quatorze mois apres I'éclosion, les seiches
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males sont matures tandis que les femelles débutent leur maturation sexuelle. C'est a ce
moment que débute la seconde migration pour ces animaux plus agés vers les eaux profondes
de I'Ouest Manche, en compagnie des jeunes juvéniles. Apres ce second hivernage, les seiches
retrouvent les cétes normandes au printemps. Males et femelles sont matures et se
regroupent pour s’accoupler. A l'issue de la ponte, les géniteurs meurent résultant en

I’échouage massif d’os de seiches sur les cotes.

MJJASONDJFMAMIJJASONDJFMAM]

CEuf 1¢" année 28Me gnnée
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Figure 2. Cycle biologique de la seiche Sepia officinalis en Manche.
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4. La fonction reproductrice

4.1. Anatomie de I'appareil reproducteur et gamétogénese
La seiche est une espéce gonochorique a fécondation externe. Chacun des deux sexes

possede une gonade unique complexe associée a plusieurs glandes (Mangold, 1989).

4.1.1. Appareil génital femelle et ovogénéese
L’appareil génital femelle (Figure 3) se compose d’un ovaire unique suspendu a la paroi

dorsale du ccelome génital et de glandes associées.

\

—_—n—

Pavillon
Glande de I'oviducte

Glandes nidamentaires accessoires

Glandes nidamentaires principales

Poche du noir

Ovaire
Ceelome génital

Figure 3. Représentation schématique de I'appareil génital femelle.

L'oviducte présente une partie proximale qui est en continuité avec le ccelome génital et
une partie distale correspondant a une structure glandulaire ou Glande de I'OVIducte (GOVI)
aboutissant au pavillon. Deux autres glandes impliquées dans la formation de I'ceuf sont

présentes, les Glandes Nidamentaires Principales (GNP) de couleur blanche et les Glandes
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Nidamentaires Accessoires (GNA) de couleur orange. L'ovaire est composé de trois parties :
une zone médullaire composée de tissu conjonctif richement vascularisé ; une zone corticale
correspondant aux cellules germinales et un épithélium mince correspondant aux futures
cellules folliculaires. L’'ovogénése asynchrone a lieu au sein de l'ovaire et débute par les
mitoses goniales suivies des prophases méiotiques (Dhainaut et Richard, 1976). La pré-
vitellogenése marquée par les divisions des cellules folliculaires est ensuite initiée et suivie de
la vitellogenése permettant I'accumulation des réserves vitellines au sein du cytoplasme
ovocytaire. Aprées la vitellogenése, un chorion se forme autour des ovocytes entrainant la
dégénérescence des cellules folliculaires. Les ovocytes matures sont libérés dans le coelome

génital et s"accumulent dans I'oviducte distal jusqu’a I’'accouplement.

4.1.2. Appareil génital male et spermatogénese
L'appareil génital male (Figure 4) se compose d’un testicule unique en position

postérieure.

-- Filament terminal

Orifice génital

Pénis

e ————~ Appareil éjaculateur

% | Y |
Vésicule séminale ‘\ ﬂ npodie
(VS) | |

VSl

Annexe de la
glande
accessoire

Glande -1-- Connectif

accessoire

Poche de
Needham

4__ Spermatange

Testicule

Figure 4. Représentation des structures impliquées dans la reproduction chez le male,
d’apres Mangold (1989). A. Anatomie de l'appareil génital male. B. Représentation d’un

spermatophore. C. Représentation du bras hectocotyle.

9



Introduction générale

Celui-ci est relié par le canal déférent a différentes glandes annexes : trois vésicules
séminales et une glande accessoire. Ces glandes contribuent a la formation des
spermatophores, qui seront stockés dans la poche de Needham avant d’étre libérés dans la

cavité palléale par le pénis.

La différentiation des spermatogonies en spermatozoides au sein du testicule a été
décrite par Richard (1971). Les spermatogonies subissent plusieurs mitoses puis entrent en
phase d’accroissement pour passer successivement du stade spermatocyte | a spermatocyte
Il puis finalement au stade spermatide. Aprés une phase d’allongement et de différenciation,
les spermatozoides matures commencent leur trajet dans le tractus génital male afin d’étre
encapsulé dans les spermatophores. Les spermatophores sont composés d’'un appareil
éjaculateur et d’un réservoir spermatique ou spermatange (Figure 4B). Au contact de I'eau, le

spermatophore gonfle et I'appareil éjaculateur se dévagine et libére le spermatange.

4.2. Accouplement

Le comportement reproducteur de la seiche a été largement décrit (Adamo et Hanlon,
1996, Hanlon et al., 1999, Adamo et al., 2000). Quatre étapes ont été décrites par Hanlon et
collaborateurs (1999) : linitiation, le nettoyage, le transfert des spermatophores et le
stockage des spermatanges. L’accouplement est réalisé en position « téte a téte ». Lors de
I'initiation, le male saisit la femelle entrainant I'entremélement des bras des deux animaux. La
seconde étape est le nettoyage durant laquelle le méale expulse de I'’eau grace a son entonnoir
dans la cavité buccale de la femelle afin d’éliminer les spermatanges provenant d’éventuels
accouplements précédents. Les spermatophores expulsés dans la cavité palléale par le pénis
sont récupérés par le bras hectocotyle du méle (Figure 4C). Ce bras ventral gauche est
dépourvu de ventouse au niveau proximal et permet au male de déposer les spermatophores
dans la poche copulatrice ou sous-buccale de la femelle. Au contact de I'eau de mer, les
spermatanges sont expulsés puis stockés dans les réceptacles séminaux de la poche
copulatrice. L'accouplement déclenche chez la femelle la reprise du transport des ovocytes
dans le tractus génital femelle et le dépot des ceufs ou ponte apres fécondation au niveau de

la cavité buccale.
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4.3. Régulation de la ponte et formation de |"ceuf

Avant I'accouplement, les ovocytes sont bloqués dans I'oviducte proximal par la sécrétion
de facteurs ovariens comme la 5-hydroxytryptamine (5-HT) (Zatylny et al., 2000a) et les Sepia
Capsule Releasing Peptides ou SepCRPs (Bernay et al., 2004, 2005). Apres I'accouplement, les
ovocytes poursuivent leur progression dans I'oviducte et transitent au sein de la GOVI sous
I’action de facteurs ovariens tels que la SepOvotropine (Zatylny et al., 2000c), ILME (Zatylny et
al., 2000b) ou les SepCRPs (Bernay et al., 2004, 2005). La GOVI est responsable de la
production de mucopolysaccharides et de glycoprotéines qui viennent recouvrir le chorion
pour former la premiéere enveloppe de la capsule de I'ceuf (Boismery, 1988). L'ovocyte est
ensuite libéré dans la cavité palléale grace aux contractions de I'oviducte régulées par des
neuropeptides appartenant notamment a la famille de ’APGWamide (Henry et al., 1997) ou
du FMRFamide (Henry et al., 1999) et des peptides ovariens comme la Sepovotropine et ILME
(zatylny et al., 2000b, 2000c). L'ovocyte recoit une seconde enveloppe composée de
sécrétions des GNP, des GNA et de la poche du noir. Les principaux constituants protéiques
de cette enveloppe correspondent aux Sepia Egg Cases Proteins ou SepECPs (Cornet et al.,
2015b). L'ovocyte encapsulé quitte ensuite la cavité palléale par I’entonnoir et est fécondé au
niveau de la poche copulatrice. La fécondation est facilitée par la sécrétion de molécules
chémo-attractantes comme le Sepia SpermAttracting Peptide ou SepSAP libéré par les
ovocytes (Zatylny et al., 2002). L'ceuf est finalement attaché a un support grace a deux

languettes enroulées par la femelle (Boletzky, 1986).

5. La fonction neuroendocrine

5.1. Anatomie du systéme nerveux et Neuropeptidome

Le Systéme Nerveux Central (SNC) des Céphalopodes est trés développé, il correspond a
la fusion des ganglions cérébroides, pédieux et palléo-viscéraux. Chez Octopus vulgaris, celui-
ci est constitué de plus de 500 millions de neurones (Young, 1963). Chez la seiche, se
distinguent quatre structures bien décrites protégées par un « crane » cartilagineux : la Masse
SouS-Oesophagienne (MSSO), la Masse Sus-Oesophagienne (MSO), deux Lobes Optiques (LO)
et deux Glandes Optiques (GO) (Boycott, 1961) (Figure 5). Le SNC est a l'origine du
neuropeptidome comprenant des neurohormones transportées par I’hémolymphe et des
neuromédiateurs acheminés par les axones et terminaisons nerveuses périphériques

jusqu’aux structures cibles comme les organes de I'appareil génital (Zatylny-Gaudin et al.,
11
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SNC

MSSO
Figure 5. Représentation schématique du systeme nerveux central (SNC). LO :

lobe optique, GO : glande optique, MSSO : masse sous-cesophagienne, MSO : masse

sus-cesophagienne, d’aprés Cornet (2015).

2016). Les neurohormones sont libérées dans la circulation au niveau de la veine cave via I'aire

neurohémale (Alexandrowicz, 1965).

Le neuropeptidome intervient dans la régulation de nombreuses fonctions comme la
reproduction, la nutrition ou le comportement (Hartenstein, 2006). Un neuropeptide est issu
d’un prepropeptide pouvant contenir plusieurs copies du méme neuropeptide ou plusieurs
neuropeptides différents. Le neuropeptidome de la seiche et particulierement celui des
géniteurs a été récemment décrit par des approches transcriptomique et peptidomique
(Zatylny-Gaudin et al., 2016). Trente-huit familles de neuropeptides exprimées par 55
transcrits ont été caractérisées dans le transcriptome. A partir de ces transcrits, 170
neuropeptides ont été prédits dont 131 ont été identifiés en spectrométrie de masse.
Cinquante-neuf de ces peptides ont été détectés dans I’'hémolymphe ou I'aire neurohémale.
Parmi les familles de neuropeptides identifiées, certaines interviennent dans la régulation de
la reproduction comme celle de 'APGWamide (Henry et al., 1997) ou des Crustacean

CArdioactive Peptides (CCAP) (Endress et al., 2018).
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6. La fonction de nutrition

6.1. Anatomie de I"appareil buccal et du tractus digestif
L'appareil digestif chez la seiche a été étudié par Boucaud-Camou (1973). Il a la forme
d’un « U » qui s’ouvre sur le bulbe buccal, suivi de I'cesophage puis de I'estomac et du caecum
spiral et enfin 'intestin. La deuxiéme extrémité du U est formée par I'anus qui s’ouvre sur la
cavité palléale (Figure 6). Différentes glandes sont associées au tractus digestif. La glande
digestive et ses appendices sont les équivalents du foie et du pancréas, respectivement, et
sont impliqués dans les mécanismes de digestion ainsi que dans le stockage des réserves

(Boucaud-Camou et Boucher-Rodoni, 1983).

)

Levres

Bulbe buccal

Papille salivaire

Glandes salivaires postérieures

Anus

(Esophage

Intestin

Glande digestive

Conduit digestif
Appendices du conduit digestif

Caecum digestif

Estomac

Figure 6. Représentation schématique de I'appareil digestif, d’apres Boucaud-

Camou (1973).
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Deux types de glandes salivaires ont également été décrites: les Glandes Salivaires
Antérieures (GSA) situées au niveau du bulbe buccal et les Glandes Salivaires Postérieures
(GSP) situées en arriere du SNC au-dessus de la partie antérieure de la glande digestive. Peu
de données existent concernant les GSA, cependant les GSP ont été étudiées chez la seiche et
sont responsable de la sécrétion d’une salive neurotoxique comprenant des enzymes, des
toxines et des facteurs immunitaires (Cornet et al., 2014). Cette salive est sécrétée au niveau
du bulbe buccal par la papille salivaire. Le bulbe buccal est composé de nombreux muscles

mandibulaires permettant I'action d’un bec chitineux (Figure 7).

Figure 7. Anatomie du bulbe buccal, d’aprés Boucaud-Camou (1973). A. Structure générale du

bulbe buccal. B. Coupe transversale de la papille salivaire (csp : canal salivaire postérieur, gsa : glande
salivaire antérieure, gssm : glande sous maxillaire, li : leévre inférieure, Id : lobe dorsal, Is : leévre
supérieure, mi : mandibule inférieure, ms : mandibule supérieure, oe : cesophage, ps : paille salivaire,

r: radula).

6.2. Comportements de prédation
Comme les autres Céphalopodes, la seiche est un redoutable prédateur se nourrissant de
crevettes, de crabes et de poissons. Le comportement de prédation a été étudié et deux
stratégies ont été décrites. Les proies rapides comme les poissons ou les crevettes sont
capturées a l'aide des deux tentacules préhensiles rapidement projetées vers la proie

(Messenger, 1968). Les proies plus lentes comme les crabes sont quant a elles capturées par
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la méthode appelée « coiffage », au cours de laquelle la seiche s’élance sur sa proie et
I’enveloppe avec ses bras (Duval et al., 1984). Dans les deux cas la seiche injecte sa salive

neurotoxique a la proie a 'aide de son bec chitineux.

6.3. Venin et facteurs immunitaires
La salive des Céphalopodes a une composition protéique proche de celle des venins de
certains Chélicérates, Hexapodes ou reptiles venimeux incluant des enzymes comme les
hyaluronidases ou phospholipases A2, des protéines de type kallikreine ou CAP Cysteine-rich
secretory proteins, Antigen 5, and Pathogenesis-related 1 proteins (Fry etal., 2009). Au niveau
des toxines, les octopodes se différencient des Décapodes par I'absence de céphalotoxines
(Ruder et al., 2013b) et la présence de peptides apparentés aux tachykinines (Ruder et al.,

2013a).

Chez Sepia officinalis, une étude associant trois approches transcriptomique,
peptidomique et protéomique a permis l'identification de plusieurs toxines dont deux
céphalotoxines et une CRiSP Cystein Rich Secreted Protein proche des CAP (Cornet et al.,
2014). De nombreuses enzymes ont été caractérisées dont la phospholipase A2, des
peptidases et une chitinase caractéristique des venins de prédateurs de crustacés. Certains
facteurs immunitaires, comme la Bactericidal/Permeability-Increasing protein (BPI), la
Lipopolysaccharide Binding Protein 3 (LBP), deux PeptidoGlycan Recognition Proteins (PGRP)
ou le lysozyme ont également été décrits a partir du transcriptome des GSP. Enfin, une activité
bactériostatique a été observée a partir d’extraits peptidiques de GSP suggérant un role de la
salive de seiche dans la protection de la cavité buccale vis-a-vis des agents pathogenes.

(Cornet et al., 2014).

6.4. Digestion

Les étapes de la prise alimentaire et la digestion ont été décrites par Boucaud-Camou
(1973). La digestion s’étale sur environ 15h mais des variations dues a la température ont été
observées. Les proies sont déchiquetées en morceaux par le bec. Ces morceaux sont
acheminés par la radula puis commencent leur séjour dans le tractus digestif. lls sont
rapidement transportés grace a des mouvements péristaltiques de I'cesophage jusqu’a
I’estomac pour la digestion (Boucaud-Camou, 1973), initiée par les enzymes identifiées dans

la salive (Cornet et al., 2014). Apres la liquéfaction des aliments par les enzymes digestives,
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ceux-ci passent par le caecum qui serait impliqué dans I'absorption mais aussi dans la
digestion par la présence d’enzymes hépatopancréatiques et de sécrétions caecales. Seuls, les
aliments liquides transitent dans le caecum. Si le caecum est plein, le liquide stomacal passe
par l'intestin antérieur au sein duquel s’achéve I'absorption des nutriments. A la fin de la
digestion, I'ensemble des débris non digérés comme les arétes ou les fragments de carapaces

de Crustacés passe par l'intestin et est éliminé au niveau de I'anus (Boucaud-Camou, 1973).

6.5. Microbiome associé a I'appareil digestif

Le microbiome associé au tube digestif a été étudié chez plusieurs Mollusques herbivores
(Huang et al., 2010, Dudek et al., 2014, Vezzulli et al., 2018, Gobet et al., 2018). Celui-ci serait
impliqué dans la digestion en dégradant les polysaccharides d’algues afin d’en faciliter
I'assimilation (Dudek et al.,, 2014, Gobet et al., 2018). Le genre Vibrio est parmi les plus
présents chez Haliotis tuberculata (Gobet et al., 2018), H. diversicolor (Huang et al., 2010),
Crassostrea gigas et Mytilus galloprovincialis (Vezzulli et al., 2018). Chez la seiche, une
premiere étude décrivant le microbiome associé au tractus digestif révele la présence de
bactéries de la famille des Vibrionaceae tout le long du tube digestif avec une dominance
d’une souche de Vibrio sp. au niveau de |'cesophage (Lutz et al., 2019). Des Vibrionaceae ont
également été retrouvées dans les tractus digestifs de larves d’Octopus vulgaris (Roura et al.,
2017). Lutz et collaborateurs (2019) suggerent que les bactéries de la famille des Vibrionaceae
productrices de chitinases, proteases, amylase ou lipase, pourraient faciliter la digestion chez

la seiche.

7. Le systeme immunitaire chez la seiche et les Céphalopodes

Les organismes aquatiques sont particulierement exposés a leur milieu environnant.
Flemming et Wuertz (2019) estiment a 10?° le nombre de bactéries présentes dans le
compartiment océanique dont certaines sont responsables de pathologies. La seiche posséde
un systéme immunitaire reposant principalement sur des mécanismes innés au travers des
réponses humorale et cellulaire. Celles-ci sont principalement modulées par les cellules

immunitaires, les hémocytes, qui circulent au sein du systeme circulatoire.
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7.1. Le systéme circulatoire
Contrairement a I'ensemble des autres classes de Mollusques, les Céphalopodes

possedent un systéme circulatoire clos dans lequel circule I'"hémolymphe. Ce systeme

circulatoire a été décrit par Schipp (1987). Il est composé chez la seiche d’un coeur systémique

et de deux cceurs branchiaux (Figure 8).
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Figure 8. Représentation schématique simplifiée du systéeme circulatoire, modifié

d’apres Schipp (1987).

Les cceurs branchiaux pompent le sang dans les branchies permettant les échanges
gazeux et la respiration. Le coeur systémique recoit I'hémolymphe apres son passage dans les
branchies et la redistribue dans les tissus grace a la circulation périphérique. Le systeme
circulatoire étant clos, un nombre important d’arteres, de veines et de capillaires a été décrit.

La respiration s’effectue donc grace aux deux branchies situées de chaque c6té de la masse
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viscérale en position antérieure de la cavité palléale. Le pigment permettant le transport de
I'oxygene, I’lhémocyanine, est acellulaire et contient du cuivre, responsable de la couleur
bleue de I'hémolymphe. Les cellules circulantes ou hémocytes sont impliqués dans la réponse
immunitaire (Le Pabic et al., 2014a). Il n’est pas exclu également qu’ils puissent jouer un role
dans la biominéralisation comme cela a été mis en évidence chez I'huitre perliere Pinctada

fucata (Huang et al., 2018).

7.2. Pathogenes chez les Céphalopodes
Peu de données sont accessibles concernant les pathogenes affectant les Céphalopodes.
La grande majorité des cas décrits I'ont été sur des animaux élevés ou maintenus en captivité
ou sur des animaux en fin de vie. Les pathogenes décrits appartiennent a une variété de phyla
dont les bactéries, les champignons, les virus et les parasites protozoaires ou métazoaires

(Gestal et al., 2019).

7.2.1. Bactéries

Les bactéries font partie des organismes les plus impliqués dans les pathologies observées
chez les Mollusques, et notamment les bactéries Gram négatives du genre Vibrio (Travers et
al., 2015). LU'espece Vibrio alginolyticus a été isolée a partir de Iésions de la peau chez O.
vulgaris (Fichi et al., 2015), chez Octopus joubini (Hanlon et al., 1984) et a partir de plusieurs
organes dont les branchies chez trois especes de seiches S. officinalis, Sepia apama et Sepia
pharaonis (Sangster et Smolowitz, 2003). Une autre espece appartenant au genre Vibrio et au
clade Splendidus est V. lentus, isolée au niveau de Iésions de la peau chez O. vulgaris (Fichi et
al., 2015). V. lentus tout comme V. alginolyticus seraient capables d’induire des Iésions
cutanées (Farto et al., 2003). Plusieurs autres espéces du genre Vibrio ont également été
identifiées comme V. anguillarum, V. parahaemolyticus ou V. splendidus (Farto et al., 2019).
A partir de lésions cutanée chez O. vulgaris, des bactéries d’autres genres comme
Photobacterium swingsii ou appartenant aux bactéries Gram positives comme Lactococcus

garvieage ont été isolées (Fichi et al., 2015).

7.2.2. Champignons
Des plaies cutanées infectées par des Deutéromycetes halotolérants du genre
Cladosporium ont été décrites chez Eledone cirrhosa (Polglase et al., 1984) et S. officinalis

(Harms et al., 2006). Les rares cas observés concernent des animaux en captivité ou le stress
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induit par la manipulation ou la manipulation en elle-méme ont pu contribuer a ces infections

(Polglase, 2019).

7.2.3. Virus

Peu de cas d’infections d’origine virale ont été décrits chez les Céphalopodes,
contrairement a ce qui a pu étre observé chez les Mollusques Bivalves ou Gastéropodes (Arzul
et al., 2017). Des particules virales de la famille des Iridoviridae formant des tumeurs sur les
tentacules chez O. vulgaris (Rungger et al., 1971, Farley, 1978) ou retrouvées dans le tubule
rénal de nautiles (Gregory et al., 2006) ont été décrites. Chez O. vulgaris, un autre virus de la
famille des Nodaviridae a été identifié au niveau de lésions cutanées ou oculaires (Fichi et al.,
2015). Chez S. officinalis, un virus de la famille des Reoviridae a été mise en évidence au niveau
de I'épithélium stomacal, cependant il s’agit d’un virus non pathogene chez la seiche

(Devauchelle et Vago, 1971).

7.2.4. Parasites protozoaires ou métazoaires

Des parasites protozoaires ciliés ou coccidies ont été décrits chez les Céphalopodes.
Parmi les coccidies, seuls les parasites du genre Aggregata ont été observés chez des
Décapodes et des Octopodes incluant la seiche (Castellanos-Martinez et al., 2019). La famille
Opalinopsidae, appartenant aux Ciliés, regroupe les parasites protozoaires les plus communs
chez les Céphalopodes dont Opalinopsis sp. et Chromidina sp. (Souidenne et Furuya, 2019).
Des Dicyémides ont également été décrits chez les Céphalopodes, cependant ceux-ci
sembleraient avoir opté pour un mode de vie symbiotique plutét que parasitaire (Furuya et
Souidenne, 2019). Chez les Métazoaires, certaines especes appartenant aux Trématodes,
Cestodes, Nématodes ou Crustacés ont été observés chez les Céphalopodes. Ces parasites ne
seraient pas a I'origine de pathologies chez les Céphalopodes mais ils pourraient contribuer a

la dégradation de I'état de santé des animaux infectés (Pascual et al., 2019).

7.3. Réponse immunitaire
Face a I'ensemble de ces pathogenes, la réponse immunitaire des Céphalopodes
s’organise au niveau des zones de contact et d’échange permanents et au niveau interne via

les hémocytes.
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7.3.1. Barrieres physiques et zones d’interactions avec le milieu

Les barrieres physiques jouent un réle important dans la protection face aux pathogenes.
Les branchies tout comme la peau représentent des zones d’échange importantes et en
contact permanent avec le milieu extérieur. Comme vu précédemment, ces zones sont
souvent lésées et infectées par les différents types de pathogénes. La peau des Céphalopodes
Coleoidea est composée d'un épiderme formé par des cellules épithéliales, des cellules
glandulaires et des cellules sensorielles. |l repose sur un derme d’épaisseur variable, formé de
fibres connectives et de chromatophores (Hanlon et al., 1984, Packard, 1988). Ces couches
forment une premiére barriére face au milieu environnant et peuvent faire face aux infections
en libérant des facteurs immunitaires ou des molécules antimicrobiennes comme cela a été

bien décrit chez les Téléosteens (Rakers et al., 2013).

Au niveau des branchies, on retrouve un systeme immunitaire semblable a celui décrit au
niveau cutané. Les branchies ont la capacité de faire face aux pathogenes via notamment la
voie Toll/NF-kB. Chez Sepiella japonica, une surexpression du géne Sj-TLR ou Toll-Like
Receptor est observée en présence des pathogénes Vibrio parahemolyticus ou Aeromonas

hygrophila (Liu et al., 2019).

7.3.2. Reconnaissance

La reconnaissance des pathogenes s’effectue a I'aide de molécules capables de lier et de
reconnaitre les éléments du non soi. Ces molécules sont appelées PRR pour Pattern
Recognition Receptor ou PRM pour Pattern Recognition Molecule. Ceux-ci permettent la
détection de motifs de surface qui caractérisent les pathogeénes correspondant aux PAMP et
MAMP pour Pathogen-Associated Molecular Pattern et Microbial-Associated Molecular
Pattern. Des PRR de la famille des TLR ont été décrits chez de nombreuses espéeces au sein du
regne animal (Hoffmann, 1999), dont les Mollusques (Brennan et Gilmore, 2018). Ces
récepteurs sont associés a des facteurs de signalisation intracellulaires et forment la voie
Toll/NF-kB (Nuclear Factor-kB) (Kawasaki et Kawai, 2014). Chez Euprymna scolopes, espéce
étudiée pour sa symbiose avec la bactérie Vibrio fischeri, un TLR a été identifié au niveau de
I'organe de lumiere, siege de la symbiose (Goodson et al., 2005). Chez O. vulgaris, quatre TLR
ont été identifiés au niveau des hémocytes, dont un, le TLR-2 est surexprimé chez des animaux
parasités par Aggregata octopiana (Castellanos-Martinez et al., 2014b). Au niveau des

Glandes Nidamentaires Accessoires (GNA), également siége d’une symbiose bactérienne
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(Grigioni et al., 2000), cing TLR ont été identifiés (Cornet et al., 2015a). Chez Sepiella japonica,
Sj-TLR a été identifié et est exprimé dans divers tissus incluant les branchies, le coeur, les
gonades, les GNA et les lobes optiques. Aprés contact avec A. hydrophila et V.
parahaemolyticus, Sj-TLR est surexprimé au niveau des branchies et du foie. Aprées
transfection dans des cellules HEK293, ce TLR est capable d’induire la voie Toll/NF-kB (Liu et

al., 2019).

D’autres facteurs de reconnaissance comme les PeptidoGlycan Recognition Proteins
(PGRP) ou les Lipopolysaccharide Binding Proteins (LBP) ont été identifiés chez les
Céphalopodes. Cinq PGRP (Es-PGRP 1-5) ont été identifiés chez E. scolopes, quatre au niveau
de l'organe de lumiere (Goodson et al., 2005) et un au niveau des hémocytes (Collins et al.,
2012) et du corps blanc (Salazar et al., 2015). Chez S. officinalis, deux PGRP et deux LBP ont
été identifiés au niveau des Glandes Salivaires Postérieures (GSP) (Cornet et al., 2014). Enfin,
chez E. scolopes, un homologue de la galectine a été identifié au niveau des hémocytes et
présente une abondance plus élevée chez les animaux symbiotiques comparé aux animaux

asymbiotiques (Schleicher et Nyholm, 2011).

7.3.3. Signalisation

Apres |'étape de reconnaissance, la propagation du signal est communément effectuée
par des voies de signalisation cytoplasmiques. La voie NF-kB est une cascade de signalisation
associée a la réponse immunitaire parmi les plus connues et son association avec les TLR a été
bien décrite notamment chez les Vertébrés (Kawai et Akira, 2007, Kawasaki et Kawai, 2014).
La structure générale de la voie Toll/NF-kB est présentée Figure 9. Des membres de cette voie
ont été identifiés chez les Céphalopodes. La protéine MyD88 (Myeloid Differentiation factor
88) est un des régulateurs les plus importants des TLR (Janssens et Beyaert, 2002) et a été
identifiée au niveau des GNA chez S. officinalis (Cornet et al., 2015a), des hémocytes chez O.
vulgaris (Castellanos-Martinez et al., 2014b) et de tous les organes testés dont les branchies
et les GNA chez S. japonica (Huo et al., 2018). Neuf membres de la voie NF-kB ont été identifiés
au niveau de I'organe de lumiére chez E. scolopes (Goodson et al., 2005), neuf au niveau des
hémocytes chez O. vulgaris (Castellanos-Martinez et al., 2014b) et huit au niveau des GNA
chez S. officinalis (Cornet et al., 2015a). Parmi les différents membres identifiés chez ces trois

espéces, le facteur de transcription NF-kB, appartenant aux protéines de la famille Rel, a été
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identifié. Celui-ci migre vers le noyau afin d’induire des genes impliqués dans I'immunité

(Bonizzi et Karin, 2004).
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Figure 9. Structure générale de la voie de signalisation Toll/NF-kB, adapté de Brennan et

|«

NEMO

Gilmore (2018). TLR : Toll-like receptor, IRAK : interleukin-1-receptor-associated kinase, TRAF :
Tumor Necrosis Factor Receptor Associated Factor, TAK : TGF-b-activated kinase, TAB : TAK1-
binding protein, NEMO : NF-kB essential modulator, IKK : IkB kinase, IkB : NF-kB inhibitor, NF-kB :

nuclear factor NF-kB .

7.3.4. Effecteurs
Les effecteurs de la réponse immunitaire peuvent prendre différentes formes. De petites
molécules comme les Especes Réactives de I'Oxygéne (ERO ou Reactive Oxygen Species, ROS)
ou l'oxyde nitrique (Nitric Oxide, NO) sont produites et utilisées afin d’endommager la
structure des pathogenes. Des protéases comme le lysozyme sont également utilisées afin

d’hydrolyser les structures de la paroi de peptidoglycanes présente a la surface des
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Procaryotes. Les peptides antimicrobiens sont de courtes chaines polypeptidiques permettant

la création de pores dans la membrane, entrainant sa lyse.

Chez les Céphalopodes, certains effecteurs ont été décrits. Au niveau de I'organe de
lumiére chez E. scolopes, une enzyme péroxydase présentant la méme action que I'enzyme
antibactérienne myélopéroxydase des Mammiferes a été décrite (Weis et al., 1996). La
production de ROS aprés un stress a également été observée au niveau des hémocytes chez
Eledone cirrhosa (Malham et al., 2002) et au niveau du corps blanc chez O. vulgaris. Cette
méme étude a également observé la production de NO (Novoa et al., 2002). Chez la seiche,
une étude a permis d’identifier des activités phénoloxydase ou lysozyme au niveau de
différents organes incluant le manteau, les GSP, le coeur ou les branchies (Le Pabic et al.,
2014b). Chez E. cirrhosa (Malham et al., 1998) et O. vulgaris (Locatello et al., 2013) I'activité
lysozyme est augmentée par l'injection, respectivement, de la bactérie Vibrio anguillarum et
de LipoPolySaccharides (LPS) d’Escherichia coli. Chez Octopus ocellatus, un transcrit codant
pour le lysozyme a été identifié dans les tissus testés et présente une surexpression au niveau
des hémocytes 6h apreés contact avec V. anguillarum et Micrococcus luteus. La protéine
recombinante induit quant a elle une baisse de I'absorbance a 600nm dans les 20 premieres
minutes suivant l'incubation avec les bactéries V. anquillarum, E. coli, M. luteus et
Saphylococcus aureus (Li et al., 2019). Enfin, une étude récente, réalisée a partir de données
transcriptomiques chez la seiche a permis 'identification de peptides présentant un potentiel
antimicrobien. Apres syntheése des peptides, certains ont présenté une activité

antibactérienne contre plusieurs souches (Houyvet et al., 2018).

8. Objectifs de la these

Les travaux de cette thése portent sur I'étude du systéme immunitaire de la seiche en

ciblant les hémocytes, 'organe hématopoiétique et la peau.

Le premier chapitre de la these abordera I'étude du corps blanc, |'organe
hématopoiétique chez la seiche S. officinalis. Si des études du corps blanc ont été réalisées
chez 2 autres Céphalopodes Euprymna tasmanica (Salazar et al., 2015) et Octopus maya
(Judrez et al., 2019), l'objectif de ce chapitre est d’explorer par deux approches
complémentaires transcriptomique et protéomique cet organe et ses fonctionnalités chez la

seiche. Par ailleurs, I'approche protéomique originale dans cette exploration permettra de
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comparer les protéomes du corps blanc et des hémocytes afin de déterminer la part des
hémocytes au sein de l'organe hématopoiétique. Un accent sera mis également sur
I'identification des facteurs immunitaires au niveau du transcriptome du corps blanc et au

niveau des deux protéomes.

Le second chapitre s’intéressera aux hémocytes et plus particulierement a I’étude de leur
réponse immunitaire en présence de bactéries. La seiche étant une espéce soumise a une
reglementation européenne en termes d’expérimentation animale, un test in vitro a été
développé pour étudier la réponse immunitaire des hémocytes en contact avec des vibrios. A
partir de l'analyse comparative de transcriptomes d’hémocytes naifs ou infectés, nous
étudierons la réponse immunitaire et tenterons d’identifier des peptides antimicrobiens a

I'aide d’un logiciel développé en interne PepTrag.

Le troisieme chapitre portera sur I’étude de la peau. En contact permanent avec le milieu
environnant, elle constitue la principale barriere contre les infections. La peau sera explorée
en tant que barriére physique, chimique et biologique. Deux approches ont été développées,
une approche cellulaire afin d’appréhender la structure de la peau et la diversité du
microbiome présent a sa surface et une approche moléculaire afin d’étudier les acteurs de

I"immunité présents au sein de la peau et du mucus.
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Chapitre 1. Etude de I'organe hématopoiétique : le Corps Blanc

1. Introduction

L’'hématopoiése est le processus physiologique permettant le renouvellement des
cellules circulant dans le sang ou I’'hémolymphe. Ce processus fait intervenir un ensemble de
mécanismes cellulaires comme la prolifération, la différenciation et la maturation des lignées
hématopoiétiques (Figure 10). Les fonctions et le nombre de types de cellules circulantes
varient suivant les especes. Ces cellules sont impliquées dans de nombreux mécanismes

immunitaires mais également dans la nutrition ou la respiration via le transport du dioxygene.

Organe hématopoiétique Circulation

Différenciation Prolifération % Maturation
_— > —_—> % e

Auto-renouvellement

0000

Figure 10. Représentation schématique et simplifiée des différentes étapes de I’'hématopoiese
(CSH : cellule souche hématopoiétique ; PCC : progéniteur de cellule circulante ; CC : cellule

circulante).

L'origine des premieres cellules circulantes semble ancienne, des cellules mobiles ayant
été décrites chez les Métazoaires diploblastiques les plus primitifs comme les Spongiaires ou
Porifera. Ces cellules sont retrouvées entre I'ectoderme et I'endoderme, au sein de la
mésoglée et interviennent principalement dans la nutrition. Elles sont également capables de
réaliser la phagocytose et possédent la capacité de régénérer tous les types cellulaires (Sutter
et Buscema, 1977, Miller et al., 2003). Chez d’autres espéces diploblastiques comme les
Coelenterata ou Cnidaires, des cellules souches mobiles, les cellules interstitielles ont

également été observées au niveau de la mésoglée (Figure 11a) (Bode, 1996).

Les lignées hématopoiétiques totipotentes semblent apparaitre chez les Bilatériens
triploblastiques chez qui le mésoderme, entre I'ectoderme et I'endoderme, participe a la
formation de nombreux tissus spécialisés. La plupart des espéces triploblastiques possede

une seconde cavité interne, le ccelome. Cependant, chez certains triploblastiques possédant
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une organisation simple comme les Plathelminthes le ccelome est absent (Lecointre et Le
Guyader, 2017). Chez ces vers plats, l'intérieur du corps est rempli par un assemblage de
mésoderme formant le parenchyme. Au sein du parenchyme circulent les néoblastes qui
possédent également la capacité de se différencier en tous les types cellulaires (Figure 11b)

(Bagufia, 2012).
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Figure 11. Arbre phylogénétique représentant les plans d’organisation du corps chez différents taxons
du regne animal et I'apparition des différentes structures en lien avec I’hématopoiese, adapté d’apres

Hartenstein (2006).
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Chez les especes possédant un ccelome, des structures hématopoiétiques ont clairement
été identifiées. Celles-ci présentent une grande diversité de formes et sont plus ou moins
spécialisées et formées a partir de la migration de cellules du mésoderme lors de
I'organogénése. Une des organisations les plus simples a été décrite chez plusieurs
Echinodermes de la classe des Holothuroidea, ou la production des cellules circulantes est
assurée en partie par des cellules mésenchymateuses des vaisseaux sanguins (Figure 11c)
(Hetzel, 1965). Chez d’autres especes, il est question d’un véritable Organe HématoPoiétique
ou OHP. Chez les Insectes, cet OHP correspond aux glandes de la lymphe (Figure 11d)
(Hoffmann et al., 1979). Chez les Vertébrés, la production de cellules sanguines est assurée
par le rein et/ou la moelle osseuse, le rein chez les Téléostéens (Zapata, 1979), les deux
organes chez les Anoures (de Abreu Manso et al., 2009) et la moelle osseuse chez les
Mammiferes (Figure 11e) (Morrison et Scadden, 2014). Dans ce chapitre, |'attention sera
portée sur I'OHP et la régulation de ’"hématopoiése chez les Protostomiens aquatiques dont

les Céphalopodes.

1.1. Structure et localisation de |'organe hématopoiétique (OHP) chez les
Protostomiens aquatiques
La production des hémocytes (amebocytes, coelomocytes ou leucocytes suivant les
especes) chez les Protostomiens a été étudiée chez des Lophotrochozoaires, comme les
Mollusques (Pila et al., 2016a) ou des Ecdysozoaires comme les Arthropodes (Grigorian et
Hartenstein, 2013). Les Protostomiens aquatiques sont des espéeces appartenant pour la
grande majorité aux embranchements des Annélides, des Mollusques et au sous-
embranchement des Crustacés. Au sein de ces groupes d’animaux, I’OHP se présente sous
plusieurs formes et est localisé dans différentes parties du corps (Smith et al., 2016, Pila et

al., 2016a).
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1.1.1. Description de 'OHP chez les Annélides Polychetes
Chez les Annélides dont les Polychetes, le systéeme circulatoire est clos, comme chez les
Céphalopodes, faisant de ces deux groupes les seuls Protostomiens possédant un systeme
circulatoire clos. Ce systéme, chez les Annélides, est composé de deux vaisseaux, le vaisseau
dorsal et le vaisseau ventral, positionnés de part et d’autre du tube digestif d’ou partent de
nombreuses ramifications et capillaires (Nicoll, 1954). Chez les Polychetes, les cellules
circulantes bourgeonnent a partir de zones du péritoine et/ou des vaisseaux sanguins

présentant un taux de prolifération plus élevé (Figure 12) (Dales, 1961, Eckelbarger, 1976).

Vaisseau sanguin
A _ :
/ Epiderme

Hémocyte

Coelome

‘Somatopleure

Figure 12. Origine des cellules circulantes chez les Annélides Polychétes. A. Plan
d’organisation d’un Annélide Polychéte présentant les Amas de Cellules Hématopoiétiques
(ACH) au sein de la somatopleure, de la splanchnopleure et de la paroi des vaisseaux sanguins,
d’aprés Hartenstein (2006). B. Observation microscopique de la somatopleure chez Nicolea
zostericola présentant le bourgeonnement d’hémocytes dans le coelome, d’aprés Eckelbarger

(1976).

1.1.2. Description de I'OHP chez les Crustacés aquatiques
Le systéme circulatoire des Crustacés est généralement qualifié d’ouvert. Cependant, de
par sa complexité, il est aussi qualifié de partiellement fermé chez les Décapodes (McGaw,
2005). Au sein de ce systeme circule I’'hémolymphe qui est composée d’eau, de sels dissous,
de protéines comme I’"hémocyanine et des cellules circulantes, les hémocytes. Ceux-ci sont
produits par I'OHP, généralement composé chez les Crustacés de plusieurs lobules recouverts

de tissus connectif et présentant des cellules souches a I'origine d’hémocytes (Soderhall,
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2016). L'OHP des Décapodes est localisé a proximité de I'artere ophtalmique et sur la face
dorsale et/ou latérale de I'estomac cardiaque (Ghiretti-Magaldi et al., 1977, Martin et al.,
1993, Chaga et al., 1995) (Figure 13). Une zone localisée dans la région antérieure de cet OHP
appelée Anterior Proliferation Center (APC) et présentant des cellules capables de proliférer
rapidement a été identifiée chez Pacifastacus leniusculus (Noonin et al., 2012) et P. clarkii
(Chaves da Silva et al., 2013). Chez d’autres especes, la position de I'OHP varie. Celui-ci est
composé de lobules en position dorso-latérale de I'estomac chez le crabe Eriocheir sinensis
(Jia et al., 2016). Chez la crevette Sicyonia ingentis, les lobules sont retrouvés au niveau
épigastrique (Martin et al., 1987) tandis que chez Artemia, ceux-ci sont retrouvés a la base
des membres (Lochhead et Lochhead, 1941). Les hémocytes sont libérés a l'une des
extrémités des nodules ou le tissu connectif est absent, au niveau de zones hémales

adjacentes (Martin et al., 1993, van de Braak et al., 2002).
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Figure 13. Organe HématoPoiétique (OHP) chez I'écrevisse Pacifastacus leniusculus. A.
Focus sur I'anatomie du systeme circulatoire et de 'OHP, apparaissant en marron, adapté de
Gherardi et al., 2011. B. Photographie de I'OHP disséqué en vue dorsale (APC : anterior

proliferation center ; HPT : hematopoietic tissue), d’apres Noonin (2012).

1.1.3. Description de I'OHP chez les Mollusques aquatiques
Chez les Mollusques, le systeme circulatoire est plus ou moins développé suivant les
espéces. Chez les Bivalves et les Gastéropodes celui-ci est qualifié d’ouvert par I'absence d’'un
réseau de capillaires (Jones, 1983). Chez les Céphalopodes, le systéme circulatoire est

particulierement développé et clos possédant des similarités avec celui des Vertébrés (Schipp,
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1987). Au sein de ce systeme circule I’'hémolymphe dont la composition est similaire a celle

décrite chez les Crustacés.

Description de 'OHP chez les Gastéropodes

L’OHP chez les Gastéropodes est appelé « Amebocyte-Producing Organ » ou APO et a été
décrit chez Biomphalaria glabrata (Lie et al., 1975), Bulinus truncatus (Kinoti, 1971), Helisoma
trivolis (Sullivan, 1988), Lymnaea palustris (Rachford, 1976) et Planorbarius corneus
(Ottaviani, 2006). L’APO est composé d’une fine couche de tissu située au fond de la cavité
du manteau, le long de la partie sacculaire du rein appelé paroi péricardique antérieure chez

B. glabrata (Lie et al., 1975, Sullivan, 1990) (Figure 14).

A Manteau Glande de
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Rein

Figure 14. Organe HématoPoiétique (OHP) chez I'escargot d’eau douce Biomphalaria glabrata. A.
Anatomie générale, adapté de Brown (2001). B. Focus sur la cavité pulmonaire du manteau. La Paroi
Péricardigue Antérieure (PPA) est représentée en marron, d’aprées Sullivan (1990) (sk : saccular kidney,

tk : tubular kidney, ag : albumin gland, mw : mantle wall, b : body of snail).

Trois types cellulaires, les ameboblastes, les ameboblastes secondaires et les
amebocytes ont été observés au niveau de I’APO (Jeong et al., 1983). Celui-ci possede un sinus
par lequel passent les ameboblastes secondaires dont certains évoluent en amebocytes
(Jeong et al., 1983). Les escargots d’eau douce du genre Biomphalaria constituent des hoétes
intermédiaires du parasite Schistosoma mansoni, responsable de la schistosomiase chez
'Homme (Sturrock, 2001). Chez Biomphalaria tenagophila, une expérience de

transplantation de I’APO d’une population résistante au parasite S. mansoni a une autre
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population sensible a été menée. L'observation d’hémocytes présentant un marqueur de la
population donneuse chez la population receveuse a été observée (Barbosa et al., 2006),

permettant d’apporter une nouvelle preuve du caractere hématopoiétique de I’APO.

Description de 'OHP chez les Bivalves

Chez les Bivalves, les cellules du manteau ainsi que certains coelomocytes indifférenciés
ont été décrits comme potentiels précurseurs d’hémocytes chez deux espéces d’huitres
Crassostrea virginica et C. gigas (Elston, 1980). Chez la palourde Tapes philippinarum, une
population cellulaire circulant au sein de ’hémolymphe et positive au marquage anti-CD34
(marqueur des cellules hématopoiétiques chez les Mammiféeres) a été identifiée (Cima et al.,
2000). Ces cellules appelées hémoblastes ont par ailleurs été reconnues capables de se diviser
et pourraient étre a I'origine d’une fraction des nouveaux hémocytes (Matozzo et al., 2008).
Plus récemment, Jemaa et collaborateurs (2014) proposent que des structures retrouvées au
niveau des branchies, les Irregularly Folded Structures (IFS) (Figure 15) pourraient étre

responsables de I’hématopoiése chez I’huitre C. gigas.
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Figure 15. Organe HématoPoiétique (OHP) chez I'huitre creuse, Crassostrea gigas. A. Anatomie

générale, adapté de Howard et Smith (1983). B. Coupe histologique de branchie présentant les

Irregularly Folded Structures (IFS) etcolorée avec I'hématoxyline. Dans I'encart, cellules (fleche)

bourgeonnant hors de la matrice extracellulaire (E) vers ’hémolymphe, d’aprés Jemaa et al., 2014.

Les cellules au sein des IFS présentent un co-marquage pour Sox2, marqueur de cellule
souche, et la SuperOxyde Dismutase Cu/Zn (SOD Cu/Zn), enzyme désignée comme spécifique
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aux hémocytes. Ainsi ces cellules pourraient étre des cellules souches hématopoiétiques. Les
hémocytes seraient libérés directement dans ’lhémolymphe a partir de bourgeonnements

cellulaires (Figure 15B) (Jemaa et al., 2014).

Description de 'OHP chez les Céphalopodes

L’OHP des Céphalopodes a été décrit pour les espéces appartenant a la sous classe des
Coleoidea, en revanche aucune information concernant les especes de la sous classe des
Nautiloidea n’est disponible (Gerdol et al., 2018). Chez les Octobrachia et les Decabrachia,
I’OHP correspond au Corps Blanc (CB). Celui-ci est localisé au niveau des sinus optiques et se
compose de plusieurs lobes interconnectés entourant les faisceaux de nerfs optiques

(Cowden et Curtis, 1974, Claes, 1996) (Figure 16A).

A

Lobe optigue
il
Corps blanc

Figure 16. Organe HématoPoiétique (OHP) chez la seiche Sepia officinalis. A. Anatomie
générale présentant la position du corps blanc par rapport a I'ceil et au lobe optique. B.
Photographie du corps blanc isolé et présentant les deux lobes dorsal (DL) et ventral (VL), d’aprés

Claes (1996).

Chez Octopus vulgaris, Cowden (1972) a décrit trois types de leucoblastes, primaires,
secondaires et tertiaires au niveau du CB. A ces trois types cellulaires s’ajoute un type mature,
le leucocyte. Celui-ci est identique aux cellules circulantes dans I’lhémolymphe. Chez Sepia
officinalis, Claes (1996) a décrit quatre types cellulaires, I’'hémocytoblaste, le leucoblaste
primaire, le leucoblaste secondaire et ’lhémocyte. Ce dernier est similaire en taille et en

morphologie cellulaire aux cellules circulant dans I’hémolymphe. Claes (1996) a également
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décrit la morphologie générale du CB. Celui-ci possede deux lobes de tailles inégales (Figure

16B), eux-mémes organisés en lobes secondaires et richement vascularisés.

1.2. Régulation de I'"hématopoiese chez les Protostomiens

L’hématopoiése est un processus complexe soumis a une régulation qui a largement été
étudiée chez les Vertébrés mais également chez certains Protostomiens. Chez la drosophile
Drosophila melanogaster, certaines voies de signalisation impliquées dans la régulation de
I’hématopoiese chez les Vertébrés ont été décrites (Crozatier et Vincent, 2011, Banerjee et
al., 2019). La voie de signalisation JAnus Kinase — Signal Transducers and Activators of
Transcription (JAK-STAT) a été décrite chez la drosophile (Binari et Perrimon, 1994, Hou et al.,
1996, Yan et al., 1996, Harrison et al., 1998, Brown et al., 2001, Chen et al., 2002, Agaisse et
al., 2003, Gilbert et al., 2005, Hombria et al., 2005) et est impliquée dans la maturation des
hémocytes (Minakhina et al., 2011) et la maintenance des pro-hémocytes (Krzemien et al.,
2007). La maintenance des pro-hémocytes est également régulée par deux autres voies
conservées, Hedgehog (Mandal et al., 2007) et Wingless (Sinenko et al., 2009). La voie Notch
a également été décrite chez la drosophile et intervient dans la différenciation d’un certain
type d’hémocytes impliqué dans la mélanisation, les cellules a cristaux (Lebestky et al., 2003).
Chez les Protostomiens aquatiques, la régulation de I’hématopoiese est encore peu connue
mais certains facteurs bien conservés ont été décrits de maniere ciblée par PCR ou par des

approches globales comme la transcriptomique.

1.2.1. Chez les Crustacés

Chez I’écrevisse Pacifastacus leniusculus, plusieurs facteurs impliqués dans la régulation
de I'hématopoiese ont été identifiés. Le facteur de transcription P/-Runt, appartenant a la
famille des facteurs de transcription RUNX, impliqués de facon conservée dans
I’hématopoiese, a été identifié au niveau des hémocytes par PCR (Soderhall et al., 2003).
L'astakine-1 a été purifiée a partir de I'lhémolymphe chez I'écrevisse, ce peptide possede une
activité cytokine-like et induit la production d’hémocytes in vitro (Soderhall et al., 2005). Par
ailleurs, la sérotonine induit une augmentation de la sécrétion d’astakine-1 par les
hémocytes, lui donnant un role potentiel dans la régulation de I'hématopoiese chez
I’écrevisse (Noonin, 2018). Chez la crevette Penaeus monodon, une astakine augmentant le
taux de prolifération dans 'OHP a été clonée et est majoritairement exprimée au niveau des
hémocytes (Hsiao et Song, 2010). Le Crustacean Hematopoietic Factor (CHF), dont la
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production est induite par I'astakine-1 a également été décrit chez |'écrevisse. Le taux
d’apoptose au sein de 'OHP est augmenté lors d’'un KO du gene codant pour le CHF, celui-ci
serait donc impliqué dans la survie des cellules de 'OHP (Lin et al., 2011). La Hemocyte
Homeostasis-Associated Protein (HHAP) a été identifié chez Pacifastacus leniusculus et
Penaeus monodon (Prapavorarat et al.,, 2010). Chez la crevette, HHAP est impliqué dans
I’'homéostasie des hémocytes lors d’une infection virale, notamment en inhibant I'apoptose
(Prapavorarat et al., 2010, Apitanyasai et al., 2015). Enfin, chez le crabe Eriocheir sinensis, un
facteur de transcription GATA-like, principalement exprimé dans I'OHP et nécessaire a la

survie des hémocytes a été identifié (Li et al., 2018).

1.2.2. Chez les Gastéropodes

La régulation de I'hématopoiése chez les Gastéropodes pourrait faire intervenir des
cytokines. Certaines d’entre elles, impliquées dans I’'hématopoiése chez plusieurs espéeces de
Vertébrés, comme des interleukines-like ou TNFa-like, ont été identifiées chez plusieurs
espéces de Gastéropodes (Ottaviani et al., 1993), néanmoins aucune étude fonctionnelle
permettant de le confirmer n’a été décrite. Le facteur MIF ou Macrophage migration
Inhibitory Factor, semblable a une cytokine impliquée dans la prolifération cellulaire a été
identifiée chez I'ormeau Haliotis diversicolor (Wang et al., 2009) et I'escargot d’eau douce
Biomphalaria glabrata (Baeza Garcia et al., 2010). Exprimée au niveau des hémocytes chez B.
glabrata, le MIF serait nécessaire in vivo a leur activation apres infection au parasite
Schistosoma mansoni (Baeza Garcia et al., 2010). Chez B. glabrata, un membre de la famille
des granulines, BgGRN, capable d’induire la prolifération des hémocytes a été identifé (Pila

etal., 2016b).

1.2.3. Chez les Bivalves

Certains homologues de facteurs impliqués dans ’hématopoiése chez les Vertébrés ont
été clonés chez I'huitre creuse Crassostrea gigas. Le facteur de transcription hématopoiétique
Cg-SCL (Stem Cell Leukemia) a été décrit et est fortement exprimé dans les hémocytes. Le KO
du géne Cg-SCL engendre une régulation négative d’autres génes associés aux hémocytes,
indiquant un potentiel réle de Cg-SCL dans la régulation des hémocytes (Song et al., 2016).
Cg-GATA2/3 a également été décrit. Son absence aprés ARN interférence méne a une
régulation négative d’autres genes associés aux hémocytes mais également a une baisse de
leur taux de renouvellement. Il jouerait donc un réle essentiel dans la régulation de la
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production d’hémocytes (Song et al., 2018). Enfin, un membre de la famille des facteurs de
transcription RUNX, CgRunx a été caractérisé. Celui-ci est majoritairement exprimé dans les

hémocytes et pourrait avoir un réle dans la fonction hématopoiétique (Song et al., 2019).

1.2.4. Chez les Céphalopodes

Chez les Céphalopodes deux transcriptomes de CB chez Euprymna tasmanica (Salazar et
al., 2015) et Octopus maya (Judrez et al., 2019) ont été obtenus. Les sépioles du genre
Euprymna sont étudiées depuis de nombreuses années en raison de leur symbiose avec la
bactérie bioluminescente Vibrio fischeri au sein de I'organe de lumiere (Wei et Young, 1989,
McFall-Ngai et Montgomery, 1990). Les hémocytes semblent impliqués dans I'établissement
de cette symbiose (Nyholm et McFall-Ngai, 1998, Nyholm et al., 2009), ainsi une étude
transcriptomique de I'organe hématopoiétique a été menée chez E. tasmanica afin d’explorer
les fonctions du CB. Celle-ci a permis l'identification de huit transcrits homologues a des
facteurs impliqués dans I’hématopoiése chez d’autres organismes, incluant le facteur de
transcription GATA-2, I'antigene CD109 ou le fibroblast growth factor receptor 2 (Salazar et
al., 2015). Chez O. maya, Juarez et ses collaborateurs ont étudié le profil transcriptomique du
CB en mettant l'accent sur les différences de profil entre les males et les femelles lors de la
reproduction. D’autres facteurs comme le facteur B-cell lymphoma/leukomia 11A, T-
lymphoma invasion and metastasis-inducing protein 2 (TIAM-2) et certains membres de la

voie JAK-STAT, en lien avec I’hématopoiese ont ainsi été identifiés (Juarez et al., 2019).

2. Le corps blanc chez la seiche Sepia officinalis.

2.1. Exploration morphologique du corps blanc
Chez la seiche, la morphologie du CB et de ses différents types cellulaires a été décrite
par Claes (1996). Le CB est un organe pair, d’apparence blanc opaque organisé en lobes situés
au niveau des sinus optiques. Les deux lobes du CB sont richement vascularisés par deux
branches de l'artere céphalique, les arteres ophtalmiques droite et gauche (Figure 17A).
Chaque artere ophtalmique se ramifie en plusieurs branches permettant d’irriguer les

structures oculaires (iris, rétine) ainsi que le CB (Figure 17A, B & D).
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Dorsal

Figure 17. Structure morphologique du corps blanc. A. Représentation schématique présentant
les principales artéres irriguant corps blanc, d’aprés Claes (1996) (Al : artére de l'iris, AALD : artere
antérieure du lobe dorsal, APLD : artére postérieure du lobe dorsal, AO : artere ophtalmique, ACOA
: artere circum-ophtalmique antérieure, ACOP : artére circum-ophtalmique postérieure, AR : artére
rétinienne, AALV : artere antérieure du lobe ventral, APLV : artére postérieure du lobe ventral). B.
Coupe transversale d’un CB d’adulte présentant un des vaisseaux traversant le CB (fleche) (Objectif
x40). C. Coupe transversale du céphalopodium d’'un embryon présentant le Lobe Optique (LO), I'ceil
et le CB ainsi que le tissu connectif reliant le CB a I'ceil (apparaissant en vert, pointes de fleches)

(Objectif x10). D. Agrandissement présentant un vaisseau (fleche) (Objectif x40).

Les différents lobes du CB sont rattachés a |'ceil par des fibres de tissu connectif (Figure

17C & D). Au sein du CB, Claes a décrit plusieurs populations cellulaires distinctes présentant
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des différences cytologiques. Ces populations représentent les différents états de

développement de la lignée hématopoiétique (Figure 18) (Claes, 1996).

Hémocytoblaste

Leucoblaste primaire

Leucoblaste secondaire

Hémocyte

Figure 18. Proposition de classification des types cellulaires au sein du corps blanc sur la
base des différences cytologiques permettant d’observer les étapes du développement des

hémocytes, par Claes (1996).

2.2. Exploration moléculaire du corps blanc
Afin de compléter I'étude de Claes (1996), une approche moléculaire a été développée
pour explorer les fonctions du CB chez la seiche en associant une analyse du transcriptome et
une analyse comparative du protéome du CB avec celui des hémocytes. Ces travaux ont fait
I’'objet d’'une publication intitulée « Omic Analysis of the Sepia officinalis White Body: New
Insights into Multifunctionality and Haematopoiesis Regulation » et publiée dans Journal of
Proteome Research.

41



Journal of

proteome

eresearch

pubs.acs.org/jpr

-Omic Analysis of the Sepia officinalis White Body: New Insights into
Multifunctionality and Haematopoiesis Regulation

Louis Benoist, Erwan Corre, Benoit Bernay, Joel Henry, and Céline Zatylny-Gaudin*

Cite This: J. Proteome Res. 2020, 19, 3072-3087 I: I Read Online

ACCESS | m Metrics & More | Article Recommendations ‘ @ Supporting Information

TTTTT T

ABSTRACT: Cephalopods, like other protostomes, lack an adaptive immune [—mm o v | [P
extraction &

. . .. sequencing sampling
system and only rely on an innate immune system. The main immune cells are === —| A
g il 0

haemocytes (Hcts), which are able to respond to pathogens and external | = @ W

Insilico o«

attacks. First reports based on morphological observations revealed that the [ emsis |
white body (WB) located in the optic sinuses of cuttlefish was the origin of
Hcts. Combining transcriptomic and proteomic analyses, we identified several

Protein
extraction

Mass spectrometry
analysis

Comparison

nanol.C
separation

De novo [

The White Body is a multifunctional organ
transcriptome

WB proteome

factors known to be involved in haematopoiesis in vertebrate species in & ‘%‘% Het proteome
cuttlefish WB. Among these factors, members of the JAK-STAT signaling &£ 2, -
. . g K KS The % ass spectrometry
pathway were identified, some of them for the first time in a molluscan White st
Tarl nanolC
transcriptome and proteome. Immune factors, such as members of the Toll/ \ % \  Body | separation
NF-kB signaling pathway, pattern recognition proteins and receptors, and M j ciram
members of the oxidative stress responses, were also identified, and support an sy Haemocytes

sampling

immune role of the WB. Both transcriptome and proteome analyses revealed

that the WB harbors an intense metabolism concurrent with the haematopoietic

function. Finally, a comparative analysis of the WB and Hct proteomes revealed many proteins in common, confirming previous
morphological studies on the origin of Hcts in cuttlefish. This molecular work demonstrates that the WB is multifunctional and
provides bases for haematopoiesis regulation in cuttlefish.

KEYWORDS: Sepia officinalis, mollusc, white body, haematopoiesis, JAK-STAT pathway

B INTRODUCTION been found in the gastropod Biomphalaria glabrata.” In the two
marine snails Aplysia californica and Megathura crenulate, and
the freshwater snail Viviparus ater, only one type of Hct able to
perform phagocytosis has been described.”” In the bivalves,
Crassostrea virginica, Mytilus galloprovincialis, and Scrobicularia
plana, three types of Hct have been identified, namely,
agranular hyalinocytes, basophilic granulocytes, and eosino-
philic (acidophilic) granulocytes.”™'® In clam (Ruditapes
philippinarum), only hyalinocytes and acidophilic granulocytes
have been observed,'' and granulocytes showed higher
phagocytic activity than hyalinocytes.*''

Few studies have been performed on cephalopod Hct. In
Octopus vulgaris, two types of granulocytes have been
described."*™"* In Sepia officinalis, only one type of Hct,
capable of phagocytosis and possessing acid phosphatase,
lysozyme, and proPO system enzymes, has been described.' ™'

The haematopoietic organ (HPO) is the seat of Hct
production and maturation. It is highly variable among

Protostomes only rely on their innate immune system to
protect themselves against pathogens, whereas vertebrate
species possess both an innate and an adaptive immune
systems. The innate immune system includes the cellular
response and the humoral response. The cellular response
involves circulating cells—haemocytes (Hct)—in proto-
stomes. Hct play a key immune role and are involved in
antimicrobial factor release, melanization, pathogen encapsu-
lation, or phagocytosis.

The different types of Hcts among protostomes are classified
according to the degree of granulation, cytochemical staining,
and/or morphology. In insects, six types of Hct have been
described: prohaemocytes, plasmatocytes, granulocytes, cys-
tocytes, spherulocytes (or adipohaemocytes), and oenocytoids
(called crystal cells in Drosophila).1 Granulocytes and
plasmatocytes are involved in phagocytosis, cystocytes in
clotting and cell aggregation, and oenocytoids in prophenolox-
idase (proPO) synthesis.z’3 In crustaceans, Hct are involved in
phagocytosis, clotting, viral defense and proPO production. Received: February 18, 2020 préteome
Three types of Hct have been described, namely, the hyaline, Published: July 9, 2020
granular, and semigranular cells.™*

In molluscs, the second largest phylum of protostomes, one
to four types of Hcts have been described depending on the
species and the descriptive criteria. Three types of Hct have

© 2020 American Chemical Society https://dx.doi.org/10.1021/acs.jproteome.0c00100
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protostomes and has mainly been described by cytological and
immunohistochemical studies. In insects, the HPO or lymph
glands are located along the anterior portion of the dorsal
vessel.”'”~'? In crustaceans, the HPO is generally composed of
gland-like lobules located on the dorsal portion, surrounding
the ophthalmic artery.” HPO localization differs in molluscs. In
the gastropod B. glabrata, the HPO is called the amebocyte-
producing organ and is located at the basal surface of the
pericardial epithelium.””*" In bivalves, immunohistochemistry
staining revealed that a stem cell marker (sox2) and an Het-
specific enzyme [the Cu/Zn superoxide dismutase (Cu/Zn
SOD)] were co-expressed in the irregularly folded structure
found in the gills of the Pacific oyster Crassostrea gigas.”” The
authors suggested the involvement of this structure in
haematopoiesis.

Knowledge on the drivers of haematopoiesis in protostomes
remains limited and restricted to only a few models such as
Drosophila melanogaster™>~>° and Pacifastacus leniusculus.””*’
However, hardly any homologues of signaling pathways and
factors involved in haematopoiesis have been identified in
molluscs. Cytokines are involved in many functions including
haematopoiesis in vertebrates; some of them have been
identified in gastropods, such as IL-like and TNFa-like
molecules” or the macrophage migration inhibitory factor
(MIF).*>*° MIF, an evolutionarily conserved multifunctional
protein, has been characterized in both Haliotis diversicolor
supertexta®® and B. glabrata.” In B. glabrata, BgMIF seems to
be necessary for Hct activation in response to the parasite
Schistosoma mansoni.”’ In C. gigas, GATA3, a haematopoietic
transcription factor homologue,”*” is expressed in the gills
and in Hct, and it is overexpressed in the gills following a
secondary challenge with the pathogenic bacteria Vibrio
splendidus, suggesting a role in haematopoiesis.””** The
transcription factor Tal-1/Scl (Stem Cell Leukemia) is
involved in embryonic haematopoiesis in human cells;”” it
was identified in C. gigas, where it is involved in the regulation
of Hect-specific genes, such as Integrin, GATAS3, c-Myb, c-kit, or
EcSOD.”

In cuttlefish and octopus, the white body (WB), located in
the optic sinuses and composed of interconnected lobes, has
been defined as the HPO, from morphological and cytological
observations.”’ ™’ Claes studied the morphology of the WB in
cuttlefish. The WB is a paired organ organized in
interconnected lobes surrounding the optic tracts. High
vascularization has been described and is ensured by two
branches of the cephalic aorta, ie., the left and right
ophthalmic arteries. Claes described four cell types according
to cytomorphological properties: haemocytoblast, primary
leucoblast, secondary leucoblast, and Hct. Based on cytological
differences between these cell types, Claes concluded that they
represent different stages of development and proposed a
pathway for Hct maturation from a stem cell-like entity—the
haemocytoblast—to a mature Hct, supporting the haemato-
poietic function of the WB.>” Only two molecular studies have
been performed on the WB in Euprymna tasmanica’ and
Octopus maya.*" Based on transcriptomic and gene ontology
analysis, Salazar and collaborators identified 8 transcripts with
homology to genes involved in haematopoiesis in other
organisms, and 16 transcripts involved in the immune
response.”” Juarez and collaborators confirmed the occurrence
of haematopoietic transcripts in O. maya WB and the
downregulation of immune genes in fertilized females.*'
These results suggest a dual role of the WB in the regulation
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of the immune system and haematopoiesis. However, no
complete signaling pathway underlying haematopoiesis has
been identified so far.

The Janus kinase-signal transducer and activator of tran-
scription (JAK-STAT) signalin§ pathway is involved in
haematopoiesis in vertebrates,"”** and it has been described
in D. melanogaster.”>** The JAK-STAT pathway is a
membrane-to-nucleus mechanism allowing the rapid regulation
of gene transcription; it is activated by cytokines through
cytokine receptors.” Four JAK and seven STATSs have been
described in mice,”’ while only one JAK and one STAT have
been identified in D. melanogaster.46 In molluscs, several
STATs have been identified in bivalves, gastropods, and
cephalopods.”*" = In Hyriopsis cumingii, three STATs have
been identified and are involved in the antimicrobial peptide
expression.”® In Pinctada fucata, a STAT homologue is
expressed in several tissues, including heart, gonad, gill, or
muscle. Overexpression was observed in the haemolymph after
polyinosinic—polycytidylic acid (poly(I:C)) injection, suggest-
ing a role in the immune response.” In B. glabrata, several
transcription factors, including two STATs (STATI and
STAT2) have been identified; they were upregulated in Hct,
12 and 6 h after challenge with S. mansoni, respectively.*” In
Haliotis discus discus, a STATS homologue was expressed in all
tested adult tissues and upregulated in gills and Hct after
challenge with V. parahaemolyticus, Listeria monocytogenes, or
poly(I:C) injection.”® Altogether, these results suggest that
STATs are involved in the immune response of molluscs.
However, no complete JAK-STAT pathway has been identified
in molluscs, and only a few JAK-STAT pathway components
have been described in cephalopods.*'

The aim of this study is to characterize the transcriptome
and, for the first time, the HPO proteome of the cuttlefish (S.
officinalis). A proteomic analysis coupled with transcriptomic
data provides essential information to (1) further investigate
the molecular processes involved in Hct formation and (2)
identify other additional functions of the WB.

B MATERIALS & METHODS

Animals

All the cuttlefish were trapped in the Bay of Seine between
January and June 2017. They were maintained in 1000 L
outflow tanks at 16 °C at the Centre de Recherches en
Environnement Cotier (CREC, marine station of the
University of Caen, Luc-sur-Mer, France).

Ethical Statement

This research followed the guidance given by Directive 2010/
63/EU, and French regulations regarding the use of animals for
experimental procedures. It was approved by the Regional
Ethical Committee Cenomexa (Committee agreement number
54; project agreement number 03145.03). The experiment was
designed to decrease animal distress by minimizing the number
of animals. Moreover, the tanks were modified so as to provide
hiding places for the cuttlefish.

Cuttlefish were anaesthetized with ethanol 3%. After
exsanguination, the white bodies were dissected, frozen in
liquid nitrogen and stored at —80 °C until mRNA isolation
and protein extraction. Hct were separated from the
haemolymph by centrifugation. The pellets were frozen in
liquid nitrogen and stored at —80 °C until mRNA and protein
extractions.

https://dx.doi.org/10.1021/acs.jproteome.0c00100
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lllumina Sequencing

RNA extraction was performed as described by Cornet and
collaborators.”’ Briefly, total RNA from five white bodies from
the male cuttlefish was extracted using TriReagent (Sigma-
Aldrich). After the RNA analysis, library preparation and
sequencing were conducted by the McGill University and
Génome Québec Innovation Center (Montréal, Queébec,
Canada) following the manufacturer’s instructions (Illumina,
San Diego, CA). The detailed protocol is available in the
supporting experimental section. These data were submitted to
SRA Bioproject PRINA59938S, Biosample SAMN13747092,
with Accession number SRR10843375.

Bioinformatic Analysis

Bioinformatic analysis (transcriptome assembly and annota-
tion) was performed on RNA sequencing data from the WB
organ. Raw sequencing data corresponded to a total of
43,361,848 paired-end reads with a maximum read length of
150 bp. The raw data set was filtered and cleaned using
Trimmomatic v (0.36),> using the following parameters:
ILLUMINACLIP: adapt.fa: 2: 30: 10, LEADING: S5,
TRAILING: S, SLIDING WINDOW: 4: §, MINLEN: 28.
The overall sequence quality was checked using FastQC (v
0.11.5) (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/
projects/fastqc). The overall assembly was done with Trinity
2.4.0,° a package dedicated to de novo transcriptomic
assembly. A normalization step was performed according to
the kmer coverage (25 nt kmer, maximum coverage 30)
proposed by the Trinity package. Relative abundance was
estimated using the pseudo aligner Kallisto v0.43.1.>*

The transcriptome was annotated using the Trinotate
protocol (https://github.com/Trinotate/Trinotate.github.io),
as described by Bryant and collaborators.>> Proteins were
predicted using TransDecoder software (https://github.com/
TransDecoder/TransDecoder). The search for similarity
(blastx of the transcripts and blastp of the predicted proteins)
was performed against the uniprot-swissprot database (version
2017-01). Si(gnal peptides were predicted using the signal P
utility v4.1.>° Transmembrane domains were detected using a
TMHMM v2.0c.”” The protein domain search was performed
using hmmscan of the hmmer suite v.3.1b1 against the Pfam-A
database.’® Finally, the functional annotation of the tran-
scriptome was performed using the Trinotate pipeline. An
annotation-based search was performed to identify relevant
transcripts involved in several functions such as haematopoiesis
or the immune and stress responses. Additionally, a manual
search for conserved domains and patterns of known
invertebrate factors involved in haematopoiesis and the
immune response was performed using a homemade software
program called Peptraq as previously described by Zatylny-
Gaudin and collaborators.”” The presence of other relevant
proteins from the NCBI nr database was considered by using
them as query sequences for the BLAST search against the WB
transcriptome. For some proteins, molecular weights (MW)
were calculated with the ExPASy ProtParam tool (https://web.
expasy.org/protparam/). Specific domains were predicted
using InterPro (http://www.ebi.ac.uk/interpro/)60 and
SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/)°" tools. Multiple
sequence alignments were performed using the CLC Main
Workbench 8 (CLC BIO). KEGG annotation was performed
using the KAAS (KEGG Automatic Annotation Server) tool
for the transcriptome analysis62 and the BlastKOALA (KEGG
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Orthology And Links Annotation, version 2.2) tool for the
proteome analysis.”*

Protein Extraction

WBs (n = 3) and Hct pellets (n = 3) were crushed in liquid
nitrogen and then resuspended in PBS (phosphate buffered
saline) with a cocktail of protease inhibitors (Sigma P2714).
The extracts were centrifuged for 10 min at 20,000g at 4 °C,
and the supernatants were recovered. Protein concentrations
were determined using a BCA (bicinchoninic acid) assay.®*

SDS-PAGE-MALDI-MS Proteome Analysis

Each WB protein extract (60 pg) was separated on a sodium
dodecyl sulphate polyacrylamide electrophoresis (SDS-PAGE)
gel (Tris-HCI 4-12%) for 3 h at 120 V in Tris-HCI migration
buffer (25 mM Tris-HCI pH 8.3, 192 mM glycine, 0.1% SDS)
with a broad range protein molecular weight marker (Promega
V8491). Gels were stained with a methanol 40%—acetic acid
10% solution containing 0.1% Coomassie blue. High-intensity
spots were cut off into slices to analyze highly abundant
proteins. After discoloration, the slices were reduced with S0
mM dithiothreitol (DTT), alkylated with S5 mM iodoaceta-
mide (IAA), and hydrolyzed with 0.006 ug/uL of trypsin
solution. MALDI-MS experiments were performed as
described in Cornet and collaborators.”®

NanoLC ESI-MS Analysis of the WB and Hct Proteomes

For a comparative study between the WB and Hct extracts, 10
ug of each whole WB and Hct extracts (n = 3) were reduced
with 10 mM DTT, alkylated with 20 mM IAA, and hydrolyzed
with 0.006 ug/uL of trypsin solution.

For nanoLC fragmentation, the resulting peptide samples
were first desalted and concentrated onto a pC18 Omix
column (Agilent) before the analysis. The chromatography
step was performed on a NanoElute (Bruker Daltonics)
ultrahigh-pressure nanoflow chromatography system
(nanoLC). Two hundred nanograms of peptides were
concentrated onto a C18 pepmap 100 (5 mm X 300 um
i.d.) precolumn (Thermo Scientific) and separated at 50 °C on
a reversed-phase Reprosil column (25 cm X 75 pm id.),
packed with 1.6 um C18-coated porous silica beads
(Ionopticks). Mobile phases consisted of 0.1% formic acid in
99.9% water (v/v) (A) and 0.1% formic acid in 99.9% ACN
(v/v) (B). The nanoflow rate was set at 400 nL/min, and the
gradient profile was as follows: from 2 to 15% B within 60 min,
followed by an increase to 25% B within 30 min and further to
37% within 10 min, followed by a washing step at 95% B and
re-equilibration.

ESI-MS experiments were carried out on a TIMS-TOF pro
mass spectrometer (Bruker Daltonics) with a modified
nanoelectrospray ion source (CaptiveSpray, Bruker Daltonics).
The system was calibrated every week, and the mass precision
was better than 1 ppm. A 1400 spray voltage with a capillary
temperature of 180 °C was typically employed for ionizing. MS
spectra were acquired in the positive mode in the 100—1700
m/z mass range. The mass spectrometer was operated in
PASEF mode with the exclusion of single charged peptides. A
number of 10 PASEF MS/MS scans were performed within
1.25 s from charge range 2—S.

Peptide Sequencing and Protein Precursor Identification

The fragmentation pattern was used to determine the sequence
of each peptide. The database searching was performed using
Peaks X software. Using a homemade software program called
Peptraq, each transcript from the WB transcriptome was

https://dx.doi.org/10.1021/acs.jproteome.0c00100
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translated in all six reading frames, with a cutoff to delete
sequences <40 amino acids. This database, which possesses
361,796 entries, was used for MS identifications. The variable
modifications allowed were as follows: C-carbamidomethyl, K-
acetylation, methionine oxidation, and deamidation (NQ).
“Trypsin” was selected as semi-specific. Mass accuracy was set
to 40 ppm and 0.05 Da for the MS and MS/MS modes,
respectively. Data were filtered according to an FDR of 1%, 2
unique peptides and the elimination of protein redundancy on
the basis of proteins being evidenced by the same set or a
subset of peptides. The iBAQ_ (intensity-based absolute
quantification) analysis was performed by normalizing MS
intensities with putative average molecular weights. The mass
spectrometry proteomics data have been deposited to the
ProteomeXchange Consortium via the PRIDE®® partner
repository with the data set identifier PXD017509.

B RESULTS & DISCUSSION

Transcriptome Analysis

The S. officinalis WB transcriptome comprised 155,614
transcript sequences including isoforms of 92,295 genes
(according to the “gene” definition provided by Trinity
assembler) with an average length of 609 nucleotides.
Ninety-five percent of the global expression of the tran-
scriptome corresponded to 22,208 transcripts, including a lot
of slightly expressed transcripts. Based on the presence of a
blastx hit against the uniprot-swissprot database, 19% of all
transcripts included in the WB transcriptome were annotated.
KEGG annotation using the KAAS annotation tool led to the
functional annotation of 21,779 predicted protein sequences,
representing 5354 unique K numbers. The low level of
annotation of the WB transcriptomes of S. officinalis and other
cephalopods*”*'—around 20%—revealed a lot of unknown
genes. Such a low level of annotation is commonly found in a
special model such as the cuttlefish S. officinalis, as already
reported for the central nervous system (CNS) transcriptome
with only 28%,”” the accesory nidamental 6gland with 34% or
posterior salivary glands (PSGs) with 45%.”> The higher level
of annotated transcripts in the PSG-causing neurotoxic saliva is
explained by previous studies carried out on venoms of
invertebrates and snakes.

Besides, 7 of the 10 most expressed transcripts were not
annotated. These genes may possess relevant functions,
highlighting the need for novel works on cephalopod genomes.
The 20 most expressed transcripts in the cuttlefish included
histone HI1, hephaestin-like protein, ribosomal proteins,
peptidoglycan recognition protein 2 (PGRP2), elongation
factor 1-a, poly(rC)-binding protein 3, and tubulin @ chain.
Interestingly, 29,281 proteins were predicted by transdecoder,
and 21,323 of them had a blastp hit against the uniprot-
swissprot database, corresponding to an annotation level of
73%.

Proteome Analysis

To complete the WB transcriptome analysis, we conducted a
double proteome analysis on the WB extract. First, separation
on SDS-PAGE coupled with a fast MALDI-MS analysis was
performed to provide an overview of the most abundant
proteins in the WB extract. Second, separation by nanoLC
coupled with an ESI-MS analysis allowed us to access to a large
number of proteins, including low-abundant proteins in the
WB proteome, but also to compare the WB and Hct
proteomes.
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The MALDI-MS analysis allowed us to identify the most
abundant proteins for each molecular weight (Figure 1, Table

M(kDa) WB
15 Thioester-containing protein 1 (CD109) / Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1
14 Elongation factor 2
g 13 Heat shock protein 90

12 12 Transketolase / Radixin

11 11 Enolase / Rab GDP dissociation inhibitor beta

10 10 Isocitrate dehydrogenase

L9 9 Actinl

8 8 Protein disulfide isomerase

7 7 Glycer yde-3 dehydrogenase

6 6 Malate dehydrogenase / Proteasome a 1-like

5 5 Rho GDP-dissociation inhibitor 2 / Pr a 2-like / Tri isomerase

a4 4 Glutathione S-transferase / Peroxiredoxin-1

3 3 Nucleoside diphosphate kinase

& 2 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A2

1 1 2-iminob 2-iminop i like / Actophorin-like / Calmodulin

S

Figure 1. Proteomic analysis of the S. officinalis WB extract. Gel lanes
of the WB extract and protein standard (M). Numbers represent gel
slices subjected to trypsin digestion and MS/MS identification. The
list of proteins identified by MALDI-TOF MS/MS from gel slices is
represented on the side of the gel.

S1). We identified twenty-four proteins, ranging from 15 to
160 kDa, including enzymes and proteins associated with
general stress (heat shock protein 90) or with oxidative stress
(glutathione S-transferase, peroxiredoxin-1). The thioester-
containing protein 1 (CD109), whose function remains
unclear in cephalopods, was also identified. Numerous cellular
process-related proteins such as proteins involved in the energy
or calcium metabolisms [eg, glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (G3PD), malate dehydrogenase, or calm-
odulin] complete this analysis, along with translation factors
(e.g, elongation factor 2), GTPase activators (e.g, Rab GDP
dissociation inhibitor beta and Rho GDP-dissociation inhibitor
2), proteasome subunits (e.g, proteasome subunit & 2-like and
proteasome subunit a 1-like), or actin and actin-related
proteins (e.g, actin II, radixin and actophorin-like).

To study the WB proteome further and compare the WB
and Hct proteomes, nanoLC ESI-MS was performed in
triplicate on WB and Hct extracts. Totals of 4049 and 2095
proteins were identified, respectively. A comparative study of
the WB and Hct proteomes, illustrated by a Venn diagram
(Figure 2), highlighted 1870 proteins in common, 2179
proteins specific to the WB extract, and 225 proteins specific to
the Hct extract. Among the 10 most abundant proteins in the
WB extract, five were also identified by fast MALDI-MS, that
is, G3P, calmodulin, Rho GDP dissociation inhibitor, nucleo-
side diphosphate kinase, and protein disulphide isomerase.
Two of the ten most abundant proteins in the WB extract were
in common with the Hct extract, namely, nucleoside
diphosphate kinase and COMM domain-containing protein 9
(COMD?Y). Besides, COMDY9 was the most abundant protein
in the Hct extract and the third most abundant protein in the
WB extract. Among the other most abundant proteins in the
Hct extract, three proteins involved in the cell shape, such as
profilin-2, myosin regulatory light polypeptide, and myosin-2
essential light chain were represented. Finally, 1 of the 10 most
abundant proteins remained unknown in both extracts.

KEGG annotation using the BlastKOALA annotation tool
was performed to obtain a functional annotation of the

https://dx.doi.org/10.1021/acs.jproteome.0c00100
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Figure 2. Venn diagram showing the distribution of proteins
identified by Tims-TOF nanoLC-MS in the WB only, Hct only,
and in both the WB and Hcts.

proteins identified in the WB and Hct extracts. KEGG
annotation of the WB proteome led to the functional
annotation of 2943 protein sequences, representing 1315
unique K numbers. KEGG annotation of the Hct proteome led
to the annotation of 1557 protein sequences, representing 631
unique K numbers. Seventy-two and 74% of the protein
sequences identified in the WB and Hct extracts were
annotated, respectively, corresponding to the annotation level
obtained for predicted proteins by transdecoder.

WB Harbors Intensive Metabolic Activity

Table 1 represents the distribution of the KEGG annotations
of the annotated transcripts of the WB transcriptome in

Table 1. Distribution of Functional Annotations into
Relevant Pathways of the WB Transcriptome Using the
KEGG Orthology (KO) Database

number of
1D matches in gene
pathways pathway description list
cellular ko01100  metabolic pathways 720
processes
ko03013  RNA transport 115
ko03010  ribosome 115
ko04141  protein processing in 107
endoplasmic reticulum
ko03022  basal transcription 32
factors
cell proliferation ~ ko04151  PI3K-Akt signaling 100
pathway
ko04010  MAPK signaling pathway 88
ko04110  cell cycle 81
haematopoiesis ko04630  JAK-STAT signaling 17
pathway
ko04330  Notch signaling pathway 23
immunity ko04620  NF-kB signaling pathway 34
ko04064  Toll-like receptor 30

signaling pathway

relevant categories, representing 27% of all KEGG annotations
obtained for the WB transcriptome.

The most represented category was metabolic pathways,
with 720 matches (Table 1). Other cellular processes involved
in transcription (RNA transport with 115 matches, basal
transcription factors with 32 matches) and translation
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(ribosome with 115 matches, protein processing in the
endoplasmic reticulum with 107 matches) were also
represented. In addition, elongation factor 1-a, tubulin «
chain, and ribosomal proteins were some of the most expressed
transcripts. Both -omic approaches demonstrated that the WB
had an intense metabolic activity partly associated with
haematopoiesis. Indeed, 19 of the 24 proteins identified by
the fast MALDI-MS analysis of the WB extract (G3P
dehydrogenase, malate dehydrogenase, triosephosphate dehy-
drogenase, or calmodulin) were found to be involved in
metabolic processes. The proteome of PSG of the cuttlefish S.
officinalis was established using the same MALDI-MS
analysis.65 Out of the 23 proteins identified in PSG extracts,
most of them were toxins and toxic enzymes such as
cephalotoxins, cystein-rich secreted protein, peptidases S1, or
phospholipases A2. Only 5 proteins were involved in metabolic
processes, that is, G3PD, chitinase, cytochrome ¢ subunits (I
and III), and ATP synthase beta subunit, whereas 19 out of 24
proteins identified in the WB were found to be involved in
metabolic processes. Comparatively, the fast MALDI-MS
analysis allowed us to see that the WB seems to possess a
different metabolism than PSG in cuttlefish.

The ESI-MS analysis of the WB proteome evidenced that 5
of the 10 most abundant proteins were involved in cellular
processes, such as energy, calcium or amino acid metabolism.
Table 2 represents the distribution of the KEGG annotations
of the proteins identified by the ESI-MS analysis of WB
extracts in relevant categories, representing 40% of all KEGG
annotations obtained for the WB proteome.

Most of these proteins are involved in cellular processes such
as metabolic pathways (241 matches), transcription (RNA
transport with 52 matches, basal transcription factors with 6
matches), and translation (ribosome with 74 matches, protein
processing in the endoplasmic reticulum with 38 matches).
Moreover, MAPK signaling, cell cycle, and PI3K-AKT pathway
members were identified by transcriptomic and proteomic
analysis (Figures S1—S3). In mammals, the MAPK and PI3K-
AKT 6pathways are involved in cell proliferation and the cell
cycle.”” "% These two pathways may, therefore, play a role in
the regulation of cell proliferation in the cuttlefish WB. Finally,
DNA replication licensing factors mem 2, 3, 4, S, 6, and 7 were
identified in the WB proteome as they were in P. leniusculus
haematopoietic lineages,”” confirming the high proliferative
rate of WB cells.

WB is Involved in Haematopoiesis

A comparative study of the WB and Hct proteomes (Figure 2)
recovered 1870 proteins in common. Proteins involved in the
calcium metabolism or the regulation of Ca®’-dependent
signaling pathways, such as calreticulin, annexin A7, or
calmodulin, were identified in the cuttlefish WB and Hct
proteomes as well as in the Hct proteomes of other
protostomes.7l_76 Two other proteins 14-3-3 proteins zeta
and epsilon, previously identified in the Hct proteomes of
Pomacea canaliculata,”’ Armadilidium vulgare,73 and Penaeus
monodon,”” were identified in the WB and Hct proteomes of
the cuttlefish. Moreover, 90% of the Hct proteome was
identified in the WB proteome (Figure 2), confirming the
morphological observations of Claes®” regarding the presence
of Hct or Hct-like cells in the WB.

The transcriptomic analysis revealed the presence of
eighteen haematopoiesis-related transcripts; they are reported

https://dx.doi.org/10.1021/acs.jproteome.0c00100
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Table 2. Distribution of Functional Annotations Into Relevant Pathways of the Proteins Identified by NanoLC ESI-MS in WB
Extracts, Hct Extracts, or Both, Using the KEGG Orthology (KO) Database

ID pathways pathway description WB extract Het extract common
cellular processes ko01100 metabolic pathways 241 117 116
ko03010 ribosome 74 27 27
ko03013 RNA transport 52 15 15
ko04141 protein processing in endoplasmic reticulum 38 22 22
ko03022 basal transcription factors 6 0 0
cell proliferation ko04151 PI3K-AKT signaling pathway 30 17 17
ko04010 MAPK signaling pathway 35 18 18
ko04110 cell cycle 21 8 8
haematopoiesis ko04630 JAK-STAT signaling pathway S 2 2
immunity ko04620 Toll-like receptor signaling pathway 15 4 4
ko04064 NF-«B signaling pathway 7 3 2
Table 3. Haematopoiesis-Related Transcripts Identified in S. officinalis WB Extracts®
PR
TR length  length
transcript (bp) (aa) name putative function TPM
DN18877_cS5_g6_il 1638 432 receptor tyrosine-protein kinase erbB-4 (erB4) positive regulation of receptor signaling 0.75
pathway via JAK-STAT
DN18468_c4 gl _il 3015 891 Janus kinase (JAK) phosphorylates STAT 1.19
DN19189_c7_gl_i2 3248 757 signal transducer and activator of transcription-1  transcription activation 8.84
(STAT-1)
DN19938_c3_gl_il0 2260 696 signal transducer and activator of transcription-2  transcription activation 0.46
(STAT-2)
DN4958_c0_gl_i2 2127 489 suppressor of cytokine signaling-1 (SOCS-1) STAT inhibition 0
DN18015_cl_gl_il 1374 319 suppressor of cytokine signaling-2 (SOCS-2) STAT inhibition 0.67
DN18952_c6_gl_il0 1991 554 signal transducing adapter molecule 1 (STAM-1) IL2 signal transduction—JAK interaction ~ 0.029
DN18544_cl_gl_i4 2041 445 STAM binding protein (AMSH) zinc metalloprotease—STAMI binding 2.11
DN6680_c0_gl_il 821 140 transcriptional activator Myb (Myb) (partial) transcription activation 0.24
DN19493_c9 g3 il 1359 328  fibroblast growth factor receptor (FGFR) (partial) FGFR signaling 16.13
DN41498_c0_gl_il 793 156 myeloid leukemia factor (MLF) (partial) enhances myeloid formation 0.48
DN18311_c4 gl _il 2971 830 cleavage and polyadenylation specificity factor mRNA polyadenylation 19.15
subunit 1 (CPSF-1) (partial)
DN16050_c0_gl_il 4427 1407 thioester-containing protein 1 (CD109) endopeptidase inhibitor 5.25
DN18752_cl_g2 il 1750 396 E3 ubiquitin-protein transferase MAEA (Emp) erythroblast maturation 14.01
DN4830_c0_gl_il 1111 114 macrophage migration inhibitory factor (MIF) haemocyte activation 26.21
DN18927_c3_gl_ill 1460 429 interleukin enhancer-binding factor 2 (NF4S) regulation of transcription—proliferation 415.06
DN18551_c3_gl i3 1097 179 myeloid-derived growth factor (MYDGF) endothelial cell proliferation/angiogenesis ~ 16.76
DN19181_c2_g4_i4 2228 434 GATA-binding factor 3 (GATA3) transcription activation—differentiation 8.52 X 107°
DN15952_c0_gl_il 1728 452 cytokine receptor-like factor 3 (p48) regulation of cell cycle—differentiation 38.84

“TR: transcript, bp: base pair, PR: protein, aa: amino acid, TPM: transcript per million.

in Table 3. The occurrence of WB proteins encoded by seven
transcripts was confirmed by the proteomic analysis (Table 4).

KEGG annotation of the WB transcriptome (Table 1) and
proteome (Table 2), retrieved 17 transcripts and S proteins
related to the JAK-STAT pathway (Figure 3).

These JAK-STAT pathway members were aligned with
human (Homo sapiens) and mouse (Mus musculus) homo-
logues. So-JAK possessed 27% homology with both human
(060674.2) and mouse (Q62120.2) JAK2. So-STAT-1 and So-
STAT-2 possessed 39 and 27% homology with human
(P51692.2) and mouse (P42232.1) STATSB, respectively.
So-STAT-1, the most expressed member of the canonical JAK-
STAT pathway in the transcriptomic analysis, was detected in
the WB protein extract, suggesting a correlation between
transcription and protein abundance. So-SOCS-1 and So-
SOCS-2 possessed 52 and 51% homology with human
(014512.2) and mouse (Q8VHQ2.1) SOCS7, respectively.
The annotation of protein domains revealed that So-STAT-1,
So-STAT-2, So-SOCS-1, and So-SOCS-2 possessed the Src
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homology 2 (SH2) domain, while So-JAK lacked this domain.
So-JAK possessed the protein kinase domain and the catalytic
domain of protein kinase (TyrKc domain) also found in
mammal homologues. So-STAT-1 and So-STAT-2 possessed
the STAT protein interaction domain (STAT int), the STAT
DNA-binding domain (STAT bind), and the STAT alpha
domain. So-SOCS1 and So-SOCS-2, like their mammal
homologues, possessed the SOCS box domain.

The JAK-STAT pathway is involved in haematopoiesis in
vertebrates, with four JAKs and seven STATs identified in
mammals.””*® It is also found in one protostome, D.
melanogaster, with one JAK, called Hopscotch (HOP),78 and
one STAT, called STAT92E.””** In D. melanogaster, JAK is
coupled with a transmembrane receptor named Domeless
(DOME),*"** which is activated by three ligands: unpaired
(UPD), UPD2, and UPD3.*7* In mammals, numerous
cytokine receptors are involved in the activation of the JAK-
STAT pathway.” In S. officinalis, no definitive receptor or
ligand related to the JAK-STAT pathway has been identified.

https://dx.doi.org/10.1021/acs.jproteome.0c00100
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Table 4. Proteins Identified by NanoLC-MS/MS in S. officinalis WB and Hct Extracts”

WB extract Hect extract
mass
protein name transcript (kDa) score  #Pep % cover iBAQ score  #Pep % Cover  iBAQ

haematopoiesis STAT-1 DNI19189 c7_gl_i2 88 133.37 10 19.42 81.48 ND ND ND ND
STAM1 DN18952_c6_gl_il0 60 160.26 11 25.63 204.51 51.24 2 6.32 22.28
AMSH DN18544_cl1_gl_i4 S0 116.18 8 22.7 53.81 101.73 N 12.13 31.80
CD109 DN16050_c0_gl_il 158 429.21 296 63.8 7947.57 396.48 193 53.34 4465.78
MYDGF DN18551_c3_gl_i3 21 71.93 2 8.38 130.75 43.21 2 8.38 3291
NF4S5 DN18927_c3_gl_ill 47 231.89 36 S1.75 2298.56 145.56 8 13.05 449.17
p48 DN15952_c0_gl_il NY 190.35 15 55.97 480.16 ND ND ND ND

immune Tollip DN18451_c8_g2 i2 2S5 88.07 2 13.06 206.45 NI NI NI 20.52

response
IRAK4 DN17586_c2_g4 il 35 106.79 N 17.19 110.49 ND ND ND ND
NE-«B p105 DN17588 c10_gl ill 62 99.58 3 965 7384 ND ND ND ND
PGRP-2 DN19986_c8_gl_i3 30 91.75 3 11.41 40.07 NI NI NI 17.94
galectin-1 DN16917_c6_gl_i2 63 110.3 6 16.09 112.36 NI NI NI 7.13
Mx1 DN18954_c2_gl_i6 81 186.94 27 27.77 550.57 ND ND ND ND
DMBT1 DN19666_c3_gl_i2 NA 44.1 3 13.02 30.14 ND ND ND ND
(partial)

stress response  SOD Cu/Zn DN19183_c4_gl_il 16 181.34 13 92 304639  94.87 6 90.67 887.37
SOD Mn DN19447_c0_gl_il 26 86.09 2 17.87 77.24 ND ND ND ND
PRX1 DN12991_c0_gl_il 28 281.46 53 90.44 6111.43 140.54 13 58.57 426.38
PRX4 DN11617_c0_gl_il 29 55.88 2 10.08 12.40 ND ND ND ND
PRXS DN16455_cl_gl_i3 21 169.02 18 59.47 149.47 162.07 18 59.47 1080.04
PRX6 DN16601_c0_gl_i2 29 25891 82 81.64 3792.89 224.28 60 79.69 4802.00
GST DN17393_c4_gl_i4 2§ 225.04 40 84.33 4687.56 149.18 14 52.07 770.67
HSP70 DN19855_c3_g3_il 96 271.28 48 61.16 767.97 144.1 9 15.11 42.98
HSC71 DN19063_c5_gl_il 71 319.81 102 69.34 1329.63 255.69 50 52.85 161.13
HSP78 DN17831_c5_g2_il 74 287.58 70 61.3 2876.24 274.07 50 55.87 1417.87
HSP90 DN18504_c4 gl_i2 83 363.47 191 81.83 10588.07 290.16 73 64.91 1252.74

“Score: —logl0 P-value, NA: nonavailable, ND: not detected, NI: not identified, #Pep: peptide number, iBAQ: intensity-based absolute

quantification.
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Figure 3. JAK-STAT signaling pathway. Red boxes represent proteins identified in the WB transcriptome, blue stars represent proteins identified in
the WB proteome, and orange stars represent proteins identified in both the WB and Hct proteomes.

Nevertheless, a receptor tyrosine-protein kinase erbB-4
homologue involved in the regulation of JAK-STAT signaling
in humans was identified in cuttlefish.”” Considering the low
level of annotation, unknown genes may also be involved in
JAK-STAT activation but may have slipped through our
search, proving the need for further studies. However, a Janus
kinase was identified for the first time in a cephalopod species.
Moreover, a STAT homologue was identified for the first time
in a protein extract from a molluscan species. These results
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reinforce the involvement of JAK-STAT signaling in the
regulation of haematopoiesis in all animal species.

Nineteen members of the Notch signaling pathway,
including Notch, Fringe, Delta Deltex, as well as co-activators
and co-suppressors of the pathway, were identified in the WB
transcriptome by KEGG annotation. Three proteins (Notch,
Deltex, and HDAC) were detected by the proteomic approach
in cuttlefish WB (Figure S4). The Notch signaling pathway is

. . o 88 §9,90
involved in haematopoiesis in Drosophila and mammals,””

https://dx.doi.org/10.1021/acs.jproteome.0c00100
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Figure 4. Sequence alignment of GATA transcription factors from various species. So-GATA3: GATA-binding factor 3 (S. officinalis), Dm-GATA-
C: GATA-binding factor C, P91623.1 (D. melanogaster), Cs-GATA123a: GATA transcription factor 123a, ADC35037.1 (Chaetopterus sp.), Dr-
GATA3: Transcription factor GATA-3, Q91428.1 (Danio rerio), Sa-GATA3: Partial transcription factor GATA-3, AMD33522.1 (Sparus aurata),
Xe-GATA3: GATA-binding factor 3, P23773.1 (Xenopus laevis), Mm-GATA3: Trans-acting T-cell-specific transcription factor GATA-3, P23772.1
(M. musculus), Hs-GATA2: Endothelial transcription factor GATA-2, P23769.3 (Homo sapiens). Asterisk: DNA-binding domain. ZnF_GATA: zinc

finger binding to the DNA consensus sequence.

suggesting that this pathway is involved in haematopoiesis in
cuttlefish.

Other annotated transcripts corresponding to the potential
markers of haematopoietic cells well described in mammals
were identified in cuttlefish WB, for example, the myeloid
leukaemia factor (MLF), the E3 ubiquitin-protein transferase
(MAEA), the erythroblast macrophage protein (Emp), or the
thioester-containing protein 1 (CD109) (Table 4). In humans,
MLEF is expressed in the CD34+ haematopoietic progenitor
cells of the bone marrow and plays a role in the early stage of
haematopoiesis,”" it may also contribute to the maintenance of
haematopoietic stem cells (HSCs).”” Emp mediates erythro-
blast—macrophage interactions and the terminal maturation
and enucleation of erythroid cells in vitro,” and its expression
suggests a function in bone marrow haematopoiesis.”* CD109
identified in cuttlefish, a member of the thioester-containing
protein family, possesses sequence identity levels of 30.06%
with human CD109 (Q6YHK3.2) and 58.87% with Euprymna
scolopes thioester-containing protein (AFV94409.1) and differs
from the a2-macroglobulin previously identified in PSG
extracts.”” In humans, CD109 is expressed by CD34+
cells””® and during neutrophil and monocyte maturation,”
making it a putative marker of HSC. A CD109 transcript is also
present in E. tasmanica WB," suggesting a putative role in Hct
production in cephalopods. However, CD109 is involved in
immune processes such as those described in human T-cells”®
or in E. scolopes.”” The expression of Es-CD109 is down-
regulated in the light organ of symbiotic juveniles as compared
to aposymbiotic juveniles, suggesting that the cephalopod
immune system is modulated in the presence of the bacterial
symbionts in the light organ.”” The identification of these
homologues of haematopoiesis markers in the cuttlefish WB
confirms the presence of HSC in the WB, previously
morphologically described and called “haemocytoblast” by
Claes.”

Two transcription factors, one partial sequence of the
transcriptional activator Myb (Myb) and GATA-binding factor
3 (GATA3) were identified in cuttlefish. Myb is a major
regulator of haematopoiesis in mice and is involved in red
blood cell and T cell development.'””'°" Moreover, Myb
mutation induces a decrease in the number of red blood cells,
B cells, and T cells and an increase in haematopoietic cells.'**
In cuttlefish, Myb may be a regulator of Gata3, as described in

mice.'” Gata3 was found mainly expressed in the gills of C.
gigas®* and upregulated in gills during secondary challenge with
V. splendidus.”® So-GATA3 has the DNA-binding domain
YxKxHxxxRP described by Shinnakasu and collaborators'®*
(Figure 4). In cuttlefish, it may be involved in Hct production
and regulated by Myb.

Two proliferation factors—interleukin enhancer-binding
factor 2 (NF4S) and the myeloid-derived growth factor
(MYDGF)—were identified in cuttlefish. In humans,
MYDGF promotes endothelial cell proliferation in wvitro,"*°
while NF4S binds to NF90 and stimulates the regulation of
gene expression.'’° Disruption of both NF90 and NF45
impaired endothelial stem cell proliferation, suggesting that
NF45 and NF90 are involved in the regulation of cell
proliferation."”” A mammalian negative re§ulator of the cell
cycle cytokine receptor-like factor 3 (p48)'” was identified in
cuttlefish, where it may be involved in Hct proliferation and
differentiation with MYDGF and NF45. These factors may be
involved in Hct proliferation and differentiation in cuttlefish
WB and in the maturation process previously proposed by
Claes.”” Moreover, a cytokine macrophage MIF was identified
in cuttlefish, as described in two other molluscs.””*® In B.
glabrata, knock down of the MIF gene induced a decrease in
the number of Hct, suggesting that it is involved in Hct
activation.” The cuttlefish MIF homologue may be involved in
Hct production and activation.

Finally, signal-transducing adapter molecule 1 (STAM-1)
and the STAM-binding protein (or AMSH) were identified in
WB protein extracts (Table 4). These two Froteins are
involved in signal transduction mediated by IL-2,"~""" while
IL-2 is involved in HSC maintenance and normal haematopoi-
esis in mice.''” Two other factors putatively involved in
haematopoiesis and described in the transcriptome of the E.
tasmanica WB were identified in S. officinalis, that is, partial
sequences of subunit 1 of the cleavage and polyadenylation
specificity factor (CPES1) and of the fibroblast growth factor
receptor (FGFR).* The disruption of the CPFS1 gene
induced defective polyadenylation of snrnp70, a splicing factor
required for HSC development in D. rerio.'"> FGFR2 is the
receptor of fibroblast growth factor 2, which is involved in
haematopoiesis by enhancing HSC numbers.''* This way,
these factors could be involved in HSC maintenance in S.
officinalis.

https://dx.doi.org/10.1021/acs.jproteome.0c00100
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Table S. Inmune-Related Transcripts Identified in S. officinalis WB Extracts®

transcript TR length (bp) PR length (aa) name putative function TPM

DN12467_c0_gl_il 2823 833 Toll-like receptor y (TLRy) toll signaling 1.54
DN18158_c7_g2 i3 1385 338 myeloid differentiation factor 88 (MyD88) toll signaling 15.98
DN18451_c8_g2 i2 955 222 Toll-interacting protein (Tollip) toll signaling 0

DN17586_c2_g4 il 1111 319 interleukin-1-receptor-associated kinase-4 (IRAK-4) NE-«B signaling 0

DN17182_cl_g3_i2 2158 649 interleukin-1-receptor-associated kinase-1 (IRAK-1) NE-kB signaling 20.45
DN10923_c0_g2 il 1821 498 TNF receptor-associated factor 3 (TRAF3) NF-kB signaling 0.77
DN15884_c0_gl_il 2990 703 E3 ubiquitin-protein ligase TRAF7 (TRAF7) NE-kB signaling 2.65
DN19803_c7_gl_i3 2661 644 inhibitor of nuclear factor -B kinase subunit @ (IKKa)  NF-kB signaling 0

DN17661_c4_g2 il 2680 746 inhibitor of nuclear factor k-B kinase subunit ¢ (IKKe)  NF-kB signaling 6.86
DN16830_c5_gl_i2 2278 337 NF-«B inhibitor a (IkBa) NF-kB signaling 10.24
DN17588_c10_gl_ill 3391 546 nuclear factor NF-kB p10S subunit (NF-kB p105) NF-kB signaling 0.3
DN25378_c0_gl_il 915 187 calcineurin subunit B type 1 (CnB) multifunctional protein 2.48
DN18721_c3_gl il 2066 537 bactericidal/permeability-increasing protein (BPI) bacteria binding 6.51
DN17974_c6_gl_il4 1146 271 peptidoglycan recognition protein 1 (PGRP-1) bacteria recognition 15.11
DN19986_c8_gl_i3 1209 263 peptidoglycan recognition protein 2 (PGRP-2) bacteria recognition 3512.24
DN16917_c6_gl_i2 2631 547 galectin-1 glucan recognition 52.79
DN18092_c4_gl il 1280 310 galectin-2 glucan recognition 1.24
DN18954_c2_gl_i6 2561 695 interferon-induced GTP-binding protein Mx1 (Mx1) antiviral activity 4.53
DN19666_c3_gl_i2 2145 624 deleted in malignant brain tumor 1 (partial) (DMBT1)  bacteria binding 9.29
DN3551_c0_gl_il 1716 408 laccase domain-containing protein oxidation 0.69
DN19183_c4_gl_il 407 153 superoxide dismutase Cu/Zn (SOD Cu/Zn) oxidative stress protection 217.35
DN19447_c0_gl_il 1076 23S superoxide dismutase Mn (SOD Mn) oxidative stress protection 91.71
DN12991_c0_gl_il 1292 251 peroxiredoxin 1 (PRX1) oxidative stress protection 17.23
DN12443_c0_gl_il 936 250 peroxiredoxin 2 (PRX2) oxidative stress protection 16.29
DN11617_c0_gl_il 842 245 peroxiredoxin 4 (PRX4) oxidative stress protection 111.41
DN16455_cl_gl_i3 1044 190 peroxiredoxin 5 (PRXS) oxidative stress protection 103.37
DN16601_c0_gl_i2 1072 256 peroxiredoxin 6 (PRX6) oxidative stress protection 822.45
DN17393_c4_gl_i4 784 217 glutathione S-transferase (GST) cellular detoxification 1353.19
DN19855_c3_g3_il 3837 847 heat shock protein 70 (HSP70) stress response 15.95
DN19063_cS5_gl_il 3248 649 heat shock cognate 71 (HSC71) stress response 85.79
DN17831_c5_g2 il 2822 664 heat shock protein 78 (HSP78) stress response 12.51
DN18504_c4_gl_i2 2684 721 heat shock protein 90 (HSP90) stress response 71.39

“TR: transcript, bp: base pair, PR: protein, aa: amino acid, TPM: transcript per million.

In addition to the annotation-based search on the WB
transcriptome, a manual search for additional factors such as
invertebrate drivers or putative previously identified drivers of
haematopoiesis, such as astakines from P. leniusculus"®*’ or
Tal-1/Scl from C. gigas®® was performed but did not yield

relevant results.

Involvement of the WB in Immunity and the Stress
Response

In addition to haematopoiesis-related transcripts, several
immune-related transcripts were identified in cuttlefish WB
(Table S), as previously reported in other cephalopods.*”*!
KEGG annotation of the WB transcriptome and proteome
revealed the presence of 30 and 15 factors involved in the Toll-
like receptor signaling pathway, respectively (Figure S), and 34
and 7 factors involved in the NF-kB signaling pathway (Figure
SS).

Among the members of the Toll/NF-kB pathway, we
identified the following factors: one Toll-like receptor (So-TLR
7), Toll-interacting protein (Tollip), myeloid differentiation
factor 88 (MyD88), interleukin-1-receptor-associated kinases
(IRAK-1 and -4), TNF receptor-associated factor 3 (TRAF3),
and the E3 ubiquitin-protein ligase TRAF7 (TRAF7). Two
subunits of the inhibitor of the nuclear factor x-B kinase (IKKa
and IKKe), the NF-kB inhibitor a (IkBa), and the nuclear
factor NF-kB p100 subunit were also identified.
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Members of the Toll/NF-kB pathway are present in
bilaterian species,''*™""” including molluscs.*>""*~'** Five
TLRs, as well as MyD88, IRAK4, TRAF 6, TRAF 4, IkB
kinase €, IxB kinase y, inhibitor of NF-xB, and REL/NF-«B can
be found in the cuttlefish accessory nidamental gland
(ANG)."*” By contrast, only one TLR was identified in the
WB. So-TLR y, previously identified in ANG,"* contains one
signal peptide, eleven LRRs (leucine rich repeats), one
transmembrane domain, and the TIR (Toll interleukin-1
resistance) domain. So-TLRy possesses 31% identity with
TLR4 of the oyster Pinctada imbricata, whose expression was
significantly upregulated 6 h after LPS injection.'”” So-MyD88
(myeloid differentiation factor 88), previously identified in
ANG,"* possesses both death and TIR domains and displays
97% sequence identity with Sepiella japonica MyD88, another
cephalopod MyD88 significantly upregulated in the liver 24 h
after LPS injection.'”* So-Tollip was identified in the WB
proteome (Table 4); it possesses 68% sequence identity with
Mizuhopecten yessoensis Tollip, which was upregulated after
bacterial challenge.'”® So-Tollip may be involved in TLR4
signaling in cuttlefish, as described in human cells.'*¢ Finally,
the NF-kB pl0S subunit was identified in both the WB
transcriptome and proteome; it possesses the Rel homology
domain (RHD), involved in DNA binding. The So-NF-xB
p10S subunit possesses 48% homology with the human NF-xB
p10S subunit. The NF-kB p105 subunit is part of the Rel/NF-

https://dx.doi.org/10.1021/acs.jproteome.0c00100
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identified in the WB proteome, and orange stars represent proteins identified in both the WB and Hct proteomes.

kB transcription factor involved in the activation of immune
genes in both vertebrate and invertebrate species.'”” Finally, as
represented by the dotted rectangle, as shown in Figure 5, all
the effectors of the TLR signaling pathway, including
inflammatory cytokines and homologues of costimulatory
molecules, were not found in the cuttlefish WB transcriptome.
As previously discussed, these effectors may have slipped
through annotation, confirming the need for further analyses.

In addition to members and regulators of the Toll/NF-«kB
signaling pathway, other immune factors were identified in the
cuttlefish WB transcriptome (Table S), and the occurrence of
several proteins was confirmed by the proteomic approach
only in the WB extract (Table 4). The absence of identification
of immune response proteins in the Hct extract could be
explained by their low abundance in this sample. Using the
“match between run” algorithm in PeaksX to compare Hct
analyses with WB analyses, we detected 3 of these immune
response proteins (tollip, PGRP-2, and galectin-1) in the Hct
extract. By comparing several runs, this algorithm can detect
peptides with identical m/z, retention times, and ionic mobility
even if MS/MS results are unexploitable because the intensity
of the signal is too low. As shown in Table 4, the signal for
these three proteins was much lower in the Hct extract, so that
MS/MS results were unexploitable for identification. These
different signals/abundances may reflect the different amounts
of the biological material available in an organ or tissue for the
WB versus in isolated cells for Hct, as illustrated by the SDS-
PAGE gel (Figure S6).

Among proteins associated with immunity, we identified in
WB transcriptome calcineurin subunit B (CnB), which
possesses 4 EF-hand domains involved in Ca®* binding. The
Ca**-dependent CnB is involved in the innate immune
response in the Drosophila larvae'™® or Chinese mitten
crab.'” So-CnB possesses 96% homology with the oyster P.
fucata CnB, which mediates the immune response of Hcts
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through the activation of NF-kB."*° Besides, So-CnB possesses
91% homology with human CnB, where it may act in vivo as an
immune response regulator via the regulation of NF-kB."*!
Finally, calcineurin-B homologous protein (CHP), which
possesses 69% homology with mouse CHP, was also identified
in the WB transcriptome. In mouse cells, CHP inhibits CnB."**
This way, So-CHP may mediate So-CnB action in the
regulation of the cuttlefish immune system. We cannot rule
out the role of other Ca**-binding proteins such as So-
calreticulin or So-calmodulin in the immune response either, as
described for calreticulin identified in the sea urchin (
Heliocidaris erythogramma)'** or for calmodulin in the Chinese
mitten crab (Eriocheir sinensis).'**

The interferon-induced GTP-binding protein Mxl was
identified in both the WB transcriptome and proteome. Mx
proteins are known to be involved in the response to a broad
range of viruses.”> Four transcripts involved in the bacterial
response were identified including two PGRPs, one bacter-
icidal/permeability increasing protein (BPI) and a partial
sequence of the deleted in malignant brain tumor protein
(DMBT1). PGRP2 and DMBT were identified in WB protein
extracts, and PGRP2 was one of the 20 most expressed
proteins in the WB transcriptome. PGRP and BPI are known
to possess antibacterial activity against Escherichia coli in two
species of bivalves.'**'*” Moreover, in Drosophila, PGRPs are
involved in the activation of the Toll signaling pathway."**
Both WB PGRPs possess the conserved peptidoglycan-binding
type-2 amidase domain involved in the bacterial peptidoglycan
hydrolysis.””” DBMT1 is a secreted scavenger receptor
cysteine-rich protein, which binds bacteria in humans,'*'*!
and is involved in the coelomocyte response to the E. coli
challenge in the blue bat star (Patiria pectinifera)."*> As for
haematopoietic factors, a manual search of the WB tran-
scriptome was performed to complete the annotation-based
search and look for additional immune factors, especially

https://dx.doi.org/10.1021/acs.jproteome.0c00100
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antimicrobial peptides (AMPs). Only two AMPs were
identified in a cephalopod during a thorough in silico search
on transcriptomic data of cuttlefish PSG, reproductive organs,
and CNS, revealing the complexity of the manual search and
identification of factors from unannotated transcripts.'** No
AMP was identified during our manual search, but two
galectins were identified (Table S), and galectin-1 was
identified in the WB proteome (Table 4). Galectin-1 possesses
44% identity with a galectin identified in Haliotis rufescens gills,
Hcts, and mantle, which is overexpressed in Hcts after
challenge with Vibrio anguillarum.'** All these factors may be
involved in bacterial recognition by and elimination from the
cuttlefish WB.

Among the factors involved in the immune system response,
we also detected four heat shock proteins (HSPs) (HSP 70,
71, 78, and 90) (Table 4) in the cuttlefish WB and Hct
proteome. Only two were identified in the E. scolopes Hct
proteome (HSP22 and HSP70)”° or the P. canaliculata Hct
proteome (HSP70 and HSP90).”" Many proteins involved in
the oxidative stress response were also found. The occurrence
of most of these proteins was confirmed in WB and Hct
extracts (Figure 1 and Table 4), such as peroxiredoxin-1
(Prx1) or glutathione S-transferase (GST). These two proteins
could act as antioxidants, as described for SmPrx1 in Sepiella
mandroni'*> and for GST in the bivalve Thais clavigera."*® The
Zn/Cu superoxide dismutase (SOD), upregulated during the
Sepiella maindroni challenge with Vibrio harveyi'”’ and
described as an Hct marker in C. gigas,zz’148 was also identified
in cuttlefish WB. Most of the proteins involved in the oxidative
stress response possessed a high iBAQ in WB extracts
coinciding with their expression levels, for example, GST had
a TPM value of 1353 and a WB iBAQ of 10,588,
peroxiredoxin-6 had a TPM value of 822 and a WB iBAQ of
3792 or Zn/Cu SOD had a TPM value of 217 and a WB iBAQ_
of 3046 (Tables 4 and S).

Interestingly, none of the putative effectors of enzyme
activities observed in cuttlefish Hct by Le Pabic and
collaborators'> were identified in the WB transcriptome or
the WB or Hct proteomes. However, our manual search of the
WB transcriptome allowed us to identify a laccase domain-
containing protein (Table S) which possesses a copper oxidase
domain (aa 175—405) involved in the oxidation of phenol and
non-phenol compounds. Several immune factors involved in
the bacterial and viral response, such as PGRP2, Mxl, or
Tollip, were identified in the WB proteome but not in the Hct
proteome (Table 4). These factors are WB-specific and argue
in favor of the involvement of this organ in the immune
response, as suggested by Juarez et collabators in fertilized
females.”' It would be interesting to study the WB response to
a bacterial challenge to confirm this hypothesis.

B CONCLUSIONS

-Omic analyses demonstrated for the first time that the
cuttlefish WB is involved in haematopoiesis as well as in the
immune and stress responses. For the first time, the JAK-STAT
signaling pathway was clearly identified in a mollusc
cephalopod by -omic approaches and identified as a potential
key regulator of haematopoiesis. Our comparative analysis of
the WB and Hct proteomes tended to bring molecular
evidence confirming the previous morphological study by
Claes™ indicating that the WB is at the origin of Hct. Besides,
the WB harbors intense metabolic activity in line with its
haematopoietic function. Considering the low level of
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annotation, numerous factors involved in these functions
may have gone unnoticed. Further analyses will be needed to
confirm the involvement of the JAK-STAT pathway in
haematopoiesis and the involvement of the WB in the immune
response.
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Supporting experimental section

Detailed quality control and cDNA library preparation protocols

Total RNA was quantified using a NanoDrop Spectrophotometer ND-1000 (NanoDrop
Technologies, Inc.), and its integrity was assessed on a 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies). Libraries were generated from 250 ng of total RNA as follows: mRNA
enrichment was performed using the NEBNext Poly(A) Magnetic Isolation Module (New
England BioLabs). cDNA synthesis was achieved using NEBNext RNA First Strand Synthesis and
NEBNext Ultra Directional RNA Second Strand Synthesis Modules (New England BiolLabs). The
remaining steps of library preparation were performed using NEBNext Ultra Il DNA Library
Prep Kit for lllumina (New England BiolLabs). Adapters and PCR primers were purchased from
New England Biolabs. Libraries were quantified using the Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA Assay
Kit (Life Technologies) and the Kapa Illumina GA with Revised Primers-SYBR Fast Universal kit
(Kapa Biosystems). Average size fragment was determined using a LabChip GX (PerkinElmer)

instrument.
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Figure S1: MAPK signalling pathway. Red boxes represent proteins identified in the WB

transcriptome, blue stars represent proteins identified in the WB proteome, and orange stars

represent proteins identified in both the WB and Hct proteomes.
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Figure S2: Cell cycle. Red boxes represent proteins identified in the WB transcriptome,
blue stars represent proteins identified in the WB proteome, and orange stars represent

proteins identified in both the WB and Hct proteomes.
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Figure S4: Notch signalling pathway. Red boxes represent proteins identified in the WB
transcriptome, blue stars represent proteins identified in the WB proteome, and orange stars

represent proteins identified in both the WB and Hct proteomes.
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Figure S5: NF-kB signalling pathway. Red boxes represent proteins identified in the WB
transcriptome, blue stars represent proteins identified in the WB proteome, green stars
represent proteins identified in the Hct proteome, and orange stars represent proteins
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Figure S6: Photograph of the entire SDS-PAGE gel (WB: White Body protein extract; Hct:

Haemocyte protein extract; 3X, 2X, 1X: relative concentrations; MW1: broad-range protein
molecular weight marker, Promega V8491; MW?2: ColorBurstTM electrophoresis marker,

Sigma-Aldrich C1992).
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Table S1. Supporting data regarding proteins identified by SDS-PAGE separation coupled

with fast MALDI MS analysis.

Band# Protein name Transcript Mass (kDa) Score #Pep %Cover
1 ﬁl—(igwinobutanoate/Z—iminopropanoate deaminase- DN19744_c3_gl il 14 23878 2 1213
1  Actophorin-like DN16851_c8 g2 il 16 169.82 2 3.07
1 Calmodulin DN16834 c11 gl il 16 113.73 1 1.26
2 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A2 DN18623 c2 gl il 17 21759 4 11.48
3 Nucleoside diphosphate kinase DN19493 c8 g1 i2 16 31869 5 22.46
4 Glutathione S-transferase DN17393 c4 g1 i4 25 450.59 6 24.44
4 Peroxiredoxin-1 DN12991 c0 gl i1 28 90.59 2 8.29
5 Rho GDP-dissociation inhibitor 2 DN19413 c6 g1 il 23 24181 4 12.63
5 Proteasome subunit a type-2-like DN13958 c0 gl il 26 208.73 2 7.43
5 Triosephosphate isomerase DN17305 c1 g5 i1 23 112.6 2 6.49
6 Malate dehydrogenase DN14514 c0 gl i1 31 163.56 2 5.34
6 Proteasome subunit a type-1-like DN17684 c7 gl i2 31 93.6 2 8.63
7 Gyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase DN17483 c6 g2 il 35 17693 3 8.66
8 Protein disulfide isomerase DN17306_c6_g9 i2 39 138.28 3 9.45
9  Actinll DN17283_c8 gl _i12 41 766.29 9 22.77
10 lIsocitrate dehydrogenase DN18529 c6 g3 il 49 58.91 2 3.75
11 Enolase DN16491 c0 gl i2 50 117.69 2 7.28
11  Rab GDP dissociation inhibitor beta DN19760_c5 gl i15 49 119.87 2 6.3
12 Radixin DN17013_c6_g4 i5 64 41326 7 1061
12 Transketolase DN17786_c5 g2 i12 68 91.01 2 3.96
13  Heat shock protein 90 DN18504 c4 g1 i2 83 122 2 3.04
14  Elongation factor 2 DN19580_c2 gl i3 94 29093 6 8
15 Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1 DN18680 c3 g1 il 119 206.63 4 5.22
15 Thioester-containing protein 1 (CD 109) DN16050_c0 gl i1 158 37.65 1 0.93

Band#: band number, Score: MASCOT software score, #Pep: peptides number
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3. Discussion

L'approche multi-omique menée sur le corps blanc chez Sepia officinalis a permis
I'identification de nombreux facteurs, comme le facteur de transcription GATA ou le MIF, en
lien avec I’hématopoiese chez d’autres organismes Protostomiens ou Vertébrés. Plusieurs
voies de signalisation impliquées dans I’"hématopoiése chez la drosophile et les Mammiféres
ont été mises en évidence chez la seiche comme les voies Notch et JAK-STAT. Pour la premiere
fois chez un Mollusque Céphalopode, la majorité des membres de la voie de signalisation JAK-
STAT a été identifiée ce qui suggere fortement I'implication de cette voie dans I'évolution des
hémocytoblastes chez les Protostomiens. Par ailleurs, I'analyse protéomique a révélé que le
CB est un organe au métabolisme intense associé a la fonction hématopoiétique et a I'aspect
dynamique évoqué par les observations de Claes (1996). Parmi les protéines bien identifiées,
sont retrouvés des facteurs liés au stress oxydatif qui pourraient étre associés a
I’'hématopoiese. En effet, il a été démontré, notamment chez les Crustacés, que les especes
réactives de I'oxygene pouvaient jouer un réle important dans I’"hématopoiése comme chez
I’écrevisse P. leniusculus (Junkunlo et al., 2016) ou le crabe chinois Eriocheir sinensis (Jia et al.,

2018).

L'hématopoiese pourrait étre régulée également pas des neuropeptides de par la
proximité du SNC et I'importante vascularisation mise en évidence par Claes (1996). Cette
hypothése est étayée par le fait que plusieurs récepteurs couplés aux protéines G capables de
se lier a des neurofacteurs ont été identifiés au sein de transcriptome de CB comme un
récepteur aux NeuroPeptide F ou NeuroPepetide Y (NPF/NPY) et un récepteur a la sérotonine.
Celle-ci joue chez I'écrevisse un role dans I’hématopoiese et I'augmentation d’hémocytes dans

I’'hémolymphe (Noonin, 2018).

Outre son role incontestable dans I’'hématopoiese, le CB semble avoir une autre fonction :
une fonction immunitaire, notamment par la présence de nombreux facteurs jouant un réle
dans la reconnaissance des pathogenes et dans la mise en place de la réponse immunitaire.
Chez la drosophile adulte, il a été démontré la présence d’un « hub » hématopoiétique
capable de présenter des activités de phagocytose tout en permettant la prolifération
d’hémocytes lors d’une infection (Ghosh et al., 2015). Chez les Céphalopodes, le CB semble

jouer également un réle dans la réponse immunitaire comme cela a été suggéré par I'étude

67



Chapitre 1. Etude de I'organe hématopoiétique : le Corps Blanc

de Salazar et collaborateurs (2015) chez E. tasmanica et observé chez O. maya ou des facteurs
immunitaires sont sous-exprimés au niveau des CB de femelles fécondées et sur-exprimés au
niveau des CB de males matures (Judrez et al, 2019). Au vu des résultats de I'étude
comparative des protéomes du CB et des hémocytes concernant les facteurs immunitaires, il
serait intéressant de suivre le CB lors d’une infection de maniére a comprendre son r6le dans
la réponse immunitaire comme cela a été réalisé notamment chez la crevette Macrobrachium
rosenbergii. Chez cette derniere, lors d’une infection virale, I'organe hématopoiétique accroit
sa production d’hémocytes et présente des cellules souches immunostimulées (Jariyapong et
al., 2019). Certains facteurs immunitaires n’ayant été retrouvés qu’au niveau du CB, il n’est
pas exclu que, chez la seiche, I'organe hématopoiétique pourrait assurer également une

fonction immunitaire au-dela de sa production d’hémocytes.

68









Chapitre 2. Les HéEmocytes






Chapitre 2. Les Hémocytes

1. Introduction

Chez les Protostomiens, les cellules circulantes sont communément appelées hémocytes.
Le nombre de type cellulaire varie selon les espéeces allant d’un type cellulaire chez certains
Chélicérates a six types cellulaires chez certains Lépidopteres (Smith, 2016). Dans ce chapitre,
I'attention sera portée sur les cellules circulantes retrouvées chez les Mollusques et leurs roles

dans I'immunité.

1.1. Les différent types d’hémocytes chez les mollusques
Les hémocytes ont fait I'objet de nombreuses études, notamment chez les Bivalves. De
maniére générale, chez les Mollusques, le nombre de types cellulaires varie en fonction des
espéces. Deux types majeurs sont répertoriés : les hémocytes a granules ou granulocytes et

les hémocytes agranulaires appelés hyalinocytes ou agranulocytes (Pila et al., 2016a).

1.1.1. Chez les Bivalves

Chez les Bivalves, il existe une grande disparité dans le nombre de types hémocytaires
décrits au sein d’une espece (Figure 19). Chez les especes appartenant a la famille des
Mytilidae, deux a quatre types d’hémocytes différents ont été observés. Chez Mytilus
californianus, trois types cellulaires ont été décrits apres coloration de Giemsa : hyalinocytes,
granulocytes basophiles et granulocytes acidophiles appelés également éosinophiles (Bayne
et al., 1979). Chez Mytilus galloprovincialis, Carballal et ses collaborateurs (1997) ont mis en
évidence en Microscopie Optique (MO) aprés coloration de May-Griinwald Giemsa (MGG) une
population de hyalinocytes et trois populations de granulocytes : acidophiles, basophiles et
intermédiaires contenant les deux types de granules. Chez Mytilus edulis, trois types
d’hémocytes : hyalinocytes, basophiles semi-granulaires et granulocytes acidophiles ont été
différenciés apres cytométrie en flux et observations en MO aprées coloration Hemacolor®, une
variante de la coloration MGG (Le Foll et al., 2010). Chez la moule verte asiatique Perna viridis,
les deux types cellulaires principaux, hyalinocytes et granulocytes, ont été observés apres
cytométrie en flux (Wang et al., 2012b). Par ailleurs, plusieurs sous-types ont pu étre
distingués aprés observations en MO (coloration MGG) et Microscopie Electronique a
Balayage (MEB) et Transmission (MET) dont les hemoblast-like cells (ou blast-like cells). Ces
dernieres joueraient le réle de cellules souches hématopoiétiques (Wang et al., 2012b). Chez

les deux moules d’eau douce Quadrula quadrula et Quadrula pustulosa, Burkhard et
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collaborateurs (2009) ont observé en MO (coloration de Wright—Giemsa) quatre populations
d’hémocytes : des granulocytes basophiles et acidophiles et des hyalinocytes de 2 tailles
différentes. Chez une autre moule d’eau douce, Anodonta cygnea, deux types principaux ont
été décrits: granulocytes et agranulocytes. Aprés coloration de MGG, deux types de
granulocytes, acidophiles et basophiles, sont distingués en MO tandis que les agranulocytes
sont séparés en hyalinocytes et hemoblast-like cells (Salimi et al., 2009). Chez la moule zébrée
Dreissena polymorpha, trois types d’hémocytes: hemoblast-like cells, hyalinocytes et
granulocytes acidophiles ont été décrits en MO apreés coloration Hemacolor® et cytométrie en

flux (Evariste et al., 2016).
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Figure 19. Observations en microscopie optique de différents types d’hémocytes décrits chez

les Mollusques Bivalves.

Chez les huitres Crassostrea gigas et Cassostrea virginica, trois types cellulaires ont été
décrits. Associés aux hyalinocytes, des granulocytes basophiles et acidophiles sont distingués
chez C. gigas (Ruddell, 1971a, 1971b), alors qu’une différence de taille est observée entre les
granulocytes chez C. virginica, (Ford et al., 1994). Chez les huitres perliéres Pinctada fucata (Li
et al., 2015) et Pinctada imbricata (Kuchel et al., 2010), trois types d’hémocytes ont été
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décrits : petits et grands hyalinocytes et granulocytes. Chez P. imbricata un type
supplémentaire, les cellules séreuses, représentant une faible proportion de la population
totale d’hémocytes et potentiellement impliquées dans le stockage ou la séquestration des
déchets a été décrit (Kuchel et al., 2010). Chez Saccostrea glomerata (Aladaileh et al., 2007),
Crassostrea ariakensis (Donaghy et al., 2009) et Crassostrea rhizophorae (Rebelo et al., 2013),
trois types principaux ont été décrits : hemoblast-like cells, granulocytes et hyalinocytes.
Cependant, apres tri en cytométrie en flux, deux populations uniquement distinguables par
leur degré de granulation ont été observées chez Crassostrea rhizophorae laissant penser aux
auteurs que les trois types d’hémocytes décrits correspondraient a plusieurs stades,
hémocytes jeunes, hémocytes anciens et hémocytes post-reactive avec ou sans granules

(Rebelo et al., 2013).

Chez le pétoncle Nodipecten subnodosus, aucun hémocyte observé en MET n’a eu
I"aspect d’un granulocyte en revanche des hyalinocytes de petite et de grande tailles et des
blast-like cells ont été décrits (Estrada et al., 2013). Trois types, granulocytes éosinophiles,
hyalinocytes et morula-like cells, ont été décrits chez le bénitier Tridacna crocea en MO apres
coloration de MGG et MET (Nakayama et al., 1997). Chez le lavignon Scrobicularia plana des
granulocytes éosinophiles et basophiles ainsi que des hyalinocytes basophiles ont été
répertoriés (Wootton et Pipe, 2003). Chez le couteau Ensis directus, les hyalinocytes et les
granulocytes sont classés en sous-populations en fonction de leur taille, et sont parfois
associés a des vesicular-cells. Ces cellules nuclées se caractérisent par I'absence d’organelles
et la présence de vésicules et pourraient correspondre a des granulocytes dé-granulés
(Preziosi et Bowden, 2016). Chez les palourdes Phreagena okutanii et Abyssogena
phaseoliformis, vivant en profondeur et connues pour posséder des cellules circulantes
transportant I'oxygene grace a I’hémoglobine (Zal et al., 2000, Suzuki et al., 2000, Rivera et
al., 2008), trois types d’hémocytes ont été mis en évidence: des érythrocytes, des
granulocytes basophiles et éosinophiles (Tame et al., 2018). Chez la palourde Macrocallista
nimbosa, une seule population a été mise en évidence (Jauzein et al., 2013), ce qui la
différencie considérablement de la palourde Ruditapes philippinarum, ol huit types de
hyalinocytes basophiles et huit types de granulocytes acidophiles ont été observés apres

coloration Hemacolor® (Liu et Zhao, 2018).
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1.1.2. Chez les Gastéropodes

Chez les Gastéropodes, quelques études sont consacrées a la description des hémocytes
(Figure 20). Alors que chez Megathura crenulata et Aplysia californica, un seul type
d’hémocytes a été décrit en MET et MEB (Martin et al., 2007), chez d’autres Gastéropodes
plusieurs populations hémocytaires sont distinguées. Mahilini et Rajendran (2008) ont étudié
les hémocytes chez I'escargot terrestre Trachea vittata et les escargots d’eau douce Pila
globosa et Indoplanorbis exustus. Aprés observations en MO (coloration MGG) et MEB, deux
types principaux, hyalinocytes et granulocytes sont décrits, les granulocytes étant séparés en
type | : petits basophiles ; type Il : grands basophiles ; et type Il : grands acidophiles (Mahilini
et Rajendran, 2008). Chez I'escargot de mer Turbo cornutus, quatre types, blast-like cells,
hyalinocytes type | et Il et granulocytes ont été observés apreés coloration Hemacolor®
(Donaghy et al., 2010). Chez I'escargot d’eau douce Pomacea canaliculata deux populations
sont distinguées : celle des petits hémocytes agranulaires basophiles (groupe |) et celle des

grands hémocytes acidophiles (groupe Il) (Accorsi et al., 2013).

Chez Haliotis discus discus, aucun hémocyte a granules n’est observé en MO apres
coloration Hemacolor®. Les deux populations d’hémocytes présentes sont des blast-like cells
et des hyalinocytes (Donaghy et al., 2010). Chez Haliotis tuberculata, des hyalinocytes et
quelques rares granulocytes sont décrits en MO aprées colorations de Giemsa, MGG et
Hemacolor®. La cytométrie en flux a permis de différencier deux types de hyalinocytes : les

blast-like cells de petite taille et les hyalinocytes de grande taille (Travers et al., 2008).

Chez Biomphalaria tenagophila, des hyalinocytes et des granulocytes ont été décrits en
MO apres coloration de Giemsa et MEB (Barracco et al., 1993). Quant aux études les plus
récentes réalisées par Cavalcanti et collaborateurs (2012) chez B. glabrata et Biomphalaria
straminea, elles mettent en évidence cing populations hémocytaires : les blast-like cells, trois
types de hyalinocytes (type |, Il et lll) et des granulocytes apres MO (coloration de Giemsa) et

observations en MET.
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Figure 20. Observations en microscopie optique de différents types d’hémocytes décrits chez

les Mollusques Gastéropodes.

1.1.3. Chez les Céphalopodes

Chez les Céphalopodes, seules quelques rares études ont été menées sur la morphologie
des hémocytes (Figure 21). Chez Eledone cirrhosa (Malham et al., 1997), Octopus briareus
(Cowden et Curtis, 1973), Octopus minor et Octopus ocellatus (Kondo et al., 2003) un seul type
cellulaire a granules a été décrit a partir d’échantillons d’hémolymphe apres observations en
MO et ME. Chez Sepia officinalis, une seule population de granulocytes a également été mise
en évidence aprés observation en MO (coloration de Wright), en MEB et MET et cytométrie
en flux (Le Pabic et al., 2014a). Chez O. vulgaris, Castellanos-Martinez et collaborateurs (2014)
différencient deux types cellulaires petits et grands granulocytes en MO, ME et cytométrie en
flux, tandis que Troncone et collaborateurs (2014) décrivent trois populations cellulaires
distinctes :, « hemoblast-like cells », hyalinocytes et granulocytes en MO aprés coloration de

MGG et cytométrie en flux.
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Figure 21. Observations en microscopie optique de différents types d’hémocytes décrits chez

les Mollusques Céphalopodes.

1.2. Fonction immunitaire des hémocytes chez les Mollusques

Le réle immunitaire des hémocytes chez les Mollusques est celui qui a été le plus étudié
et documenté (Castillo et al., 2015, Al-Khalaifah et Al-Nasser, 2019). L'immunité chez les
Mollusques repose essentiellement sur des mécanismes immunitaires innés au travers des
voies cellulaire et humorale. Ces mécanismes s’articulent autour de trois étapes (1) la
reconnaissance du pathogene grace a des motifs moléculaires qui lui sont propres appelés
PAMP (Pathogen-Associated Molecular Pattern) ; (2) la signalisation permettant de
transmettre le signal induit par les PAMP jusqu’au noyau induisant (3) la production
d’effecteurs immunitaires et/ou de molécules de signalisation (Escoubas et al., 2016) (Figure
22). Les facteurs produits sont ensuite libérés et interviennent dans les réponses cellulaire
et/ou humorale. Certains facteurs sécrétés interviennent dans la reconnaissance des PAMP
comme les lectines qui interviennent dans des phénomenes tels que I'opsonisation ou

I'agglutination, facilitant les processus cellulaires comme la phagocytose ou I'encapsulation
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bien décrites chez les Mollusques Bivalves et Gastéropodes (Tasumi et Vasta, 2007, Zheng et

al., 2008, Zhang et al., 2014a, Yang et al., 2015).

PAMP

(1) Reconnaissance

(2) Signalisation (3) Production/

Sécrétion

@ /LrXeﬁecteur
‘ N\

\NM Traduction molécule de

Modulation de signalisation

I'expression
noyau

cellule

Figure 22. Représentation schématique des trois étapes de la réponse immunitaire

innée.

La réponse humorale met en jeu des effecteurs ayant une action cytotoxique comme les
Peptides AntiMicrobiens (PAM) (Bachere et al., 2015) ou des molécules issus de cascades

protéolytigues comme celle de la prophénoloxydase (Luna-Acosta et al., 2017).

1.2.1. La phagocytose

La phagocytose est employée par la cellule lorsque de petits corps étrangers (inertes ou
vivants) sont détectés. Elle nécessite I'émission de pseudopodes venant entourer le corps
étranger. Une fois celui-ci totalement internalisé, un phagosome se forme et la digestion
commence grace a des enzymes lytiques provenant de la fusion de lysosomes ou la production
d’Espéces Réactives de I'Oxygene (ERO) comme |'anion superoxyde (Oz) ou le peroxyde
d’hydrogéne (H.0;), ou d’Especes Réactives Nitriques (ERN) comme |'oxyde d’azote (NO)
(Figure 23). Les hémocytes de Mollusques sont ainsi capables de réaliser la phagocytose de
bactéries (Wootton et Pipe, 2003, Estrada et al., 2013), de levures (Aladaileh et al., 2007,

Martin et al., 2007, Huang et al., 2018), de zymosan (Carballal et al., 1997a, Novoa et al., 2002,
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Castellanos-Martinez et al., 2014a) ou de spheres fluorescentes (Travers et al., 2008, Donaghy
et al., 2010, Castellanos-Martinez et al., 2014a, Le Pabic et al., 2014a, Evariste et al., 2016,
Tame et al., 2018). Lorsque plusieurs types cellulaires d’hémocytes, hyalinocytes et
granulocytes, sont décrits au sein d’une méme espece, il apparait que les granulocytes
présentent un taux de phagocytose supérieur comme cela a été observé chez S. glomerata
(Aladaileh et al., 2007), C. ariakensis (Donaghy et al., 2009), P. fucata (Huang et al., 2018) ou
M. galloprovincialis (Carballal et al., 1997a). Chez C. virginica une lectine de la famille des
galectines, CvGal, produite par les hémocytes et sur-exprimée aprés exposition au parasite
Perkinsus marinus semble faciliter la phagocytose de ce parasite en s’y liant (Tasumi et Vasta,

2007).
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Figure 23. Représentation schématique des étapes de la phagocytose (d’aprés

Bachére et al., 2015).

Chez Chlamys farreri, la lectine Cflec-3, capable de se lier a différents PAMP et sur-

exprimée au niveau des hémocytes aprés stimulations aux LipoPolySaccharides (LPS),
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PeptidoGlycaNes (PGN) ou 3-glucanes, améliore la phagocytose d’E. coli par les hémocytes

(Yang et al., 2015).

1.2.2. l’encapsulation
L’encapsulation est observée lorsqu’un corps étranger de taille plus importante, comme
un parasite, est détecté. Elle requiert I'intervention de plusieurs hémocytes qui adherent au

corps étranger, pouvant former plusieurs couches de cellules (Figure 24).
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Figure 24. Représentation schématique des étapes de I'encapsulation (d’aprés

Gerdol et al., 2018).

Chez B. glabrata, I'’encapsulation du parasite Schistosoma mansoni par les granulocytes a
été observée en MET (Loker et al., 1982). Chez R. philippinarum, I'encapsulation des parasites
du genre Perkinsus par les granulocytes a été observée en MO (Montes et al., 1995). Chez S.
glomerata, les granulocytes sont capables d’encapsuler des hyphes du champignon Cordyceps
bassiana (Aladaileh et al., 2007). Il semble donc que seuls les granulocytes sont impliqués dans
I’encapsulation. Chez P. veridis (Jayaraj et al., 2009) et Meretrix casta (Meena et al., 2010), la
capacité d’encapsulation par les hémocytes de billes de chromatographie a base d’agarose

chargées positivement a été mise en évidence (Jayaraj et al., 2009, Meena et al., 2010). Chez
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C. farreri, CfLec-3 améliore I’encapsulation de billes de chromatographie a base d’agarose par

les hémocytes (Yang et al., 2015).

1.2.3. Libération de molécules cytotoxiques

La libération extracellulaire de molécules cytotoxiques est également un processus médié
par les hémocytes chez les Mollusques. C'est le cas pour le NO, produit par la Nitric Oxide
Synthase (NOS) et impliqgué dans différents mécanismes dont I'élimination des bactéries
(Colasanti et Venturini, 1998) ou de parasite comme les sporocystes de S. mansoni (Hahn et
al., 2001). L'élément déclencheur de I'activité NOS et de la libération de NO varie selon les
espéces. Chez Octopus vulgaris, les hémocytes sont capables de produire du NO en réponse a
une exposition au zymosan mais pas aux LPS (Novoa et al., 2002), tandis que chez I'escargot
d’eau douce Viviparus ater, la stimulation aux LPS entraine une hausse de I'activité NOS (Conte
et Ottaviani, 1995). Chez Ruditapes decussatus, les deux stimulations (zymosan et LPS)

entrainent une augmentation de la production de NO par les hémocytes (Tafalla et al., 2003).

1.2.4. Production de peptides antimicrobiens
Une autre fonction en lien avec I'immunité est la sécrétion de PAM. Chez les Mollusques,
et notamment les Bivalves, les hémocytes sont capables de produire des PAM en réponse ou

non a un défi immunitaire.

Les peptides antimicrobiens

Les PAM sont des peptides majoritairement cationiques dont la taille varie entre 10 et 50
acides aminés (Hancock, 2001). lls ont été identifiés chez de nombreuses espéces animales
appartenant aux Protostomiens comme les Insectes ou aux Chordés comme les Mammiferes
(Jenssen et al., 2006), chez les especes végétales comme les plantes (Stotz et al., 2013) ou les
macroalgues (Shannon et Abu-Ghannam, 2016), les champignons (Mygind et al., 2005) et les
microorganismes (Paiva et Breukink, 2013) comme les bactéries (Rince et al., 1994, Drosinos
et al., 2006) ou les microalgues (Guzman et al., 2019). Les PAM proviennent généralement de
I’expression, de la traduction et de la maturation d’'un précurseur et possedent une activité
ciblée ou non sur les microorganismes comme les virus, les champignons ou les bactéries
(Jenssen et al., 2006). Les précurseurs de PAM peuvent étre classés en quatre catégories

suivant leur organisation (Figure 25).
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Aussi, il existe plusieurs types de PAM qui arborent une structure tridimensionnelle
complexe comme les PAM riches en cystéines, des PAM qui ne se structurent pas comme les
PAM riches en certains acides aminés comme la proline, ou encore des PAM qui se structurent
en hélice-a souvent amphipathiques. Chez les Mollusques, sont retrouvés (1) des peptides a
cystéines comme les défensines (Gueguen et al., 2006b, Adhya et al., 2012), (2) des peptides
linéaires sans cystéine comme les myticalines (Leoni et al., 2017) et (3) des peptides riches en
proline (Gueguen et al., 2009) ou en glycine (Herbiniere et al., 2005, Verdon et al., 2016).
Parfois les PAM peuvent dériver de protéines comme [’haliotisine issue de I’"hémocyanine

(Zhuang et al., 2015), ou la molluskine provenant d’une histone (Sathyan et al., 2012).

Catégorie 1

Exemple : Penaeidin-3a — Penaeus vannamei

Catégorie 2

Exemple : Big-défensine-1 — Crassostrea gigas

Catégorie 3

Exemple : Mytilicin A2 — Mytilus edulis

Catégorie 4

PAM1 PAM2 PAM3 PAM4 PAMS

Exemple : Apidaecines — Apis mellifera

Figure 25. Représentation schématique des différents types de précurseurs de peptides
antimicrobiens (PPAM). Tous les PPAM possédent un peptide signal (jaune) Les PAM matures
apparaissent en vert. Les pro-région (catégorie 2), extension C-terminale (catégorie 3) et espaceurs

(catégorie 4) apparaissent en bleu.

Les peptides antimicrobiens de Mollusques

Chez les Mollusques, et particulierement chez les Bivalves plusieurs familles de PAM ont
été identifiées, majoritairement a partir d’extraits de plasma (hémolymphe sans hémocytes)
(Hubert et al., 1996, Charlet et al., 1996, Mitta et al., 1999, Liao et al., 2013) ou d’hémocytes
(Mitta et al., 1999, Gonzalez et al., 2007a, Gueguen et al., 2009, Li et al., 2012, He et al., 2019).

Cependant, ils peuvent également étre exprimés par plusieurs organes comme les branchies,
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le manteau, le muscle adducteur ou la glande digestive (Gueguen et al., 2006b, Gonzalez et
al., 2007a, Li et al., 2012, Liao et al., 2013, He et al., 2019). Chez les Gastéropodes, seuls
qguelques peptides ou protéines ayant une activité antimicrobienne ont été identifiés a partir
de divers tissus comme les organes reproducteurs (Kisugi et al., 1989), la peau (lijima et al.,
2003) ou I'encre violette (Melo et al., 2000) chez I'aplysie. Aucun PAM n’a été caractérisé a
partir du plasma ou des hémocytes. Méme constat chez les Céphalopodes, trois PAM ont été
identifiés : deux a partir de banques de données transcriptomiques issues de différents
organes de seiche (organes reproducteurs, SNC, GSP) (Houyvet et al., 2018), le troisiéme,

I'OctoPartenopin, a partir d’un extrait de ventouses chez O. vulgaris (Maselli et al., 2020).

1.2.5. Le priming immunitaire
Des études récentes menées chez plusieurs Protostomiens, dont deux Mollusques,
révelent la présence de mécanismes de mémoire immunitaire qualifiés de « priming
immunitaire » se rapprochant des mécanismes de I'immunité acquise des Vertébrés (Portela
et al., 2013, Christofi et Apidianakis, 2013, Zhang et al., 2014b, Lafont et al., 2017, de Melo et
al., 2020). Ainsi chez C. gigas, une augmentation par quatre du nombre d’hémocytes a été
observée aprés un second challenge contre Vibrio splendidus par rapport a des animaux naifs

(Zhang et al., 2014b).

1.3. La cicatrisation

Chez Lymnaea stagnalis (Sminia et al., 1973) et Eledone cirrhosa (Polglase et al., 1983), la
cicatrisation des blessures implique des contractions musculaires et la formation d’'un
« bouchon » par les hémocytes. Chez S. officinalis, apres amputation d’un bras, les mémes
phénomeénes sont observés et l'accumulation des hémocytes permet de recouvrir
complétement la blessure (Féral, 1988). Chez la limace Limax maximus, les hémocytes sont
impliqués dans des phénomeénes de coagulation aprés blessure, cicatrisation mais également
de ré-épithélialisation par I'expression de différentes cytokines et le dép6t de matrice
extracellulaire (Franchini et Ottaviani, 2000). Enfin, chez O. vulgaris, les hémocytes sont
impliqués dans la cicatrisation et la régénération du nerf palléal aprés lésion (Imperadore et

al., 2017).
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1.4. Autres fonctions des hémocytes chez les Mollusques
La réponse immunitaire est la principale fonction des hémocytes et celle la plus
documentée. Néanmoins, les hémocytes interviennent aussi dans d’autres mécanismes

comme la formation de la coquille ou la symbiose.

La majorité des especes de Mollusques posséde une coquille. Cette coquille est externe
chez tous les Bivalves et Gastéropodes. Chez les Céphalopodes, la coquille est absente chez
les Octobrachia, interne et plus ou moins réduite chez les Decabrachia ou externe chez les
Nautiloidea. Chez les Bivalves, la formation de la coquille a d’abord été attribuée aux cellules
du bord extérieur du manteau (Jodrey, 1953), cependant de récentes études indiquent que
les hémocytes participent également a ce processus. Mount et collaborateurs (2004) et Cho
et Jeong (2011) ont observé, respectivement chez C. virginica et chez C. gigas, I'implication
des hémocytes dans la reminéralisation apres Iésion de la coquille. Des résultats similaires ont
été observés chez P. fucata ou les hémocytes sont impliqués dans linitiation de la
minéralisation via la production de cristaux de CaCOs, le transport du calcium et le maintien
de ’lhoméostasie dans I'espace exta-palléal (Li et al., 2016, Huang et al., 2018). Quelle que soit
I'espece, le type cellulaire impliqué dans la minéralisation est le granulocyte (Mount et al.,

2004, Cho et Jeong, 2011, Li et al., 2016, Huang et al., 2018).

Autre particularité, certains Mollusques présentent au-dela de leur microbiome (Vezzulli
et al., 2018, Zhang et al., 2018, Lutz et al., 2019), des symbiontes particuliers indispensables a
leur survie comme les bénitiers avec les zooxanthelles (Trench et al., 1981) ou des sépioles qui
abritent au niveau de leur organe de lumiere Vibrio fisheri (Nyholm et McFall-Ngai, 1998).
Chez ces espéces, les hémocytes sont impliqués dans la mise en place et le maintien de ces
symbiontes. Chez les bénitiers, les morula-like cells semblent impliqués dans la mise en place
de la symbiose avec les zooxanthelles (Nakayama et al., 1997, 1998). Chez la sépiole Euprymna
scolopes, les hémocytes jouent un réle important dans I'établissement et la maintenance de
la symbiose avec la bactérie V. fischeri au sein de I'organe de lumiere. En effet, les hémocytes
semblent acquérir une sélectivité, agissant moins sur V. fischeri (Nyholm et al., 2009). De plus,
il apparait que certains genes potentiellement impliqués dans I'immunité comme EsPGRP5
sont sous-exprimés par les hémocytes d’animaux symbiotiques par rapport a des animaux non

symbiotiques (Collins et al., 2012).
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2. Recherche de peptides antimicrobiens a partir des hémocytes
chez Sepia officinalis
Aucun PAM n’ayant été identifié a partir d’hémocytes de Céphalopodes, une étude in
silico approfondie a été réalisée a partir de deux transcriptomes d’hémocytes, exposés in vitro
ou non a Vibrio splendidus. A partir de ces transcriptomes, nous avons recherché des peptides
antimicrobiens possédant des motifs conservés comme C-X(s-14)-C-X(3)-C-X(13-14)-C-X(5-7)-C-C
observés entre les big-défensines de Mollusques (Loth et al., 2019) (Figure 26A) ou P-R-P pour

les peptides riches en proline (Figure 26B).

A
20 40 60 &0
I 1 I 1
Cg-BigDefl1 MERKSFL--- SAIFIVLLVS PASIMAKTLE EVNETRNKRQ AQALLPIASY AGLTVSAPVF AALVTVYGAY ALYRYNIRRR 77
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Ag-BigDef MTRPSLVRCY SLFFTALIV- ----MAIICP AWSEEIPKSR KKRAIPIA-Y VGMAVAPQVF RWLVRAYGAA AVTAAGVTLR 74
Hdd-BigDef MEPNS- IRLY CNFVCILFLA RHVCDSRQVR YRNIGDRYGL FLFRIP-SRY INSTLGPETY GWLARRYGKA TVDKANI|--- 75
Bbt-BigDef MEKKTAY--- CLLFLVLLV- PYTALGAVLK RAPAKKEKRA VPLAWVPLV-Y WGASVSPAVW NWLLVTFGAA AVAAAAVTV- 74
Tt-BigDef MKGNIGI--- AVFYMLLLLL PTDSIGKKME EEQEKLFRQK RNPLIPAI-Y IGATVGPSVW AYLVALVGAA AVTAANIR-- 74
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Cg-BigDefl ENSYQRIRSD SHEYTDWFNN RPIGRRG 130
Mg-BigDef DHEVVDHYHS C - 115
He-BigDef SHEYVDWYNT A P- -K- 113
Ag-BigDef EREYRGG-NL G - 122
Hdd-BigDef b DNDVSDWTLK ONAKKK 123
Bbt-BigDef --F SHEY IDSWHS - =-RY 117
Tt-BigDef N --F RHEYVDTYYS A RSR--- 117
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— pont disulfure : '

| | domaine B-defensin-like

B

Am-Apidaecine GNNRPVYIPQPRPPHPRL

Dm-Drosocine GKPRPYSPRPTSHPRPIRV

Ha-Arasdine-1 SRWPSPGRPRPFPGRPKPIFRPRPC

Pv-Pénaeidine-1 YRGGYTGPIPRPPPIGRPPLRLVVCACYRLSVSDARNCCIKFGSCCHLVK

Cg-PRP DTGPIRRPKPRPRPRPEG

Figure 26. Alignements de peptides possédant des motifs conservés. A. Alignement du
domaine B-defensin-like chez plusieurs espéeces d’Invertébrés, les Bivalves Crassostrea gigas (Cg,
AEE92768.1), Mytilus galloprovincialis (Mg, CCC15007.1), Hyriopsis cumingii (Hc, AEP26934.1),
Argopecten irradians (Ag, ABC61319.1) ; I'ormeau Haliotis discus discus (Hdd, GT870909.1) ;
I'amphioxus Branchiostoma belcheri tsingtauense (Bbt, AAO18674.1) et la limule Tachypleus
tridentatus (Tt, P80957) (d’apres Loth et al., 2019). B. Alignment de peptides riches en proline
chez plusieurs Protostomiens, I'abeille Apis mellifera (Am, P35581), la drosophile Drosophila
melanogaster (Dm, CAA79936), le crabe Hyas Araneus (Ha, ABI74601), la crevette Penaeus
vannamei (Pv, P81056) et I’huitre Crassostrea gigas (Cg, BQ426670).
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Chapitre 2. Les Hémocytes

Ces recherches ont été menées a partir d’un logiciel développé en interne, PepTraq,
utilisé pour identifier des neuropeptides (Zatylny-Gaudin et al., 2016) ou des PAM (Houyvet
et al., 2018).Cette recherche ciblée n’ayant pas aboutie, nous avons élaboré une nouvelle
stratégie visant a cibler les transcrits différentiellement exprimés possédant certaines
caractéristiques des PPAM comme la présence d’'un peptide signal. Les précurseurs ciblés
correspondent a des précurseurs de la catégorie 1 présenté Figure 25. Les PAM issus de ces
PPAM possédant un potentiel antimicrobien fort, déterminé par les algorithmes de prédiction

de la ressource en ligne CAMP (Waghu et al., 2016) (http://www.camp.bicnirrh.res.in) ont fait

I’objet d’une synthese chimique. Leur spectre d’activités antibactériennes a été évalué sur des
bactéries a Gram positif et a Gram négatif. Ces travaux ont fait I'objet d’une publication
intitulée « In-Depth In Silico Search for cuttlefish (Sepia officinalis) Antimicrobial Peptides
Following Bacterial Challenge of Haemocytes» et publiée dans Marine Drugs pour |'édition

spéciale Marine Antibiotics 2020.
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Abstract: Cuttlefish (Sepia officinalis) haemocytes are potential sources of antimicrobial peptides
(AMPs). To study the immune response to Vibrio splendidus and identify new AMPs, an original
approach was developed based on a differential transcriptomic study and an in-depth in silico
analysis using multiple tools. Two de novo transcriptomes were retrieved from cuttlefish haemocytes
following challenge by V. splendidus or not. A first analysis of the annotated transcripts revealed
the presence of Toll/NF-«kB pathway members, including newly identified factors such as So-TLR-h,
So-IKK-h and So-Rel/NF-kB-h. Out of the eight Toll/NF-kB pathway members, seven were found
up-regulated following V. splendidus challenge. Besides, immune factors involved in the immune
response were also identified and up-regulated. However, no AMP was identified based on annotation
or conserved pattern searches. We therefore performed an in-depth in silico analysis of unannotated
transcripts based on differential expression and sequence characteristics, using several tools available
like PepTraq, a homemade software program. Finally, five AMP candidates were synthesized. Among
them, NF19, AV19 and GK28 displayed antibacterial activity against Gram-negative bacteria. Each
peptide had a different spectrum of activity, notably against Vibrio species. GK28—the most active
peptide—was not haemolytic, whereas NF19 and AV19 were haemolytic at concentrations between
50 and 100 uM, 5 to 10 times higher than their minimum inhibitory concentration.

Keywords: antimicrobial peptide; haemocyte; Sepia officinalis; mollusc; challenge; in vitro; Vibrio
splendidus

1. Introduction

Antimicrobial peptides (AMPs) are small peptides commonly ranging from 10 to 50 amino
acids in length and displaying activity against bacteria [1-3], viruses [4,5], fungi [6,7] or protozoan
parasites [8,9]. Most of AMPs are cationic, but some anionic peptides have been identified too [10].
They are secreted by various cell types in a wide diversity of animal species [11], plants [12] and
microorganisms [13], and derive from a precursor. Three main types of precursors are described:
(1) precursors composed of a signal peptide followed by the mature AMP, like cecropins [14] or
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penaeidins [15], (2) precursors composed of a propeptide located between the signal peptide and the
mature AMP, like cathelicidins [16] or hepcidins [17], or (3) precursors composed of the mature AMP
located between the signal peptide and a C-terminal extension, like piscidins [18] or myticalins [19].

Molluscan species only rely on innate immune processes, including secretion of AMPs, to protect
themselves against external aggressions [20]. Most of molluscan AMPs have been identified in the
haemolymph and/or in the circulating cells—haemocytes (hct)—in bivalve species [1,21-30]. In many
cases, AMPs were identified following bacterial challenge, e.g., mytilin A in the mussel Mytilus
edulis [30], two isoforms of defensin (Cg-defh1 and Cg-defh2) [21] and a proline-rich AMP (Cg-Prp) [22]
in the oyster Crassostrea gigas, big defensins Vp-BD in the clam Venerupis philippinarum [31] and
Sb-BDefd-1 in the ark clam Scapharca broughtonii [28], myticusin-1 in Mytilus coruscus [29] and PmAMP-1
in the oyster Pinctada fucata martensii [26]. In other cases, differential expression of AMPs was observed
following bacterial challenge, like overexpression of defensins in Mytilus galloprovincialis [23], big
defensins in C. gigas [24], Pv-Def in the mussel Perna viridis [25] or downregulation of Cg-defh2 in C.
gigas [21] or of penaeidins 3 and 5 in Fenneropenaeus chinensis [32]. In Gastropods, a few AMPs have
been identified from the haemolymph and/or hct, including a proline-rich peptide from the marine
snail Repana venosa [33] and defensin from the disk abalone Haliotis discus discus, whose expression in
hct increased following bacterial challenge [34]. In Cephalopods, no AMP has been identified using
classical approaches such as homology search using in silico analysis or immune challenge response.
The only two AMPs described were designed in silico using a cuttlefish (Sepia officinalis) transcriptomic
database including central nervous system, reproductive tissues and posterior salivary glands extracts,
but no hct extract [35].

In this context, we studied the immune response of cuttlefish hct. Considering that cuttlefish
belongs to animals subjected to directive 2010/63/EU on animal care and protection, an in vitro challenge
was developed. The strain used for the challenge was Vibrio splendidus, which belongs to the Splendidus
clade. Its members are known pathogens of octopus [36] as well as of shellfish hatcheries [37,38] or
fish farms [39,40]. In silico analysis of de novo hct transcriptomes did not reveal any AMP based on
homology or conserved patterns, so an in-depth in silico study was conducted on the differentially
expressed transcripts of control versus challenged hct and AMP precursor characteristics such as the
presence of a peptide signal and sequence length.

2. Results—Discussion

The two transcriptomes of control hct (c-hct) and V. splendidus-challenged hct (Vs-hct) comprised
96,765 (c-hct) and 107,747 (Vs-hct) transcript sequences including isoforms of 88,346 (c-hct) and 98,434
(Vs-hct) genes (according to the “gene” definition provided by Trinity assembler), with average lengths
of 806.1 (c-hct) and 774.7 (Vs-hct) nucleotides, respectively. Based on the presence of a blastx hit
against the Uniprot-Swissprot database, 15% and 14% of all transcripts included in the c-hct and
Vs-hct transcriptomes, respectively, were annotated. These low levels of annotation are striking but
commonly observed in such an atypical model, as already reported for the white body (WB) with
20% [41], the central nervous system (CNS) with 28% [42], the accessory nidamental gland (ANG)
with 34%, or the posterior salivatory gland (PSG) with 45% [43]. Besides, in another cephalopod
species (Octopus vulgaris), 18.95% of the hct transcriptome was annotated [44]. These low levels of
annotation reflect the lack of available data for cephalopod species and the need for further studies on
unannotated transcripts.

Regarding the transcripts per kilobase million (TPM) values obtained during sequencing, the
twenty most expressed transcripts (top20) in c-hct corresponded to transferrin, neurofilament, chitin
deacetylase, structural polyprotein, polyubiquitin, tropomyosin, filamin-A, dynein light chain, ferritin,
matrilin-2 and 3, matrix metalloproteinase, actin, riboflavin kinase, perivitellin, and five unannotated
transcripts (Table S1). The top20in Vs-hct corresponded to transferrin, neurofilament, chitin deacetylase,
structural polyprotein, filamin-A, polyubiquitin, riboflavin kinase, histone H1, tropomyosin, ferritin,
actin, perivitellin, dynein light chain, matrix metalloproteinase, matrilin-3, and five unannotated
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transcripts (Table S2). Eighteen of the c-hct top20 also belonged to the Vs-hct top20. Unknown 5 and
matrilin-2 from the c-hct top20 were not part of the Vs-hct top20, while histone H1 and unknown 6
from the Vs-hct top20 were not in the c-hct top20. Comparing the global fold changes in TPM values
between Vs-hct and c-hct, 49% of the transcripts seemed up-regulated (fold change > 1.1), 47% seemed
down-regulated (fold change < 0.9) and 4% seemed unaffected by the challenge (0.9 < fold change <
1.1). Several transcripts from both top20s were unaffected by the challenge, such as transferrin and
chitin deacetylase whose fold changes were 0.98 and 0.93, respectively. Furthermore, four transcripts
from both top20s were up-regulated, namely unknowns 1 and 2, riboflavin kinase and perivitelline,
with fold changes of 1.66, 1.35, 1.36 and 1.11, respectively. Twelve transcripts from both top20s were
down-regulated, namely neurofilament, structural polyprotein, polyubiquitin, filamin-A, ferritin,
tropomyosin, unknowns 3 and 4, matrix metalloproteinase, actin, matrilin-3 and dynein light chain,
with fold changes of 0.87, 0.72, 0.69, 0.85, 0.60, 0.81, 0.60, 0.84, 0.56, 0.82, 0.56 and 0.78, respectively. The
two transcripts only found in the Vs-hct top20—histone H1 and unknown 6—were up-regulated by
the bacterial challenge, with fold changes of 2.00 and 1.25, respectively. Besides, the two transcripts
only found in the c-hct top20—matrilin-2 and -5—were down-regulated, with fold changes of 0.44 and
0.42, respectively (Tables S1 and S2). Interestingly, all unannotated transcripts of the c-hct and Vs-hct
top20s seemed affected by the challenge with V. splendidus, highlighting the need for further analysis
on unannotated sequences. Among the transcripts from both top20s affected by V. splendidus exposure,
several (polyubiquitin, ferritin, paramyosin and actin) were differentially expressed after bacterial
challenge of Ruditapes decussatus [45]. Interestingly, actin, which is commonly used as a reference
gene, was affected by V. splendidus exposure, as previously reported for R. decussatus [45] and Mya
arenaria [46,47]. The transcript annotated as transferrin coded for a partial sequence sharing sequence
identity with salmon (Oncorhynchus kisutch) transferrin-like protein (41.16%, P79815.1). Transferrins
bind to iron and limit its availability by creating a bacteriostatic environment for iron-dependent
bacteria. For example, Ab-transferrin was up-regulated upon immune stimulation of Haliotis discus
discus with Vibrio parahaemolyticus, lipopolysaccharides and Listeria monocytogenes [48]. Additionally,
the transcript coding for a homologue of histone H1 (So-H1) was up-regulated after bacterial challenge.
Several antibacterial peptides derived from histone H1 have been described in salmon [49] and rainbow
trout [50]. So-transferrin was highly expressed in both control and challenged conditions, and So-H1
expression was two-fold higher after challenge with V. splendidus. Therefore, it could be involved in
the immune response.

Among the transcripts overexpressed in Vs-hct, several were involved in the immune response,
such as members of the Toll/NF-«B pathway (Table 1).

A Toll-like receptor (TLR) previously identified in ANG and called So-TLRy [51] was also identified
in the two hct transcriptomes during this work, together with another sequence corresponding to a
partial sequence of a TLR and called So-TLR-h. Partial So-TLR-h possessed leucine-rich repeat domains,
one leucine-rich repeat C-terminal domain, a transmembrane domain and the Toll-interleukin-1
resistance domain, and shared 40.41% sequence identity with TLR-3 from M. corruscus whose expression
was significantly higher in hct, digestive gland and adductor muscle than in foot [52]. Regarding
TPM values, So-TLRy and So-TLR-h were up-regulated after incubation with V. splendidus, with
fold changes of 1.29 and 15.11, respectively. Several molluscan TLRs were found up-regulated after
immune challenge [44,53-56], confirming their function in the immune response. In addition, one
inhibitor of NF-«kB kinase (So-IKK-h) sharing 27.29% sequence identity with Cyclina sinensis IKK
(ASE55486.1) and one Rel/NF-«kB (So-Rel/NF-«B-h) sharing 78.57% sequence identity with Euprymna
scolopes Rel/NF-«kB (AAY27981.1) and possessing the Rel identity domain (RHD) were newly identified
in the het transcriptome. The myeloid differentiation primary response protein MyD88, the interleukin-1
receptor-associated kinase 4 (So-IRAK4), the TNF receptor-associated factor 6 (So-TRAF6) and the
inhibitor of NF-«B (So-IkB) previously described in ANG [51] were also identified. All these factors
could be involved in signal recognition and transduction leading to activation of immune gene
transcription. Except So-IkB, all members of the Toll/NF-«B pathway identified in the present study
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were up-regulated after incubation with V. splendidus. These results are consistent with those obtained
in M. galloprovincialis where almost all identified members of the Toll/NF-«B pathway were up-regulated
after challenge with several bacteria, including V. splendidus [56].

Table 1. Inmune-related transcripts identified in the hct transcriptomes.

Transcript Name Transcript Protein Expression (TPM) Fold
Length (nt)  Length (aa) c-het Vs-hct Change
TR5906|c0_g1_i2 TLRy 2861 833 3.55 4.58 1.29
TR31922|c0_g2_i3 TLR-h (partial) 1741 536 0.31 4.71 15.11
TR20767|c0_g1_il MyD88 1938 338 12.13 14.50 1.20
TR42010|c1_g1_il IRAK4 1939 319 8.56 10.63 1.24
TR37884|c0_g2_i2 TRAF6 2364 547 2.53 3.05 1.21
TR17535|c0_g1_il 1B 2609 337 233.96 230.08 0.98
TR34670|c0_g1_il IKK-h 2724 476 10.64 12.29 1.16
TR41212|c6_g1_i2 Rel/NF-«kB-h 2614 491 1.85 2.56 1.39
TR24628|c0_g1_il iNOS-h (partial) 4137 1106 0.00 0.52 -
TR41722|c24_g56_il PGRP-h1 873 213 254.12 466.71 1.84
TR14900|c0_g1_il PGRP-h2 956 204 87.28 154.73 1.77
TR40338|c3_g2_il BPI/LPB 2342 537 134.38 149.31 1.11
TR32087|c0_g2_il Gal-2 (partial) 817 236 86.15 120.87 1.40

aa: amino acid, nt: nucleotide, TPM: transcripts per kilobase million.

Immune factors were also identified, such as two peptidoglycan recognition proteins (So-PGRP-h1
and So-PGRP-h2), one bactericidal permeability-increasing protein/lipopolysaccharide-binding protein
(So-BPI/LBP), one galectin (So-Gal-2) and a partial sequence of inducible nitric oxide synthase
(S0-iNOS-h) (Table 1). NOSs are known to produce nitric oxide (NO), which is involved in various
physiological functions but could also kill bacteria when produced at high concentrations. So-iNOS-h
shared 45.40% sequence identity with C. gigas NOS (K1QRH7), which was up-regulated in oyster hct
after co-stimulation with LPS and TNF-« [57]. Both So-PGRP-h1 and So-PGRP-h2 identified in the hct
transcriptomes possessed the conserved peptidoglycan-binding type-2 amidase domain, characteristic
of vertebrate and invertebrate PGRPs. PGRPs are involved in various immune processes such as
recognition, signalling and effector function [58]. They were up-regulated in Argopecten irradians
after exposure to peptidoglycans [59] and in Chlamys farreri after exposure to V. anguillarum and
Micrococcus lysodeikticus [60]. So-BPI/LBP, previously identified in cuttlefish WB [41], shares 52.58%
sequence identity with E. scolopes LBP-3 (AEL03862.1) and 30% sequence identity with C. gigas LBP/BPI
(AANB4552.1), whose recombinant protein possesses antibacterial activity against Escherichia coli
strains [61]. Finally, partial sequence of So-Gal-2 previously identified in cuttlefish WB [41], which
shares 46% sequence identity with galectin-2-2 (AJA37869.1) identified in the Littorina littorea hct
transcriptome [62] was identified in cuttlefish hct. TPM values showed that all these immune-related
factors seemed up-regulated with fold change greater than 1.10 (Table 1). Three of them (So-Gal-2,
S50-PGRP-h1 and So-PGRP-h2) displayed “challenged” TPM values close to or more than 1.5-fold higher
than control TPM values. Besides, So-iINOS had a TPM value of 0 in the control condition versus 0.52 in
the challenged condition, suggesting V. splendidus-induced expression. All these data tend to confirm
that the in vitro challenge performed in this study triggered the immune response of cuttlefish hct.

Our annotation-based search did not identify any AMP, so we performed an in-depth search
based on unannotated transcripts, as described in Figure 1.
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Figure 1. Overview of the methodology used to identify antimicrobial peptides using an in vitro
challenge followed by an in-depth in silico search. AMP: antimicrobial peptides.

Among the differentially expressed transcripts between the control and challenged conditions,
we selected sequences of less than 100 amino acids presenting a signal peptide, using our homemade
PepTraq software program. We applied some of the specific structural AMP criteria previously defined
by Houyvet and collaborators [35] and selected five candidates (Table 2).

Table 2. Putative AMP precursors identified in the hct transcriptomes.

Expression (TPM)

Transcript Name Length (aa) Fold Change SP AMP Name
c-hct Vs-hct

TR42258|c1_g1_il 54 8.92 7.57 0.85 Yes AV19

TR27534|c0_g1_il 48 17.39 23.79 1.37 Yes GK28

TR36613|c0_g1_il 47 20.28 17.01 0.84 Yes NF19

TR42563|c7_g3_il 40 1.99 0.78 0.39 Yes 1119

TR5654|c0_g1_i1l 45 9.77 17.33 1.77 Yes LV25

aa: amino acid, TPM: transcripts per kilobase million, SP: signal peptide.
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Among them, three were down-regulated after V. splendidus exposure, with fold changes of
0.39, 0.84 and 0.85. The other two candidates were up-regulated with fold changes of 1.37 and 1.77.
Expression values of these transcripts were also obtained for ink sac (male and female), embryo and
skin (Table S3). These tissues are known to possess antimicrobial activities, as previously reported
in Cephalopods for ink [63] and skin co-products [64,65]. One transcript—TR42563|c7_g3_il—was
almost exclusively expressed in hct. All the other transcripts were expressed in all samples. However,
TR27534|c0_g1_il was more expressed in hct and skin. The complete sequences of the precursors are
presented in Figure 2. The five precursors were between 40 and 54 amino acids in length, and all
possessed a signal peptide.

>TR422581c1_gl_il
MRYIVCEFVFFLFFFLLFLWLVPARTASSFLTPRLSSLGKRSWAV
>TR275341c0_gl_il
MLEKVIIVIWISVCRECTRGGFCNFMHLKPISRELRRELYGRTRRRRK
>TR366131c0_gl_il
MEKMISRKESLKAPHLSLLISMLHGVGLANYWLLVLRRLLITKKVMWF
>TR42563 | c7_g3_il
MSLRNFLLIITLLLYSLPTLSTYFHLFRKINFNLRIYYFI

>TR56541c0_gl_il
MMTLLRDLITKLVMFYWLLRLKALKLPKGSTSTEVRRILVLEIRV

Figure 2. Protein sequences of putative AMP precursors (in italic: predicted signal peptide).

The peptides resulting from the selected precursors were between 19 and 28 amino acids in length,
with molecular weights ranging from 2,063.38 to 3,577.25 Da. All peptides were cationic, with net
charges ranging between +3 and +8, and hydrophobic ratios ranging between 28% and 63% (Table 3).

Table 3. Peptide characteristics of the selected candidates.

o-Helix CAMP Algorithms

Name Sequence Length v € HR  Prediction
(aa) SVM RFC ANN  DAC

and NRH
AV19 ASSFLTPRLSSLGKRSWAV 19 206338 43  42% Yes-2 0.75 08  AMP 091
GK28 GFCNFMHLK&S&{IELRRELYGRTR 28 357725 +8  28% No 069 031 AMP 08
NF19  NYWLLVLRRLLITKKVMWF 19 249314 +4  63% Yes-7 043 071  AMP 065
1119 IYFHLFRKINFNLRIYYFI 19 25811 43 52% Yes-6 013 065 AMP 087
IV25 LKALKLPKGSTSTEVRRILVLEIRV 25 282045 +4  44% Yes-4 068 088 NAMP 084

aa: amino acid, MW: molecular weight (Dalton), C: charge, HR: hydrophobic ratio, NRH: number of residues in the
same hydrophobic surface, SVM: Support vector machine classifier, RFC: random forest classifier, ANN: artificial
neural network, DAC: discriminant analysis classifier.

Using the Antimicrobial Peptide Database website’s predictor (APD3), four of these five peptides
were predicted to form an «-helix possessing 2 to 7 residues in the same hydrophobic surface.
Helical wheel projection from HeliQuest demonstrating that these four peptides adopted an «-helix
conformation and possessed a hydrophobic face (Figure 3).
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=== hydrophobic face

Figure 3. Helical wheel projections of AV19, NF19, 1119 and LV25 predicted by the online tool HeliQuest.
Yellow: hydrophobic residues; blue: basic residues; green: special residues; red: acidic residues; purple
and pink: polar residues; arrow: hydrophobic moment.

The similarity of the five peptides with other known peptides was assayed using APD3 alignment
program. AV19 possessed 40% similarity with two frog antibacterial peptides, namely temporin-1Cd
from Rana clamitans [66] and temporin-10la from R. akaloosae [67]. GK28 possessed 35.48% similarity
with marmelittin from the venom of the scorpion Mesobuthus eupeus [68] and a C-terminal end similar
to the one of GR21 [35], in addition to the lowest hydrophobic ratio and the highest net charge of
the selected peptides. Both NF19 and 1119 possessed similarity with AMPs from the bovine rumen
microbiome—47.36% with P20 and 41.66% with lynronne-2, respectively [69]. Finally, LV25 possessed
37.93% similarity with human peptide 6 [70].

The antimicrobial potential of the five peptides was assayed on ten bacteria—8 Gram-negative ones
and 2 Gram-positive ones—i.e., V. splendidus, a cuttlefish pathogen V. alginolyticus [71], other aquatic
pathogens V. anguillarum [72], Aeromonas salmonicida [73], Lactococcus garvieae [74] and V. parahaemolyticus
causing human seafood-related illness [75]. Among the five peptides tested, three—AV19, GK28 and
NF19—were active against at least one bacterial species (Table 4), whereas 1119 and LV25 were not
active against any bacterial species. None of the five peptides was active against Gram-positive bacteria.
The three active peptides were all active against V. splendidus. NF19 inhibited V. splendidus growth
between 5 and 10 tM and was bactericidal between 10 and 20 pM. While its closest homologue P20 from
the rumen microbiome was only semi-active against epidemic meticillin-resistant Staphylococcus aureus
(EMRSA-15) [69], NF19 was strongly active against V. splendidus but did not show any activity against
Gram-positive bacteria. AV19 inhibited both V. splendidus and V. parahaemolyticus between 10 and
20 uM and was bactericidal between 10 and 20 uM and 20 and 50 uM, respectively. Both frog temporins
1-Cd and 10la—the closest homologues of AV19—were active against S. aureus, and also against
Bacillus subtilis for temporin-10la, but not against E. coli [66,76], showing possible Gram-positive
selectivity. As for AV19, it seemed active only against some Vibrio species.
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Table 4. Antimicrobial activity of the synthetic peptides.
Gram Negative Gram Positive
Vibrio Vibrio Vibrio Vibrio Vibrio Lo . Halomonas Aeromonas Enterococcus Lactococcus
Name alginolyticus splendidus aestueranius anguillarum parahaemo-lyticus Escherichia coli aquamarina salmonicida faecalis garvieae
MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC
AV19 - - 10-20 10-20 - - - - 10-20 20-50 - - - - - - - - - -
GK28 <5 20-50 <5 <5 10-20 >50 10-20  20-50 <5 10-20 <5 20-50 - - - - - - - -
NF19 - - 5-10 10-20 - - - - - - - - - - - - - - - -
1119 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Lv25 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
SYN 10-20 >20 5-10 10-20 - - - - - - - - - - - - - - - -
Ox <5 <5 <5 <5 <5 <5 <5 <5 <5 <5 <5 <5 >10 - <5 <5 <5 5-10 <5 > 10
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Only one peptide—GK28—was active against the five Vibrio species. GK28 inhibited the growth
of V. alginolyticus, V. splendidus and V. parahaemolyticus equally as the positive control oxytetracycline
did at concentrations <5 uM and was also equally bactericidal against V. splendidus. In contrast to
marmelittin—its closest homologue active against a broad range of Gram-negative and Gram-positive
bacteria [68] —GK28 seemed only active against Gram-negative bacteria. GK28 was the only peptide
active against a non-Vibrio species, i.e., E. coli. None of the five peptides was active against the
other two Gram-negative bacteria Halomonas aquamarina and A. salmonicida (Table 4). The potential
synergistic antibacterial activity of the active peptides and of the two up-regulated peptides—GK28 and
LV25—was assayed. No synergistic activity was observed between the two most expressed peptides.
Neither NF19 nor AV19 improved the antimicrobial activity of GK28. However, while AV19 and NF19
only delayed V. alginolyticus growth when tested alone (data not shown), a synergistic activity was
observed when they were tested together (Table 4). No synergistic activity of NF19 and AV19 was
observed against V. splendidus.

To test the toxicity of the newly identified peptides on eukaryotic cells, their haemolytic activity
was assayed on human red blood cells (Figure 4).

60
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Figure 4. Haemolytic activity of the selected peptides on human red blood cells.

At the lowest concentration tested—5 uM—, no haemolytic activity was observed for any of the
five peptides. GK28 and LV25 were not haemolytic at any of the concentrations tested. AV19 was
slightly haemolytic at 5, 20 and 50 pM, and induced 33% haemolysis at 100 uM. 1119 induced 11%, 17%
and 19% haemolysis at 20, 50 and 100 uM, respectively. Finally, NF19 was the most haemolytic peptide:
itinduced 35 and 50% haemolysis at 50 and 100 pM, respectively. The most active peptide—GK28—was
not haemolytic at any concentration whereas its closest homologue marmelittin is highly haemolytic
on mouse, bird and lizard erythrocytes [68].

Three peptides possessing antibacterial activity were identified. NF19, AV19 and GK28 seemed
to possess a complementary antibacterial activity, as observed with mussel myticalins [19]. Such
complementarity may reflect the biological role of these AMPs in the cuttlefish immune response and
need to be confirmed by in situ analysis. Out of the three active peptides, two were down-regulated
by bacterial challenge and one was up-regulated. AMP down-regulation was previously observed
in C. gigas hct: Cg-deth2 was down-regulated 24 h and 48 h post challenge with a heat-killed mix of
Micrococcus luteus, V. splendidus and V. anguillarum, but up-regulated in the mantle and gills [21]. In M.
galloprovincialis, myticin and mytilin were found down-regulated in hct after injection of heat-killed V.
splendidus, while defensin was up-regulated. Moreover, after injection of heat-killed V. anguillarum,
only mytilin was up-regulated while defensin and myticin seemed unaffected [77]. Similar results were
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obtained in shrimp in which Pen3 and Pen5 were down-regulated 24 h after injection of heat-killed V.
anguillarum, while crustin and antilipopolysaccharide factor (ALF) were up-regulated [32]. Again, this
may reflect the complementary activity of AMPs in the immune response. Finally, it is also interesting
to note that the time lapse between bacterial exposure and the regulation of expression in hct varies
greatly according to the AMP. For example, some AMPs are regulated rapidly: M. galloprovincialis
defensin was up-regulated from 1 h after injection of heat-killed V. splendidus [77], Pinctada martensii
AMP-1 was up-regulated 2 h after injection of a heat-killed mix of E. coli and M. luteus [26], or Scapharca
broughtonii Sb-BDefl was up-regulated 8 h and 16 h after injection of V. anguillarum [28]. Other AMPs
are up-regulated late: M. coruscus myticusin-1 expression peaked 36 h after injection of heat-killed E.
coli [29], or C. gigas Cg-BigDefl was up-regulated 24 h, 48h and 72 h after injection of V. splendidus and
Vibrio tasmaniensis [24]. It would be interesting to study the time-course of the relative expression of
the three AMPs NF19, AV19 and GK28 during bacterial challenge with different bacteria.

3. Materials and Methods

3.1. Animals

Healthy cuttlefish (Sepia officinalis) were caught in the Bay of the Seine between January and June
2015. They were maintained in 1000-L outflow tanks with a permanent water supply at the Centre de
Recherches en Environnement Cétier (CREC, marine station of the University of Caen, Luc-sur-Mer,
France). Water temperature was maintained at 16 °C.

3.2. Ethical Statement

This research followed the guidance given by Directive 2010/63/EU and French regulations
regarding the use of animals for experimental procedures. It was approved by the Regional Ethical
Committee Cenomexa (Committee agreement number 54; project agreement number 03145.03).
The experiment was designed to decrease animal distress by minimising the number of animals.
Moreover, the tanks were modified so as to provide hiding places for cuttlefish.

3.3. Haemolymph Collection and Challenge with Heat-Killed Bacteria

Two female cuttlefish were anesthetised with ethanol 3% before tissue collection. Haemolymph
was withdrawn from the vena cava and branchial hearts using a 10 mL syringe. Vibrio splendidus strain
CIP 107,715 was grown under agitation at 20 °C in Marine Broth (Conda, 40.20 g/L) medium for 24 h.
The culture was centrifuged (4,000x g, 5 min, room temperature), washed twice, and resuspended in
sterile sea water to an optical density at 600 nm (ODgq) of 1 (1 x 10° CUF/mL).

Haemolymph was diluted in sterile sea water (v/v) and divided into two batches: 10 mL
remained untreated, and 10 mL were challenged with 200ul of boiled bacteria (boiled 15 min at
100 °C). Haemolymph with and without heat-killed bacteria was then incubated at 16 °C at 100 rpm
in a MaxQ6000 incubator (ThermoFisher) equipped with an orbital shaker. After 24 h, hct from
the two conditions were harvested by centrifugation at 12,000 rpm and resuspended in TriReagent
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) to extract total RNA.

3.4. llumina Sequencing

RNA extractions were performed as described by Cornet and collaborators [43]. For sequencing,
other samples than hct were used, namely ink sac, skin, and embryo. Total RNA concentrations were
quantified using a NanoDrop spectrophotometer (ThermoFisher), and RNA quality was checked using
a Bioanalyzer (Agilent Technologies). Library preparation and sequencing was conducted by the
McGill University and Génome Québec Innovation Centre (Montréal, Québec, Canada) following
the manufacturer’s instructions (Illumina, San Diego, CA). The detailed protocol is available in the
supporting experimental section.

Raw data are accessible under ENA project PRJEB39162.
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3.5. Bioinformatic Analysis

3.5.1. Transcriptome Assembly

Quality checks of raw data from the six libraries were performed with FastQC v. 0.11.5 (https:
/[www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Low quality trimming was performed with
Trimmomatic v. 0.36 [78] using the following parameters: leading 3, trailing 3, sliding window 4:15,
minlen 30. Reads from all tissues were assembled de novo all together with Trinity v 2.2.0 [79] including
the read normalisation step corresponding to the Trinity implementation of the diginorm method.
The assembler was run with default parameters. The sequences from each library were aligned with
RSEM [80] against de novo assembly.

3.5.2. Transcriptome Annotation

Peptide prediction was performed using Transdecoder 5.2.0 [81]. Similarity search (diamond
v0.7.9) [82] of the Transdecoder predicted peptides was performed against the Uniprot-Swissprot
databases and UniRef90 (release 2018). Peptide signal prediction was performed using SignalP v4.1 [83].
Transmembrane peptide detection was performed using TMHMM v2.0c [84]. Protein domain search
was performed using hmmscan from the hmmer v.3.1b1 suite against the Pfam-A database (release
31.0) [85]. Finally, transcriptome functional annotation was performed using the Trinotate pipeline
(http://trinotate.github.io described) [81]. An additional annotation-based search was conducted on
the hct transcriptomes (c-hct and Vs-hct) searching for relevant immune-related transcripts and AMPs.
Specific domains were predicted using the online tool SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/) [86].

3.5.3. PepTraq

PepTraq is a homemade software program developed to perform in silico analyses from “-omic”
data (https://peptraq.greyc.fr). The search for precursors or peptides through PepTraq can be
achieved using several structural criteria, as described by Zatylny-Gaudin and collaborators [42] for
neuropeptides or by Houyvet and collaborators [35] for antibacterial peptides. The PepTraq version
used for this work included new features with respect to previous ones, in particular (1) the prediction
of Sec-dependent signal peptides, using package JSPP [87] and (2) the selection of sequences containing
a certain number of occurrences of a given pattern (possibly including a number of unspecified
amino acids).

3.5.4. In-Depth In Silico Search

In addition to an annotation-based search, we performed an in-depth in silico search using our
homemade software PepTraq to look for AMPs. PepTraq is a useful tool developed to conduct in silico
approaches on transcriptomic or proteomic datasets based on specific criteria (e.g., the presence of a
signal peptide, sequence length, the occurrence and number of certain amino acids or specific patterns,
the occurrence of consensus subsequences, the hydrophobicity degree, the electrical charge of protein
sequences). The pipeline of the methodology used during this work is illustrated in Figure 1. We targeted
unannotated transcripts differentially expressed between control and challenged conditions as well as
the length of the resulting precursors and the presence of signal peptides. Among the selected precursors,
we targeted some AMP characteristics, as previously described by Houyvet and collaborators [35].
The antimicrobial potential of the selected peptides was evaluated using the CAMP database website’s
prediction tool [88] (http://www.camp.bicnirrh.res.in/index.php). We selected the following four
algorithms: Support Vector Machine (SVM), Random Forests (RF), Artificial Neural Network (ANN)
and Discriminant Analysis (DA). The molecular weight (MW), the net charge, the hydrophobic
ratio (HR), a-helix prediction and the number of residues of the same hydrophobic surface of the
selected peptides were calculated with the Antimicrobial Peptide Database (APD) website’s calculator
and predictor (APD3) [89] (http://aps.unmc.edu/AP/prediction/prediction_main.php). The helical
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wheel projection diagrams were predicted using Heliquest website’s sequence analysis module [90]
(https://heliquest.ipmc.cnrs.fr/cgi-bin/ComputParams.py).

3.6. Peptide Synthesis

The five selected peptides were synthesized by GENECUST (Dudelange, Luxembourg) with >95%
overall purity.

3.7. Antimicrobial Assay

The minimal growth inhibitory concentrations (MICs) of synthetic peptides (Genecust) were
evaluated on Vibrio alginolyticus (CIP 109819), V. splendidus (CIP 107715), V. aestuerianus (CIP 102971), V.
anguillarum (CIP 64.14), V. parahaemolyticus (CIP 73.30), Halomonas aquamarina (CIP 105454T), Escherichia
coli (CIP 54.8T), Aeromonas salmonicida (CIP 103209T), Enteroccocus faecalis (CIP 76.117) and Lactococcus
garvieae (CIP 104369) obtained from the “Collection de I'Institut Pasteur”. Bacteria were cultured in
adapted media: Homemade marine broth (HMB, sea salts 20 g/L, peptone 5 g/L, yeast extract 3 g/L)
for Vibrio species and H. aquamarina; Luria-Bertani (peptone 10 g/L, yeast extract 5 g/L, NaCl 10 g/L)
for E. faecalis and E. coli; Trypticasein Soy Broth (TSB, Conda, 40 g/L) for A. salmonicida, and Brain
Heart Infusion (BHI) (Conda, 37 g/L) for L. garvieae. MICs were determined in triplicate by liquid
growth inhibition assays adapted from Hetru and Bulet [91]. Briefly, 10 uL of peptide solution were
incubated in Bioscreen honeycomb-well plates with 90 ul of bacterial suspension at a starting ODggg of
0.001 in BHI for L. garvieae, poor broth (peptone 10 g/L, NaCl 5 g/L) for E. faecalis and E. coli, TSB for
A. salmonicida, HMB for H. aquamarina and saline poor broth (peptone 10 g/L, NaCl 15 g/L) for Vibrio
species. Bacterial growth was monitored for 16 h by measuring ODyg values every 5 min (Bioscreen
C, Labsystem, Finland). The peptides were tested alone at concentrations of 5 uM, 10 uM, 20 uM
and 50 uM. For synergy, peptides pairs were tested at concentrations of 5 uM, 10 pM and 20 puM.
Oxytetracycline at 5 uM and 10 pM was used as a positive control, and water was used as a blank.
MICs were expressed in uM as an [a]-[b] concentration interval where [a] was the last concentration
with bacterial growth and [b] was the first concentration with 100% bacterial growth inhibition. MBCs
(minimal bactericidal concentrations) were expressed in uM as an [a]-[b] concentration interval where
[a] was the last concentration with bacterial growth and [b] was the first concentration that killed 100%
of the bacteria [91].

3.8. Haemolytic Assay

The haemolytic activity of the synthetic peptides was determined in triplicate on human red
blood cells (RBCs) as described by Duval and collaborators [92]. Briefly, RBCs were pelleted and
washed three times in phosphate-buffered saline (PBS). Then, they were resuspended in PBS to obtain
a 1% solution of RBC. Ten microliters of peptide solution were incubated with 90 pL of the RBC 1%
solution for 1 h at 37 °C. The peptides were diluted in PBS and tested at different concentrations: 5
uM, 20 uM, 50 uM and 100 pM. Haemolytic activity was determined by measuring the OD at 415
nm. Zero haemolysis and total (100%) haemolysis were determined with PBS and 1% Triton X-100
solutions, respectively.

4. Conclusions

In vitro challenge with Vibrio splendidus was sufficient to trigger the immune response and the
overexpression of members of the Toll/NF-«B pathway and other immune-related factors in cuttlefish
haemocytes. As no annotated AMP was identified, we carried out an in-depth in silico search
with PepTraq, based on specific characteristics and expression values between control and challenge
conditions. This stringent methodology allowed us to select a small list of candidates, 60% of which
displayed antibacterial activity. Three peptides displayed targeted activity against Vibrio species, and
one of them—GK28—was active at low concentrations and did not induce haemolysis of human red
blood cells even at high concentrations. Considering that these three peptides were identified from a
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precursor with a signal peptide, it would be interesting to validate their biological function in cuttlefish.
The methodology used in this study, based on Houyvet and collaborators [35] as an alternative to
classical methods requiring a lot of biological material, was focused on the reduction of animal pain
and use, consistent with directive 2010/63/EU on animal care and protection.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/1660-3397/18/9/439/s1,
Supporting experimental section. Table S1: Twenty most expressed transcripts in c-hct, Table S2: Twenty most
expressed transcripts in Vs-hct. Table S3: Expression patterns of selected transcripts.
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Supporting experimental section

Detailed quality control and cDNA library preparation protocols

Total RNA was quantified using a NanoDrop Spectrophotometer ND-1000 (NanoDrop
Technologies, Inc.), and its integrity was assessed on a 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies). Libraries were generated from 250 ng of total RNA as follows: mRNA
enrichment was performed using the NEBNext Poly(A) Magnetic Isolation Module (New
England BioLabs). cDNA synthesis was achieved using NEBNext RNA First Strand Synthesis and
NEBNext Ultra Directional RNA Second Strand Synthesis Modules (New England BiolLabs). The
remaining steps of library preparation were performed using NEBNext Ultra || DNA Library
Prep Kit for Illumina (New England BioLabs). Adapters and PCR primers were purchased from
New England Biolabs. Libraries were quantified using the Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA Assay
Kit (Life Technologies) and the Kapa Illumina GA with Revised Primers-SYBR Fast Universal kit
(Kapa Biosystems). Average size fragment was determined using a LabChip GX (PerkinElmer)

instrument.
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Supplementary Tables:
Table S1. Twenty most expressed transcripts in c-hct (°: c-hct-specific transcripts)

Expression (TPM)

Name Transcript c-hct Vs-hct zg;dnge
1 Transferrin TR90372|cl_gl_il1 28022.57 27562.43 0.98
2 Neurofilament TR19485|cl_gl_il 26823.13 23315.72 0.87
3 Chitin deacetylase TR33375|c0_g1_il1 16019.63 14894.69 0.93
4 Structural polyprotein TR42824|c0_gl il 14678.55 10635.02 0.72
5 Polyubiquitin TR38732|c0_g23_il 7339.71 5075.77 0.69
6 Filamin-A TR33303|c3_gl_il 6632.45 5638.52 0.85
7 Unknown 1 TR41826|c5_g19_i2 6351.18 10524.84 1.66
8 Ferritin TR34156|cl_gl_il 5373.48 3223.95 0.60
9 Unknown 2 TR39529|cl gl i1 4465.00 6042.63 1.35
10 Tropomyosin TR38640|c3_gl_i7 4452.91 3596.50 0.81
11 Unknown 3 TRA42689|c4_gl10_il 4086.45 2463.57 0.60
12 Matrix metalloproteinase TR35643|cl_gl il 3933.39 2220.67 0.56
13 Matrilin-2° TR5676|c0_g1_il 3770.58 1647.49 0.44
14 Actin TR37733|c5_g10_i2 3672.30 2996.36 0.82
15 Matrilin-3 TR42669|c4_gl il 3612.10 2030.77 0.56
16 Riboflavin kinase TR58606|cl_gl il 3441.99 4689.02 1.36
17 Dynein light chain TR42526|c19 _gl2_i4 3329.41 2603.44 0.78
18 Unknown 4 TR36711|c0_g3_i2 2752.47 2320.78 0.84
19 Unknown 5° TR74858|c0_gl_il 2630.99 1100.13 0.42
20 Perivitellin TR38132|cl gl i1 2420.55 2693.39 1.11
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Table S2. Twenty most expressed transcripts in Vs-hct (*: Vs-hct-specific transcripts)

Expression (TPM)

Name Transcript c-hct Vs-hct zg;dnge
1 Transferrin TR90372|c1 gl il 28022.57 27562.43 0.98
2 Neurofilament TR19485|cl_gl_il 26823.13 23315.72 0.87
3 Chitin deacetylase TR33375|c0_g1_il1 16019.63 14894.69 0.93
4 Structural polyprotein TR42824|c0_g1 i1 14678.55 10635.02 0.72
5 Unknown 1 TR41826|c5_g19_i2 6351.18 10524.84 1.66
6 Unknown 2 TR39529|cl gl il 4465.00 6042.63 1.35
7 Filamin-A TR33303|c3_gl il 6632.45 5638.52 0.85
8 Polyubiquitin TR38732|c0_g23_i1 7339.71 5075.77 0.69
9 Riboflavin kinase TR58606|cl_gl_il 3441.99 4689.02 1.36
10 Histone H1* TR41094|c2_g12_il1 2280.01 4563.54 2.00
11 Tropomyosin TR38640|c3_gl_i7 445291 3596.50 0.81
12 Ferritin TR34156|cl_gl il 5373.48 3223.95 0.60
13 Actin TR37733|c5_gl10_i2 3672.30 2996.36 0.82
14 Perivitellin TR38132|cl_gl_il 2420.55 2693.39 1.11
15 Unknown 6* TR38730|c4_gl_il 2123.73 2653.98 1.25
16 Dynein light chain TR42526|c19 _gl2_i4 3329.41 2603.44 0.78
17 Unknown 3 TRA42689|c4_gl10_il 4086.45 2463.57 0.60
18 Unknown 4 TR36711|c0_g3_i2 2752.47 2320.78 0.84
19 Matrix metalloproteinase TR35643|cl_gl il 3933.39 2220.67 0.56
20 Matrilin-3 TR42669|c4_gl_il 3612.10 2030.77 0.56
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Table S3. Expression patterns of selected transcripts. (ED: embryo, ISF: ink sac female, ISM:
ink sac male, S: skin).

Expression (TPM)
Transcript ID

Vs-hct  c-hct EB ISF ISM S

TR422581cl_gl_il 7.566 8.928 36498 4556  3.755  23.107
TR275341c0_g1_i1 23.786 17.388  3.984 1.758 1.58 10.381
TR366131c0_g1_i1 17.011 20.28 19.871  5.199 6.307  20.806
TR425631c7_g3_i1  0.775 1.992 0 0 0 0.319

TR56541c0_g1_i1 17.331 9.773 59912 42483 30.16 61.859
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3. Discussion

L'approche transcriptomique menée sur les hémocytes exposés in vitro ou non a V.
splendidus a permis l'identification de facteurs immunitaires pouvant étre exprimés
différentiellement en présence ou non de bactéries. Une premiere analyse basée sur
I’'annotation et la recherche de motifs conservés au sein d’organismes Protostomiens ou
Vertébrés a permis 'identification de membres de la voie de signalisation Toll/NF-kB ainsi que
d’effecteurs comme la Bactericidal Permeability-Increasing protein/Lipopolysaccharide-
Binding Protein (BPI/LBP), des PeptidoGlycan Recognition Proteins (PGRP) ou encore la Nitric
Oxide Synthase inductible (iNOS). Aucun PAM n’ayant été identifié lors de cette premiére
analyse, une deuxiéme recherche in silico approfondie a été menée en utilisant notamment le
logiciel PepTraq et en se basant sur une précédente étude (Houyvet et al., 2018). Cette analyse
a permis l'identification de cing candidats dont trois possédent une activité antimicrobienne

ciblée contre les bactéries du genre Vibrio.

Chez les Céphalopodes, la recherche de PAM demeure difficile. La recherche de motifs
conservés entre les PAM appartenant a des grandes familles comme celle des défensines bien
caractérisée chez les Protostomiens ou les Vertébrés reste vaine. Cependant, la recherche a
partir de motifs conservés a ses limites, certaines familles de PAM étant spécifiques comme
celle des myticines (Mitta et al., 1999) ou des myticalines (Leoni et al., 2017) chez les moules
ou des Pénaeidines (Destoumieux et al., 1997, Gueguen et al., 2006a) chez les crevettes du
genre Penaeus. Ainsi les PAM de Céphalopodes pourraient appartenir a de nouvelles familles

spécifiques a cette classe de Mollusques.

Par ailleurs, plusieurs PAM d’hémocytes de Mollusques ont été identifiés apres induction
via I'exposition a des bactéries par injection (Liao et al., 2013, He et al., 2019), balnéation
(Gueguen et al., 2009) ou piglres répétés avec une aiguille contaminée (Charlet et al., 1996)
; ou purification et tests antimicrobiens des différentes fractions (Mitta et al., 1999, Liao et al.,
2013, He et al., 2019). Ces techniques sont longues, invasives et nécessitent de grandes
guantités de matériel biologique. Or, les Céphalopodes appartiennent aux especes soumises
a réglementation par la directive 2010/63/EU relative a la protection des animaux utilisés a
des fins scientifiques. Ainsi certaines approches jugées trop invasives sont a limiter et

I'utilisation d’un minimum d’animaux est encouragée. De nouvelles approches sont donc a
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mettre en place chez les Céphalopodes et ont été initiées par le travail de Houyvet et
collaborateurs (2018), basé sur I'analyse in silico de banques de données transcriptomiques.
L’approche menée sur les hémocytes chez la seiche pour ce chapitre s’inscrit dans cette
continuité et a démontré |'efficacité d’'une exposition in vitro a une bactérie. Toutefois, afin
d’étudier la réponse immunitaire face a un large panel de pathogenes et d’explorer davantage
la diversité des PAM chez la seiche, il serait intéressant d’analyser la réponse obtenue en
présence d’autres espéces bactériennes. En effet, chez Fenneropenaeus chinensis, différents
profils d’expression sont obtenus pour plusieurs PAM apres injection de Vibrio anguillarum,
une Gram négative ou Micrococcus lysodeikticus, une Gram positive (Wang et al., 2012a). Des
résultats similaires ont été obtenus chez Mytilus galloprovincialis chez qui les profils
d’expressions de plusieurs PAM ainsi que de la Heat Shock Protein (HSP70) différent apres
injection de V. splendidus ou V. anguillarum, mais restent inchangés apres injection de M.

lysodeikticus (Cellura et al., 2007).

Il est également important de noter que la recherche in silico n’est pas infaillible. Il est
possible qu’il y ait eu des erreurs par rapport a l'analyse des transcrits. Il est donc
indispensable de confirmer la présence des peptides chez la seiche par des analyses en
spectrométrie de masse. Par ailleurs, I'utilisation des algorithmes de prédictions a également
montré ses limites. En effet chez la seiche, un peptide prédit comme non antimicrobien a
révélé une activité antimicrobienne (Houyvet et al., 2018). Au niveau des hémocytes, le
peptide le plus actif, GK28, possede des scores inférieurs pour deux algorithmes que LV25 qui
est pourtant non actif. Certains peptides possédant un score peu élevé ont donc pu étre
ignorés, il est donc important de croiser plusieurs données comme les valeurs d’expression

utilisées dans notre étude.
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1. Introduction

1.1. La Peau des organismes aquatiques : barriere entre le milieu interne et
un environnement extérieur complexe

Les organismes aquatiques se caractérisent par leur contact permanent avec un milieu
extérieur riche en microorganismes comprenant des bactéries, des champignons et des virus,
dont certains sont pathogénes pour les organismes aquatiques comme les Poissons (Austin,
2011) ou les Protostomiens (Destoumieux-Garzén et al., 2016). La premiére barriére joue donc
un réle important pour maintenir I'intégrité du milieu interne. Chez de nombreux organismes
aquatiques, la premiere barriére est la peau comme chez les Poissons, les Amphibiens, les

Annélides ou les Céphalopodes.

1.1.1. Structure de la peau chez les organismes aquatiques

Chez les Poissons et les Amphibiens, et notamment les Anoures, la peau a fait I'objet de
nombreuses études (Rakers et al., 2010, Varga et al., 2019). Chez ces animaux, la peau se
structure en deux couches : le derme en profondeur et I'épiderme en surface recouvert d’'un
mucus (Figure 27). Chez les Poissons, I'épiderme est un épithélium pluristratifié composé
d’une majorité de cellules squameuses accompagnées de cellules muqueuses. Le derme, sous
I’épiderme, est riche en tissu conjonctif et présente des vaisseaux sanguins et des fibres
nerveuses. La majorité des cellules du derme sont des fibroblastes (Rakers et al., 2010).
D’autres types cellulaires sont également présents au niveau du derme et de |'épiderme
comme des cellules impliqguées dans la formation des écailles, des cellules pigmentaires
(mélanocytes) et des cellules immunitaires (Angeles Esteban et Cerezuela, 2015). Chez les
Anoures, I'épiderme est composé de 5 a 7 couches cellulaires reposant sur une membrane
basale. Le derme est composé de tissu conjonctif associé a des fibres nerveuses, des vaisseaux
sanguins, des cellules pigmentaires (chromatophores) et des glandes muqueuses et séreuses

(Haslam et al., 2014).

Plusieurs types de cellules immunitaires ont été décrits au niveau de la peau chez les
Poissons et les Anoures. Les mastocystes, cellules a granules éosinophiles impliquées dans
I'inflammation et la réponse immunitaire, ont été identifiées au niveau de la peau chez

Xenopus laevis (Haslam et al., 2014).
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Figure 27. Représentation schématique de la peau chez les Poissons et les Anoures

(d’apres Rakers et al., 2013 et Varga et al., 2019).
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lIs sont a I'origine de la production de Peptides AntiMicrobiens (PAM) chez les Poissons
(Silphaduang et Noga, 2001). Des lymphocytes B et T, ont également été décrits au niveau de
la peau de Poissons (Grgntvedt et Espelid, 2003) et d’Anoures (Ramanayake et al., 2007).
Cependant, ces cellules pourraient ne pas étre présentes « naturellement » au niveau de la
peau mais étre recrutées lors d’une réaction immunitaire ou inflammatoire (Angeles Esteban,
2012, Varga et al., 2019). Ce recrutement pourrait s'opérer par I'intermédiaire des cellules
dendritiques qui agissent comme messagers dans les réponses immunitaires innées et
acquises (Banchereau et Steinman, 1998) et qui ont été mises en évidence au niveau de la

peau des Poissons (Bassity et Clark, 2012) et des Amphibiens (Castell-Rodriguez et al., 2001).

Chez les Bivalves et les Gastéropodes, qui représentent la majorité des espéeces de
Mollusques, il n’existe pas de peau a proprement parlé mais un simple épiderme recouvert de
mucus, constitué d’une ou plusieurs couches de cellules supportées par une membrane basale
(Figure 28). Cet épiderme est retrouvé au niveau de différentes structures internes et externes
comme les branchies ou le manteau, et est composé de trois types cellulaires principaux : les
cellules épidermiques, sécrétrices et ciliées. Au niveau du manteau, des cellules épithéliales
spécialisées sont impliquées dans la formation de la coquille (McDougall et Degnan, 2018).
Chez d’autres Protostomiens aquatiques appartenant aux Annélides, un épiderme est
également présent, recouvert lui aussi de mucus. Chez ces animaux, |'épiderme est un
épithélium pseudostratifié composé de plusieurs types cellulaires et protégé par une cuticule

(Mastrodonato et al., 2006, Katz et al., 2010, Rodrigo et al., 2018).

Chez les Céphalopodes, une véritable peau composée d’un épiderme et d’'un derme est
présente. L'épiderme est majoritairement constitué de cellules glandulaires produisant du
mucus. Le derme est quant a lui riche en tissu conjonctif et renferme des chromatophores,
des iridophores et des leucophores (Mangold et al., 1989). Ces cellules pigmentaires
permettent a la seiche d’adopter des motifs de couleur tres variés impliqués dans les relations
intra- ou inter-espéces. En effet, chez les Céphalopodes, la peau joue un réle important dans
la protection vis-a-vis des prédateurs et dans la prédation via ses capacités de camouflage
associant des changements de couleur et d’aspect (Mathger et al., 2009b). Chez Sepia
officinalis, les males matures sont en compétition lors de la reproduction et adoptent un motif

zébré lorsqu’un male rival est apercu (Mathger et al., 2009a).
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Figure 28. Représentation schématique des types cellulaires de I'épiderme

chez les Mollusques (d’aprés Allam et Espinosa, 2015).

Chez les Mollusques les cellules immunitaires, les hémocytes, peuvent également étre
observées au niveau de I'épiderme. L'infiltration hémocytaire permet en effet de répondre a
un infection ou a une lésion de la barriere épithéliale (Schmitt et al., 2012). Par exemple, chez
Mytilus galloprovincialis, 6h apres injection de la bactérie Vibrio splendidus au niveau du
muscle adducteur postérieur, de nombreux hémocytes sont recrutés et se sont infiltrés entre
les fibres musculaires (Parisi et al., 2019). Chez les Céphalopodes, les hémocytes sont
également recrutés lors d’une altération de la peau. En cas de Iésion de la peau, de nombreux
hémocytes provenant des vaisseaux adjacents sont recrutés et s’accumulent en surface chez
Eledone cirrhosa (Polglase et al., 1983, Bullock et al., 1987). Lors de pathologies associées a la
peau comme la dermatite chez Loligo paelei, un important recrutement d’hémocytes est
également observé (Leibovitz et al., 1977). Chez la seiche, la biopsie de la peau infectée par
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un champignon du genre Cladosporium révele la présence de nombreux hémocytes infiltrés

(Harms et al., 2006).

1.1.2. La sécrétion du mucus

La peau possede le réle de barriere chimique via la production et sécrétion du mucus.
Chez les Poissons, le mucus est sécrété par des glandes muqueuses unicellulaires présentes
au niveau de I'épiderme et appelées goblet cells ou club cells (Angeles Esteban, 2012). Chez
les Annélides, deux a trois types de glandes unicellulaires sécrétant en majorité des
glycoprotéines ont été décrites (Mastrodonato et al., 2006, Katz et al., 2010). Chez les
Mollusques plusieurs études s’intéressant a I'épiderme ont permis I'observation de cellules
sécrétrices. Chez le gastéropode Aplysia californica, un type de cellule a mucus est observé
(Anderson et al., 2010). Chez les céphalopodes Sepia tuberculata (von Byern et al., 2011),
Sepia esculenta (Lee et al., 2014) et Octopus vulgaris (Accogli et al., 2017), respectivement
deux, trois et quatre types sont décrits. Ces cellules sécretent un mucus positif a la coloration
bleu alcian conjugué ou non a l'acide périodique — réactif de Schiff révélant la présence de
mucopolysaccharides (von Byern et al., 2011, Lee et al., 2014, Accogli et al., 2017). De fagon
intéressante, chez S. esculenta, la présence de cellules mixtes capables de sécréter des
protéines et des mucopolysaccharides est observée (von Byern et al., 2011). Chez les
Amphibiens, les structures sécrétrices ne sont pas retrouvées au niveau de I'épiderme mais
du derme et correspondent a des glandes pluricellulaires. Deux types de glandes sont décrites,
des glandes muqueuses sécrétant des mucopolysaccharides et des glandes séreuses sécrétant
des produits de nature protéique (Delfino et al., 2015, Brunetti et al., 2016, Wanninger et al.,
2018).

1.1.3. Facteurs immunitaires de la peau
Au-dela de son réle de barriére physique et chimique, la peau joue le réle de sentinelle.
En effet, de nombreux facteurs de reconnaissance et de signalisation immunitaires ont été
identifiés par des approches transcriptomiques au niveau de la peau. Plusieurs voies de
signalisation en lien avec 'immunité comme la voie Toll/NF-kB, la voie du complément ou les
voies de signalisation des récepteurs des cellules B et T ont ainsi été décrites dans le
transcriptome de peau chez plusieurs espéces de Poissons (Long et al., 2013, Hu et al., 2017).

Que ce soit chez les Poissons ou les Anoures, de nombreux genes codant pour différentes

121



Chapitre 3. Peau, mucus et microbiome associé

catégories de Toll-Like Receptors (TLR) ont été décrits au niveau de la peau (Liu et al., 2016,

Hu et al., 2017, Varga et al., 2019, Wu et al., 2019, Zhu et al., 2020).

Certains effecteurs immunitaires ont également été identifiés au niveau de la
peau comme des PAM tels que la pteroicidine-a chez Pterois volitans (Houyvet et al., 2017)
ou des B-défensines chez Danio rerio (Zou et al., 2007). Cependant, la fonction immunitaire
de la peau est souvent associée aux sécrétions qu’elle produit, ce qui est détaillé dans le

paragraphe 1.3.

1.2. Le mucus associé a la peau ou a |"épiderme chez les organismes
aguatiques

Le mucus sécrété par les organismes aquatiques est composé d’une diversité de
molécules aux effets et fonctions variées. Chez les Mollusques marins, le composant principal
du mucus est 'eau a laquelle sont associés des complexes combinant des protéines et des
polysaccharides et des sels inorganiques (calcium, sodium, potassium). Chez les Mollusques
Bivalves, le mucus est essentiel pour la nutrition, il permet de capter les particules
planctoniques. Chez les Gastéropodes, il sert a la locomotion et au repérage des pistes. Les
composants de nature protéique impliqués dans ces fonctions autres que protectrices restent
inconnus (Davies et Hawkins, 1998). Chez certains Chordés, la peau sécrete des toxines
permettant la protection vis-a-vis des prédateurs comme certaines ichthyocrinotoxines chez
les Poissons appartenant au genre Gobiodon (Schubert et al., 2003, Gratzer et al., 2015) ou la
Bv8 et I'anntoxine respectivement chez les Amphibiens du genre Bombina (Mollay et al.,

1999), et Hyla annectans (You et al., 2009).

Des phéromones sont également retrouvées dans le mucus cutané. Chez Danio rerio, un
glycosaminoglycane, la chondroitine est impliquée dans les comportements de fuite (Mathuru
et al.,, 2012). Le LASP ou Leptodactylus Aggression-Stimulating Peptide, qui stimule les
comportements agressifs en lien avec la compétition pour la reproduction, a été identifié chez
la grenouille Leptodactylus fallax (King et al., 2005). Chez une autre grenouille, Litoria
splendida, les males produisent une phéromone sexuelle, la splendipherine qui attire les
femelles (Wabnitz et al., 1999). Chez I'anguille Anguilla anguilla, des extraits de mucus cutané
possedent une activité olfactive qui pourrait étre impliquée dans la reproduction (Huertas et

al., 2007).
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Des neuropeptides sont également décrits dans les sécrétions cutanées de plusieurs
espéces d’Amphibiens, tels que des peptides apparentés au FMRFamide ou au neuropeptide
Y (Xu et Lai, 2015). Chez le discus Symphysodon aequifasciata, les males et les femelles
utilisent le mucus produit au niveau de la peau pour nourrir les alevins. Enfin, I'étude du
protéome du mucus chez le discus révele que certaines protéines sont plus abondantes voire
spécifiques aux extraits provenant d’animaux parents par rapport a des animaux non-parents,
comme par exemple certaines protéines impliquées dans le métabolisme énergétique (Chong

etal., 2006).

De nombreux facteurs en lien avec I'immunité comme les PAM ou les lectines ont été
identifiés a partir du mucus d’organismes aquatiques, et indique un réle essentiel du mucus

dans la défense immunitaire.

1.3. Le réle immunitaire du mucus associé a la peau chez les organismes
aquatiques

Au-dela des fonctions associées a la nutrition ou a la locomotion décrite notamment chez

les Mollusques Bivalves et Gastéropodes, le mucus évite la dessiccation et joue un réle dans
la protection immunitaire (Davies et Hawkins, 1998). Des molécules comme I'achatine, les
lectines ou le lysozyme identifiées chez les Gastéropodes et/ou les Bivalves permettent
d’éliminer les pathogénes. Chez les Chordés, les nombreuses études menées chez les
Amphibiens ou les Poissons notamment par des approches -omiques, ont permis d’identifier
des facteurs immunitaires au niveau du mucus. Certaines études démontrent également la
présence de lectines ou de lysozyme. Ainsi chez Gadus morhua (Rajan et al., 2011, 2013) et
Anguilla japonica (Tasumi et al., 2004) des galectines ont été caractérisées a partir des
sécrétions de peau, d’autres lectines sont retrouvées chez Sparus aurata (Cordero et al.,
2016), Dicentrarchus labrax (Cordero et al., 2015) et Cyclopterus lumpus (Patel et Brinchmann,
2017). Le lysozyme, impliqué dans la destruction des parois bactériennes est présent
également dans les sécrétions cutanées chez G. morhua (Rajan et al., 2011), S. aurata (Cordero

et al., 2016) et D. labrax (Cordero et al., 2015).

Par ailleurs, chez les Vertébrés aquatiques, de nombreux PAM ont été identifiés au niveau
des sécrétions cutanées comme un PAM assimilé a une défensine chez Theloderma

kwangsiensis (Shen et al., 2016) ou la pseudine-2 chez Pseudis paradoxa (Olson et al., 2001).
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Au total, plus de 1900 PAM appartenant a une centaine de familles ont été décrits au niveau
des sécrétions cutanées chez les Amphibiens (Xu et Lai, 2015). Chez les Poissons plusieurs
PAM ont également été identifiés au niveau du mucus associé a la peau (Rakers et al., 2013),
comme des peptides issus d’histones chez Hippoglossus hippoglossus (Birkemo et al., 2003)
ou Oncorhynchus mykiss (Fernandes et al.,, 2002, Fernandes, 2004), mais également la

pleurocine chez Pleuronectes americanus (Cole et al., 1997).

Plusieurs facteurs associés a la cascade du complément, impliquée dans des processus
immunitaires innés et acquis (Ricklin et al., 2010), sont eux aussi présents dans le protéome
du mucus chez les Poissons (Cordero et al., 2015, 2016). Enfin, plusieurs facteurs associés a la
réponse au stress comme des Heat Shock Proteins (HSP) ou au stress oxydatif comme les
peroxyrédoxines, la glutathion-S transférase, ou les superoxyde dismutases sont également
présents au niveau du mucus (Cordero et al., 2015, Jurado et al., 2015, Patel et Brinchmann,
2017). Viennent s’ajouter a ces facteurs de nombreuses protéases, comme des serine-
protéases, cystéine-protéases, aspartate protéases ou métalloprotéases (Dash et al., 2018).
Certaines enzymes sont a |'origine de PAM comme la cathepsine D qui est capable de produire

la parasine-l a partir de I'histone 2A (Cho et al., 2002).

1.4. Microbiome associé a la peau/mucus chez les organismes marins

Des communautés bactériennes regroupées en microbiome sont décrites au niveau de
divers organes comme l'intestin ou la peau au sein du régne animal. Ces microbiomes font
I'objet d’un nombre d’études en augmentation grdce aux nouvelles techniques de
séquencage, comme la métagénomique, qui permettent d’évaluer la diversité des
communautés bactériennes. L'équilibre entre les différentes especes bactériennes est
important et un déséquilibre peut favoriser I'émergence d’espéces pathogénes comme cela a
été observé au niveau de l'intestin chez I'Homme (Lynch et Pedersen, 2016). Chez les
organismes marins, I'attention se porte sur les especes possédant un intérét économique
comme les Poissons (Llewellyn et al., 2014, Merrifield et Rodiles, 2015, Egerton et al., 2018).
Chez ces espéces, le microbiome associé au tractus digestif est le plus étudié par comparaison

a celui associé aux ceufs, aux branchies ou a la peau (Merrifield et Rodiles, 2015).

Le microbiome au niveau de la peau chez les Poissons semble plusieurs origines. Il associe

des bactéries présentes a la surface des ceufs, des bactéries du milieu environnant ainsi que
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des bactéries provenant de I'alimentation (Llewellyn et al., 2014). Larsen et collaborateurs
(2013) ont étudié la diversité du microbiome associé a la peau chez six espéces de Poissons.
Celui-ci est dominé par des bactéries appartenant aux Proteobacteria. |l existe cependant
certaines différences entre espéces, trois espéces possédant des communautés de
cyanobactéries. Lorsque que la répartition des Proteobacteria est étudiée, celle-ci est
dominée par des y-Proteobacteria sauf chez une espece chez qui ce sont les a-Proteobacteria
qui prédominent (Larsen et al., 2013). Des résultats similaires concernant la dominance de
Proteobacteria ont été observés chez d’autres Poissons comme Lutjanus campechanus (Arias
et al., 2013), Salvelinus fontinalis (Boutin et al., 2014), D. labrax et S. aurata (Chiarello et al.,
2015), S. salar (Minniti et al., 2017), et des Poissons retrouvés au niveau de récifs coralliens
(Chiarello et al., 2018). Le microbiome associé a la peau a également été étudié chez des
espéces de requin (Doane et al., 2017), de Mammiféeres marins (Apprill et al., 2014, Chiarello
et al., 2017) et chez la seiche (Lutz et al., 2019). Chez le requin renard Alopias vulpinus, le
microbiome cutané est riche en y-Proteobacteria (Doane et al., 2017). Une dominance des
Proteobacteria est également observée chez des orques et dauphins élevés en captivité
(Chiarello et al., 2017) ou des baleines a bosse suivies en milieu naturel (Apprill et al., 2014).
Chez la seiche, une étude s’est intéressée aux différents microbiomes présents au niveau de
différentes parties du tube digestif, des branchies et de la peau en se focalisant sur certaines
espéces bactériennes et en présence ou non d’antibiotique. Au niveau de la peau, une grande
proportion de bactéries n’a pas été clairement identifiée. Néanmoins, |'étude révele qu’en
présence d’un traitement antibiotique la proportion de Flavobacteriaceaea est plus

importante (Lutz et al., 2019).

Le microbiome cutané semble lié¢ a des caractéristiques individuelles. En effet, chez
Salvelinus fontinalis des différences significatives dans les communautés bactériennes
retrouvées chez les males et les femelles ont été observées (Boutin et al., 2014). Boutin et
collaborateurs (2014) ont également observé la présence de génes associés a I'abondance de
certains genres bactériens connus pour leur production de composés antimicrobiens et
suggérant ainsi I'influence du génotype dans la sélection des communautés microbiennes
associées a la peau. Chez D. labrax et S. aurata, Chiarello et collaborateurs (2015) ont observé
des variations qualitatives et quantitatives intra et inter-especes des communautés

bactériennes bien que tous les individus aient été élevés dans les mémes conditions,
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suggérant I'importance du génotype dans I'établissement du microbiome. Chez les orques et
les dauphins élevés en captivité dans un méme parc, des différences intra et inter-espéces
sont également observées (Chiarello et al., 2017). Enfin, le mucus cutané peut dans certains
cas étre impliqué dans I'établissement de certains microbiomes. En effet, chez le discus, chez
qui les alevins se nourrissent du mucus cutané parental, le microbiome cutané change au
cours de la reproduction (Sylvain et Derome, 2017). Sylvain et Derome (2017) ont également
observé que lorsque les alevins commencent a se nourrir du mucus cutané parental, leur
microbiome intestinal subit une modification avec une augmentation importante de la

proportion de Bacteroidetes.

1.5. Objectifs du chapitre

Les objectifs du chapitre sont de comprendre comment la peau est impliquée dans la
fonction immunitaire chez la seiche. Pour répondre a cette question, une étude globale de Ia
peau, mais également du mucus qui la recouvre est menée (Figure 29). Deux approches sont
mises en place, une approche cellulaire utilisant des techniques d’histologie, de microscopie
optique et électronique ainsi que des techniques de microbiologie, et une approche
moléculaire par le biais de techniques -omiques. L'approche cellulaire a pour objectifs
d’étudier (1) la structure de la peau et (2) la diversité microbienne présence a la surface de la
peau. L'approche moléculaire a quant a elle pour objectifs d’étudier (3) le transcriptome de la
peau et (4) le protéome et peptidome du mucus afin de rechercher des acteurs moléculaires

de I'immunité.
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2. Diversité microbiome 4. Peptidome,

)\ Protéome

1. Structure cutanée

Figure 29. Représentation schématique des différentes approches menées autour de la

peau chez la seiche.
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2. Matériel et méthodes

2.1. Matériel biologique
Les seiches (Sepia officinalis) sont capturées en Baie de Seine et transportées a la station
marine du Centre de Recherches en Environnement Cétier (CREC), a Luc-sur-mer. A la station
marine, les seiches sont maintenues dans des bassins de 1000 litres alimentés en eau de mer

a 16°C en circuit semi-fermé dans une structure d’élevage agrée et nourries ad libitum.

Les expérimentations sur la seiche répondent a la Directive 2010/63/EU et la
réglementation Frangaise concernant |'utilisation d’animaux pour I'expérimentation. Les
expérimentations ont été approuvées par le comité d’éthique régional CENOMEXA N°54,
(accord de projet n° 03145.03) et ont été concues afin de réduire la souffrance et le stress en
minimisant le nombre d’animaux. Avant chaque prélévement, les animaux sont euthanasiés

avec de I'éthanol (3%) et vidés de leur hémolymphe.

Pour I’étude histologique, des morceaux de peau prélevés en position dorsale et ventrale
ont été placés dans une solution de Davidson pour la microscopie optique. Des morceaux de
nageoires sont prélevés et placés dans une solution de cacodylate de
sodium/glutaraldéhyde/saccharose pour la microscopie électronique. Pour I'approche
microbiologique, le mucus est prélevé sur la peau dorsale avec une spatule métallique stérile
et étalé sur milieux gélosés. Pour I'approche transcriptomique, la peau de 5 animaux a été
prélevée au niveau dorsal et ventral et stockée a -80°C. Enfin, pour I'approche protéomique

et peptidomique, le mucus est prélevé sur la peau dorsale et ventrale et aussitot extrait.

2.2. Etude histologique

2.2.1. Microscopie optique

Les morceaux de peau sont fixés dans une solution de Davidson (10% eau de mer filtrée,
30% éthanol 95%, 20% formaldéhyde 40%) pendant 72h a 4°C. Aprés déshydratation, les
échantillons sont inclus dans la paraffine. Des coupes de 3um sont obtenues a I'aide d’un
microtome RM2135 (Leica) et déposées sur lame. Apres séchage, les lames sont colorées au
trichrome de Prenant-Gabe (Gabe, 1968), au bleu de Coomassie (0,2% dans acide acétique
25% — éthanol 75%) (Cawood et al., 1978) ou au bleu alcian (1% dans acide acétique 3%) /
acide périodique (0,5%) — réactif de Schiff (modifié d’aprés Mowry, 1956). Les prise de vue
sont réalisées avec une caméra Nikon DS-Ri2 couplée au microscope Nikon Eclipse 80i.
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2.2.2. Microcopie électronique

Les morceaux de nageoires sont fixés dans un tampon cacodylate de sodium 0,31M a
3,2% de glutaraldéhyde et en présence de saccharose 0,15M pendant une nuit a 4°C. Apres
rincage dans un tampon cacodylate de sodium 0,31M en présence de saccharose 0,15M, les
morceaux de nageoires sont déshydratés par des bains progressifs d'éthanol et séchés par la
méthode du contournement du point critique avec un CPD030 (Leica). Les échantillons sont
ensuite collés sur support avec de la laque d'argent et métallisés au platine avec un JFC 1200
(Jeol). L'observation est effectuée avec le microscope électronique a balayage 7200LV (Jeol)

du Laboratoire de CRIstallographie et Sciences des MATériaux (CRISMAT).

2.3. Approche microbiologique

2.3.1. Mise en culture des bactéries présentes dans le mucus

Le mucus prélevé est étalé sur six milieux gélosés. Deux milieux sélectifs pour les bactéries
du genre Vibrio : TCBS agar (Conda) et Vibrio ChromoSelect agar (Sigma) ; un milieu marin
maison (IO, sels marins 20g/l, peptone 5g/|, extrait de levures 3g/l, agar 15g/1) ; un milieu
marin pour bactéries iridescentes du genre Cytophaga (Kientz et al., 2013) (CYT, sels marins
30 g/I, tryptone 1 g/l, extrait de levures 0,5 g/l, CaCl, 0,5 g/I, MgS04 0,5 g/I, agar 15 g/l) ; le
milieu columbia (Col, Conda + agar 15g/l) et le milieu coeur-cervelle (BHI, Conda + agar 15g/l).
Le mucus est étalé directement sur la gélose a I'aide d’un inoculateur puis la gélose est incubée

a 20°C pendant 72h. Aprés ces 72h, les boites sont conservées a 4°C.

2.3.2. Isolement et identification des especes bactériennes

Afin d’isoler les souches, une colonie est sélectionnée et cultivée dans un bouillon liquide
pendant une nuit a 20°C et sous agitation (culture de nuit). Cette culture de nuit est étalée sur
une nouvelle gélose. L'opération est renouvelée deux fois afin de s’assurer de I'isolement
complet de la souche. Quand un seul phénotype est observé, une nouvelle culture de nuit est
réalisée a partir d’une colonie. L’extraction de I’ADN bactérien est réalisée a partir de cette
culture de nuit. L'identification des especes bactériennes est réalisée grace au séquengage
d’un fragment du gene de I’ADN 16S. Les amorces utilisées sont les suivante, amorce sens 63f :
5’-CAGGCCTAACACATGCAAGTC-3’ et amorce anti-sens 1387r : 5'-GGGCGGWGTGTACAAGGC-
3’. La PCR (Polymerase Chain Reaction) est réalisée comme suit : 1 cycle de 5min a 95°C, 30

cycles de 30s a 95°C suivi de 30s a 55°C et 1,5min a 72°C et 1 cycle de 5min a 72°C avec la
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GoTaq® G2 flexi DNA polymerase (Promega). Le séquencage est ensuite réalisé par

GenoScreen.

2.4. Approche transcriptomique
Apres broyage a l'azote liquide, les échantillons de peau sont re-suspendus dans le
TriReagent afin d’extraire les ARN totaux en suivant le protocole décrit par Cornet et
collaborateurs (2014). Apres dosage et contrdle de la qualité des ARN, la préparation des
« librairies » et le séquencage lllumina sont réalisés par I'Université McGill et le Centre
d'expertise et de services Génome Québec (Montréal, Quebec). L’ensemble des analyses bio-
informatiques permettant I'assemblage et I'annotation du transcriptome a été réalisé par la

plateforme ABiMS en suivant la procédure décrite précédemment (Benoist et al., 2020b).

2.5. Approche protéomique
Trois extraits protéiques sont réalisés : (1) le mucus est dilué dans une solution de tampon
salin (PBS, Phosphate-Buffered Saline) contenant un cocktail d’inhibiteurs de protéases
(P2714, Sigma) ; (2) le mucus est repris dans une solution d’acide heptafluorobutyrique (HFBA)
0,1% et (3) le mucus est repris dans une solution de DiThioThréitol (DTT) a 0,1M et Fluorure
de PhénylMéthylSulfonyle (PMSF) a 1ImM. Aprées 10 minutes de centrifugation a 20000g a 4°C,
les surnageants sont récupérés. Les concentrations protéiques sont obtenues aprés dosage a

I’acide bicinchoninique (BCA) (Smith et al., 1985).

Les extraits protéiques sont séparés sur gel d’électrophorése de polyacrylamide en
conditions dénaturantes (SDS-PAGE) pendant 3h a 120V dans du tampon de migration Tris-
HCl et avec le marqueur de poids moléculaire ColorBurst™ (C1992, Sigma). Les gels sont
colorés avec une solution de méthanol 40% - acide acétique 10% contenant 0,1% de bleu de
Coomassie. Les gels sont découpés en bandes qui sont ensuite décolorées. Ces bandes
subissent un traitement RAT, réduction au DTT 50mM, alkylation a l'iodoacetamide (IAA)
55mM et digestion a la trypsine 0,006ug/ul. Aprés extraction des peptides trypsiques des
bandes de gel, ceux-ci sont analysés en chromatographie liquide nano (nanoLC) couplée a la
spectrométrie de masse (ESI-MSMS) comme décrit précédemment (Benoist et al., 2020a). La
recherche en banque, pilotée par le logiciel Mascot 2.6.1 (Matrix Science), est réalisée sur la
base des fragmentations obtenues en MSMS en utilisant comme base de données le

transcriptome de peau, préalablement traduit avec le logiciel PepTraqg. Les modifications
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sélectionnées pour lidentification sont les suivantes: oxydation et di-oxydation des
méthionines, acétylation des lysines et carbaméthylation des cystéines. L’erreur de masse est
fixée, pour la MS et la MSMS, a 40 ppm et 0,05 Da respectivement. Les données Mascot ainsi
obtenues sont ensuite transférées dans le logiciel de validation

Proline (http://www.profiproteomics.fr/proline/) afin d’étre filtrées selon un seuil < 0,05 et

d’éliminer les redondances protéiques.

2.6. Approche peptidique
Deux extractions peptidiques sont réalisées : (1) Le mucus est dilué dans une solution de
Méthanol (90%) — acide ACétique (1%) (MAC) et (2) le mucus est repris dans une solution
d’acide acétique a 0,1% et bouilli pendant 5 minutes (AC). Aprées 20 minutes de centrifugation
a 30000g a 4°C, les surnageants sont récupérés, concentrés et dessalés sur colonne SepPak
C18 (Waters). Apres élution avec 80% d’ACétoNitrile (ACN), les échantillons sont séchés au

speedvac et stockés a 4°C.

Chaque extrait est ensuite concentré sur une microcolonne C18 Omix (C18), séché et
repris en acide formique 0,1% avant injection en nanoLC-ESI-MSMS. La chromatographie est
réalisée sur une chaine nano débit ultra haute pression NanoElute (Bruker Daltonics). Les
peptides sont préconcentrés sur une précolonne C18 pepmap 100 (5mm x 300pum i.d., Thermo
Scientific) avant d’étre séparés sur une colonne de phase inverse Reprosil (25cm x 75um i.d.,
1.6pum C18 lonopticks) placée a 50°C. Les phases mobiles sont composées de 0,1% acide
formique (A) et 0,1% acide formique — 99,9% ACN (v/v) (B). Le débit est réglé a 400nL/min et
le gradient appliqué est le suivant : de 2 a 15% B en 60 min, suivi d’'une augmentation a 25%

B en 30 min puis a 37% en 10 min. Suit une étape de lavage a 95% B avant rééquilibration.

L'analyse en MS est réalisée sur un spectrometre hybride TIMS-TOF pro (Bruker Daltonics)
équipé d’une source nano ESI (CaptiveSpray, Bruker Daltonics). Un voltage de 1400 V avec une
température de capillaire de 180°C sont typiquement utilisés pour ioniser. Le systéme est
calibré chaque semaine avec une précision supérieure a 1 ppm. Les spectres sont acquis en
mode positif dans une gamme de masse comprise entre 100 et 1700 m/z. Pour cette
expérience, l'acquisition est réalisée en mode PASEF (10 cycles de scans en 1,25 secondes),
avec inclusion des ions monochargés. La recherche en banque est réalisée de la méme fagon

gue pour I'approche protéomique. Le potentiel antimicrobien des peptides identifiés est
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déterminé a 'aide du calculateur et prédicteur du site APD (the Antimicrobial Peptide Databse)

(http://aps.unmc.edu/AP/prediction/prediction _main.php) (Wang et al.,, 2016) et des

algorithmes de prédictions disponibles sur le site CAMP (Collection of Anti-Microbial Peptides)

(http://www.camp.bicnirrh.res.in/index.php) (Waghu et al., 2016).
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3. Résultats et Discussion

3.1. Approche cellulaire

3.1.1. Etude structurale de la peau
La structure générale de la peau chez la seiche, visualisée en microscopie optique apres
coloration au trichrome de Prenant-Gabe, se compose d’un épiderme formé d’une couche de
cellules épidermiques et sécrétrices (Figure 30, fleches S). Sous [I'épiderme, des
chromatophores et iridophores sont observés, ceux-ci sont impliqués dans les changements
de couleur et le camouflage comme précédemment décrits chez plusieurs Céphalopodes dont
Sepia officinalis (Allen et al., 2014). La présence de vaisseaux au niveau du derme indique une

vascularisation importante de la peau (Figure 31).

]~ Epiderme

Chromatophore

Iridophore

Figure 30. Observation en microscopie optique de la structure générale de la peau

chez la seiche, apres coloration au trichrome de Prenant-Gabe (Objectif x10).

133



Chapitre 3. Peau, mucus et microbiome associé

Ces vaisseaux sont impliqués dans le transport des hémocytes et jouent donc un réle
important dans la réponse aux altérations de la peau lors de blessures ou d’infections
nécessitant le recrutement d’hémocytes comme cela a été décrit chez plusieurs Céphalopodes

(Polglase et al., 1983, Bullock et al., 1987, Harms et al., 2006).

Figure 31. Observations microscopiques des vaisseaux présents au sein du derme chez la seiche.
A. Vue générale avec I'épiderme a gauche, la couche de cellules pigmentaires (chromatophores et
iridophores) et le derme et son tissu conjonctif riche (Objectif x10). B. Agrandissement d’une partie

du derme permettant d’observer des vaisseaux (Objectif x40).

Afin d’étudier la nature des sécrétions présentes, deux colorations spécifiques ont été
utilisées. La coloration au Bleu de Coomassie (BC) permet de révéler la présence de produits
d’origine protéique tandis que la coloration au Bleu Alcian conjugué a I’Acide Périodique et au
réactif de Schiff (BA-APS) permet la mise en évidence les mucopolysaccharides dont les
mucines retrouvées au niveau du mucus. Deux types de sécrétions ont été identifiés

permettant de distinguer des cellules de type séreux sécrétant des produits de nature
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protéique, et des cellules de type muqueux sécrétant des mucines et autres

mucopolysaccharides (Figure 32).

Figure 32. Observations en microscopie optique des structures sécrétrices retrouvées au niveau
de la peau chez la seiche. (A : Coloration BC ; B : Coloration BA-APS ; fleches M : cellules muqueuses ;

fleches S : cellules séreuses ; Objectif x40).

Les cellules séreuses sont composées d’un cytoplasme rempli de nombreux grains de
sécrétion prenant uniquement une teinte bleue apres coloration BC révélant ainsi la nature
protéique de ces produits (Figure 32, fleches S). Les cellules muqueuses présentent quant a
elles un cytoplasme non coloré apres coloration BC et coloré en rose — violet aprés coloration
BA-APS, révélant la production de mucines (Figure 32, fleches M). La peau de la seiche est
donc constituée de deux types de structures sécrétant du mucus ou des produits de nature
protéique comme cela a été décrit chez les Amphibiens (Delfino et al., 2015, Brunetti et al.,
2016, Wanninger et al., 2018), se distinguant des Poissons chez qui un seul type de cellules
sécrétrices est observé (Saadatfar et al., 2010, Karlsen et al., 2018). Plusieurs études menées
sur I'épiderme chez les Mollusques indiquent la présence d’'un a quatre types de cellules
sécrétrices (Anderson et al., 2010, von Byern et al., 2011, Lee et al., 2014, Allen et al., 2014,
Accogli et al., 2017). Cependant, il semble s’agir de plusieurs types de cellules de type

mugqueux. Seule une étude réalisée chez Sepia tuberculata, révele la présence de cellules

mixtes capables de sécréter des mucopolysaccharides et des protéines (von Byern et al.,
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2011). La Figure 32 permet également d’observer que le mucus libéré par les cellules

sécrétrices est riche en mucines et mucopolysaccharides colorés en BA-APS.

La coloration BA-APS permet d’observer trois types de cellules muqueuses selon la nature
des mucines sécrétées (Figure 33), en accord avec les précédents résultats observés chez
d’autres Céphalopodes chez qui plusieurs types de cellules muqueuses ont été identifiés (Lee

etal., 2014, Accogli et al., 2017).

Figure 33. Observation en microscopie optique des différents types de cellules muqueuses
retrouvées au sein de la peau chez la seiche (fleche 1 : mucines acides ; fleche 2 : mucines
neutres ; fleche 3 : mélange ; pointe de fleche : cellule déchargeant son contenu ; Coloration

BA-APS, Objectif x40).

Enfin, une densité différente en cellules muqueuses et séreuses a été observée entre les
échantillons de peau sur la face ventrale ou la face dorsale de I'animal. Seules quelques
cellules sécrétrices sont observées sur la peau ventrale contrairement a ce qui est observé sur
la peau dorsale (Figure 34). Cette organisation differe de celle observée chez certains
Annélides chez qui les cellules sécrétrices sont retrouvées de fagcon uniforme entre les régions

dorsales et ventrales (Mastrodonato et al., 2006, Rodrigo et al., 2018).
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Figure 34. Observations en microscopie optique de coupes de peau ventrale (A, C) et dorsale (B,
D). (A, B : coloration BA-APS ; C, D : coloration BC; fleches : cellules muqueuses ; pointes de fléches :

cellules séreuses ; Objectif x10).

Lorsque la peau des nageoires est observée en Microscopie Electronique a Balayage
(MEB, Figure 35), des amas de mucus peuvent étre distingués (fleche). L'aspect et les

délimitations des cellules peuvent également étre observés (contours pointillés).

3.1.2. Etude du microbiome cultivable associé a la peau
Présence de bactéries au niveau de la peau
L’analyse en MEB des nageoires révele également la présence de bactéries a la surface
de la peau comme observé chez la baleine a bosse (Apprill et al., 2014). Ces bactéries forment

dans certains cas un tapis présentant une forte densité. Les bactéries observées ont une forme

137



Chapitre 3. Peau, mucus et microbiome associé

de batonnet de taille variable. Celles-ci sont enchevétrées dans une matrice extracellulaire

plus ou moins dense correspondant au mucus (Figure 36).

s 10 ym  x 1000

Figure 35. Observation en MEB de I'aspect général de la peau.
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Figure 36. Observations en MEB d’un amas de bactéries au niveau de la surface de la peau

des nageoires.
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3.1.3. Isolements de bactéries et espéces identifiées
Sur les milieux riches en sels (10 et CYT) plusieurs colonies différentes présentant des
formes, des tailles et des couleurs différentes (blanc, jaune, rouge, orange) sont observées
(Figure 37) a l'inverse des milieux sélectifs chromogéniques (TCBS et Vibrio ChromoSelect) ou
des milieux pauvres en sels (Col et BHI) ou peu de souches ont pu se développer. Vingt-six
souches ont été isolées. Apres séquencage du gene de I’ARN 16S, douze especes différentes

ont finalement été identifiées (Tableau 1).

Tableau 1. Bactéries cultivables identifiées dans le mucus de la seiche.

Espece Classe Ordre Famille
w Staphylococcus equorum (1) Bacilli Bacillales Staphylococcaceae
3
g Bacillus hwajinpoensis (2) Bacilli Bacillales Bacillaceae
o
© Bacillus aquimaris (3) Bacilli Bacillales Bacillaceae
Tenacibaculum soleae (4) Flavobacteriia Flavobacteriales Flavobacteriaceae
Ruegeria (Epibacterium) scottomollicae (5) a-Proteobacteria Rhodobacterales Rhodobacteraceae
Leisingera methylohalidivorans (6) a-Proteobacteria Rhodobacterales Rhodobacteraceae
E Acinetobacter Iwoffii (7) y-Proteobacteria Pseudomonadales Moraxellaceae
A )
; Psychrobacter sp. (8) y-Proteobacteria Pseudomonadales Moraxellaceae
g Idiomarina sp. (9) y-Proteobacteria Alteromonadales Idiomarinaceae
Vibrio (Aliivibrio) fischeri (10) y-Proteobacteria Vibrionales Vibrionaceae
Vibrio sp. (11) y-Proteobacteria Vibrionales Vibrionaceae
Vibrio jasicida (12) y-Proteobacteria Vibrionales Vibrionaceae

La grande majorité des bactéries cultivables isolées a partir du mucus cutané chez la
seiche sont des espéces appartenant au phylum des Proteobacteria. La présence d’une
majorité de Proteobacteria a déja été observée en métagénomique chez plusieurs animaux
marins comme les Poissons (Chiarello et al., 2015, Lowrey et al., 2015, Lokesh et Kiron, 2016,
Minniti et al., 2017, Carda-Diéguez et al., 2017), les Mammiferes marins (Apprill et al., 2014,
Chiarello et al., 2017), les Copépodes (Gerdts et al., 2013) ou I'huitre perliere (Dubé et al.,
2019). Néanmoins la comparaison reste difficile a faire avec ces études réalisées en
métagénomique qui permettent d’avoir un apergu des populations bactériennes
contrairement a I'étude du microbiome cultivable qui permet d’identifier plus précisément

guelques especes bactériennes pouvant étre cultivées.
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Figure 37. Photographies des boites de pétri ensemencées avec du mucus de seiche (A, B :

encensement sur milieu CYT ; C, D : encensement sur milieu IO ; E : ensemencement sur milieu Col
; F : ensemencement sur milieu Vibrio ChromoSelect ; A, C : aspect aprés 72h a 20°C; B, D, Eet F:
aspect apres 72h a 20°C et 24h a 4°C). Les numéros correspondent aux bactéries identifiées et

présentées dans le Tableau 1).
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Deux bactéries du genre Bacillus, B. hwajinpoensis et B. aquimaris, ont été isolées. Ces
deux souches ont initialement été identifiées dans les eaux de la mer Jaune en Corée (Yoon et
al., 2003, 2004) et ont plus récemment été décrites dans des microbiomes d’espéces marines
comme des Spongiaires (Li et al., 2011, Phelan et al., 2012, Dupont et al., 2014). La souche de
B. aquimaris isolée chez la seiche differe de celle isolée au niveau de l'intestin de Litopenaeus
vannamei, capable de produire des caroténoides qui augmentent I'expression du géne Rho et
I'activité prophénoloxydase de I'hGte, qui sont associées a la réponse immunitaire innée
(Nguyen et al., 2018). Chez la seiche la souche de B. aquimaris ne semble néanmoins pas

produire de caroténoides (Figure 37).

Deux espéces isolées au niveau du mucus cutané chez la seiche, S. equorum et R.
scottomellica, sont présentes chez le spongiaire Asbestopluma hypogea (Dupont et al., 2014).
La souche Phychrobacter sp. identifiée au niveau du mucus cutané de la seiche est tres proche
de P. celer, initialement isolée en mer Jaune en Corée (Yoon et al., 2005) et présente dans le
microbiome intestinal chez Gadus morhua (Lauzon et al., 2010). Une souche de Leisingera
methylohalidivorans a également été isolée chez la seiche. Chez le Céphalopode E. scolopes
plusieurs especes appartenant au genre Leisingera ont été décrites au niveau des glandes
nidamentaires accessoires (Collins et al., 2015). Ces glandes sont impliquées dans la formation
de I'ceuf (Cornet, 2015) et les espéces bactériennes associées pourraient donc étre retrouvées
au niveau des ceufs. Lors de I’éclosion, les bactéries pourraient étre transmisses aux seiches

fraichement écloses comme cela a été décrit chez les Poissons (Llewellyn et al., 2014).

D’autres espéces bactériennes impliquées dans des pathologies chez certains Poissons
comme Acinetobacter Iwoffii (El-Sayyad et al., 2010, Kozinska et al., 2014, Cao et al., 2018) ou
Tenacibaculum soleae (Pineiro-Vidal et al., 2008, Lopez et al., 2010) qui a également été
identifiée chez C. gigas (Burioli et al., 2018), ont été isolées dans le mucus cutané chez la
seiche. Le mucus prélevé pour réaliser ces identifications provenaient d’une peau saine. Ces
différentes especes pathogenes chez d’autres especes ne semble pas avoir d’'impact néfaste
chez la seiche. Cependant, la culture des bactéries du mucus sélectionne certaines bactéries
au détriment d’autres selon leurs capacités de pousse sur les milieux sélectionnés. Ainsi au
niveau du microbiome cutané de la seiche ces especes pathogeénes, peut étre présentes en
proportion insuffisante, pourraient profiter d’un déséquilibre afin d’entrainer I'apparition

d’une pathologie comme observé chez les Poissons (Llewellyn et al., 2014). Trois membres du
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genre Vibrio précédemment décrits chez d’autres animaux aquatiques ont été isolés a partir
du mucus de la seiche comme Vibrio jasicida, Vibrio sp. et Vibrio (Alivibrio) fischeri. Vibrio
jasicida, appartient au clade Harveyi et a été isolée chez le homard Jasus verrauxi, I'ormeau
Haliotis sp. et le saumon Salmo salar (Yoshizawa et al., 2012). Vibrio fischeri est une bactérie
symbiotique chez Monocentris japonica (Ruby et Nealson, 1976) et E. scolopes (Nyholm et
McFall-Ngai, 1998) et capable de bioluminescence. Ces deux especes ont également été
isolées dans le mucus du ver polychéte, Myxicola infundibulum (Stabili et al., 2014). Un
troisieme membre du genre, qui a nécessité |'utilisation du géne de la gyrase et proche de
Vibrio ichthyoenteri, est également retrouvé dans le mucus cutané de la seiche. V.
ichthyoenteri a été précédemment isolé dans l'intestin de larves de Paralichthys olivaceus et

désigné comme responsable de nécroses intestinales (Ishimaru et al., 1996).

3.2. Approche moléculaire

3.2.1. Etude du transcriptome de la peau

L'analyse du transcriptome de peau révele la présence de 137218 transcrits
correspondant a des isoformes de 12460 génes (d’apres la définition de géne par I'assembleur
Trinity) ayant une longueur moyenne de 758 nucléotides. Aprés blastx contre la banque de
données Uniprot, 14% seulement des transcrits ont été annotés. Ce faible niveau d’annotation
coincide avec ceux obtenus pour le transcriptome des hémocytes (hct) (Benoist et al., 2020b).
D’autres transcriptomes d’organes de seiche possédent un taux d’annotation faible comme le
Corps Blanc (CB), 20% (Benoist et al., 2020a), le systeme nerveux central, 28% (Zatylny-Gaudin
et al., 2016) ou les Glandes Nidamentaires Accessoires (GNA), 34% (Cornet, 2015). Les vingt
transcrits les plus exprimés correspondent a quatre séquences partielles codant pour des
reflectines, trois ayant déja été décrites chez la seiche (Andouche et al., 2013), a sept
séquences nouvelles (non annotées), aux transcrits codant pour la transferrine, la poly-
protéine structurale, le collagéne, la poly-protéine non-structurale, la chitine désacétylase,
I'actine, la poly-ubiquitine, une protéine neurofilament-like et le facteur d’élongation 1-a.
Parmi ces derniers, huit d’entre eux, ceux de la transferrine, la poly-protéine structurale, la
chitine désacétylase, l'actine, la poly-ubiquitine et les séquences nouvelles 1, 3 et 4,
correspondent également aux transcrits les plus exprimés dans les transcriptomes
d’hémocytes contrbles et exposés a V. splendidus (Benoist et al., 2020b). Le transcrit du

facteur d’élongation 1-a et celui codant pour la séquence nouvelle 1 font également partie
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des transcrits les plus exprimés au niveau du corps blanc (Benoist et al., 2020a). Les transcrits
non annotés retrouvés dans plusieurs transcriptomes différents chez la seiche pourraient
coder pour de nouvelles protéines spécifiques a la seiche qu’il pourrait étre intéressant

d’étudier en fonction de leur expression.

Certains des transcrits les plus exprimés dans le transcriptome de la peau de seiche ont
été précédemment décrits dans les transcriptomes de peau de Téléostéens. C'est le cas du
collagene chez Salmo marmoratus et Salmo trutta (Djurdjevic¢ et al., 2019), Salmo salar
(Micallef et al., 2012) et Arapaima gigas (Watanabe et al., 2018). Sont également retrouvés
des transcrits de protéines constitutives comme celui du facteur d’élongation 1-a identifié
chez Salmo marmoratus, Salmo trutta (Djurdjevic et al., 2019) et Salmo salar (Micallef et al.,
2012), ou I'on retrouve également celui de I'actine. La transferrine fait également partie des
transcrits majoritaires au niveau cutané chez les males Arapaima giga (Watanabe et al., 2018).
Par ailleurs, I'analyse du transcriptome, basée sur les annotations et certains motifs conservés
a permis la mise en évidence d’autres facteurs en lien avec la réponse immunitaire (Tableau

2).

Parmi les facteurs identifiés, plusieurs membres de la voie de signalisation Toll/NF-kB ont
été identifiés. Une séquence partielle de Toll-Like Receptor (TLR) correspondant au domaine
TIR, nommée TLR-p présente 39,02% d’homologie de séquence avec le TLR-2 de Canis lupus
familiaris. Deux autres TLR précédemment identifiés chez la seiche sont également retrouvés
au niveau de la peau : TLR-y présent également au niveau des GNA (Cornet et al., 2015a), du
CB (Benoist et al., 2020a) et des hct (Benoist et al., 2020b) et TLR-h au niveau des hémocytes
(Benoist et al., 2020b). Quatre membres de la voie sont nouvellement identifiés, IRAK4-p qui
possede 52,63% d’identité avec IRAK-4 chez Haliotis discus discus, Tollip-p qui posséde 51,79%
d’identité avec Tollip chez Danio rerio, IKK-p qui possede 36,94% d’identité avec IKK chez
Cyclina sinensis et NF-kB-p p105 qui possede 49,12% d’identité avec NF-kB p105 chez Gallus
gallus. D’autres facteurs, précédemment identifiés au niveau des GNA (Cornet et al., 2015a)

comme MyD88, IkB ou TRAF6 sont également retrouvés dans le transcriptome de peau.
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Tableau 2. Facteurs immunitaires identifiés dans le transcriptome de peau.

ID Nom L(pb) L(aa) Fonction probable
TR90372|cl_gl1 i1 Transferrine (partiel) 1512 313 Liaison au fer
TR5906|c0_g1_i2 Toll-like receptory (TLRy) 2861 833 Reconnaissance
TR31922|c0_g2 i3 Toll-like receptor hémocytes (TLR-h) (partiel) 1741 536 Reconnaissance
TR41984|c0_g23_i1  Toll-like receptor peau (TLR-p) (partiel) 812 162 Reconnaissance
TR20767|c0_g1_i1 Myeloid differentiation factor 88 (My88) 1938 338 Signalisation Toll
TR25342|c0_g1 i1 Toll-interacting protein (Tollip-p) 1343 279 Signalisation Toll
TR41086|c5_gl il 2?;:?;’)/“”'”“6” tor associated kinase-1 2229 649 Signalisation NF-kB
TR42010|c1_g1 i1 2?;:1‘_9:_1;’;"1"8”’0 tor associated kinase-4 1939 445 Signalisation NF-KB
TR37884|c0_g2 _i2 TNF receptor-associated factor-6 (TRAF6) 2364 547 Signalisation NF-kB
TR34670|c0_gl _i2 Inhibitor of NF-kB kinase (IKK-p) 3333 693 Signalisation NF-kB
TR17535|c0_gl il NF-kB inhibitor (IkB) 2609 337 Signalisation NF-kB
TR35030|c0_g2_i6 Nuclear factor NF-kB p105 (NF-kB-p p105) 3390 998 Signalisation NF-kB
TR24628|c0_g1_i2 Nitric oxide synthase (iNOS-h) 4162 1106 Inhibition bactérienne
TR38399|c0_g2 i1 Nitric oxide synthase (iNOS-p) 3959 1152 Inhibition bactérienne
TR37925|c0_g8_i2 Galectine-1 (CB) 2101 547 Reconnaissance des glucanes
TR32087|c0_g1_i2 Galectine-2 (CB) 1025 237 Reconnaissance des glucanes
TR35275|c0_g1_i1 fg’;f_‘:l’;’dal -permeability-increasing protein o5 460 Liaison aux bactéries
TR17321|c0 gl il BPI (GSP) 2545 490 Liaison aux bactéries
TR40338|c3_g2 i1 é’tp;:ft ‘)’Iy saccharide Binding Protein LBP (CB ), 537 Liaison aux bactéries
TR14900|c0_g1 il PeptidoGlycan Recognition Protein PGRP-h2 956 204 Reconnaissance des bactéries
TR128911|c0_gl1 i1 PGRP-p1 (partiel) 463 102 Reconnaissance des bactéries
TR23884|c0_gl il PGRP-p2 992 269 Reconnaissance des bactéries
TR37343|c0 gl il PGRP-p3 1070 229 Reconnaissance des bactéries
TR40655|c7_gl _i2 PGRP-p4 1420 285 Reconnaissance des bactéries
TR41722|c24_g52_i1 PGRP-p5 874 168 Reconnaissance des bactéries

L : longueur ; pb : paire de bases ; aa : acide aminé

L'identification de membres de la voie Toll/NF-kB au niveau de la peau est une premiere

chez un Céphalopode. Chez d’autres Mollusques, notamment Bivalves, chez qui le manteau

joue le role de premiére barriere certains membres de la voie ont été identifiés. C'est le cas

chez Mercenaria mercenaria, chez qui deux membres de la voie, un TLR et TRAF6 sont

surexprimés 28 et 48 jours apres injection d’une solution contenant le parasite QPX (quahog

parasite unknown) (Perrigault et al., 2009). Chez les Poissons, et notamment chez Misgurnus

anguillicaudatus (Long et al., 2013) et Epinephelus coioides (Hu et al., 2017) plusieurs voies de

signalisation en lien avec I'immunité, dont la voie des TLR ont été identifiées. Chez d’autres

especes, plusieurs TLR ont été identifiés au niveau de la peau et sont surexprimés apres défi

immunitaire (Dong et al., 2016, Liu et al., 2016, Hu et al., 2017, Wu et al., 2019, Zhu et al.,
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2020). Enfin chez Epinephelus coioides, IRAK-4 est surexprimé 6h, 1 jour et 5 jours apres
contact avec le parasite Cryptocaryon irritans (Li et al., 2014). Chez la seiche, 'ensemble des
membres de la voie Toll/NF-kB identifiés sont donc certainement impliqués dans la réponse
aux pathogenes, ce qui devra étre confirmé aprés défi bactérien dans de nouvelles

expérimentations.

En plus des membres de la voie Toll/NF-kB, d’autres acteurs immunitaires ont été
identifiés dont deux Nitric Oxide Synthase inductibles (iNOS), deux galectines, trois protéines
de liaisons aux lipopolysaccharides et 6 PeptidoGlycan Recognition Protein (PGRP) (Tableau 2).
La production de molécules cytotoxiques comme le Nitric Oxide (NO) est un mécanisme
important dans la défense immunitaire. Deux iINOS ont été identifiés au niveau du
transcriptome de la peau, iNOS-h, précédemment décrite au niveau des hct (Benoist et al.,
2020b) et iNOS-p, nouvellement décrite au niveau de la peau. Celle-ci possede 46,49%
d’identité avec NOS1 chez Nautilus pompilius. Chez C. gigas, Cg-NOS est surexprimé apres défi
immunitaire (Jiang et al., 2016) tandis que I'expression au niveau des hct de So-iNOS-h semble
induite par le contact avec Vibrio splendidus (Benoist et al., 2020b). Les deux galectines
identifiées au niveau du CB (Benoist et al., 2020a) sont également identifiées au niveau de la
peau. Parmi les PGRP identifiées au niveau de la peau, sont retrouvées PGRP-h2,
précédemment observé au niveau des hct (Benoist et al., 2020b) et PGRP-p2 dont la séquence
est quasiment identique a celle de PGRP-1 identifiée au niveau du CB (Benoist et al., 2020a),
avec une délétion de deux acides aminés (L-A, 90-91) et une substitution d’'une alanine par
une proline (92). En revanche, aucune PGRP identifiée au niveau des GNA (Cornet, 2015) n’a
été identifiée au niveau de la peau. Quatre nouveaux PGRP sont donc présentes au niveau de
la peau, dont PGRP-p1 qui correspond a une séquence partielle du domaine peptidoglycan-
binding type-2 amidase (Ami_2). Toutes les autres PGRP retrouvées au niveau du
transcriptome de la peau possedent le domaine Ami_2 (Figure 38) impliqué dans I'hydrolyse
des peptidoglycanes bactériens (Dziarski et Gupta, 2006). Deux types de PGRP ont été
identifiés, des PGRP membranaires possédant un ou deux domaines transmembranaires ainsi

gue des PGRP sécrétées possédant un peptide signal.
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Figure 38. Alignement des six PGRP identifiées dans le transcriptome de peau chez la seiche.

Chez Euprymna scolopes, deux PGRP sont impliqués dans la symbiose avec Vibrio fischeri

au sein de l'organe de lumiére (Troll et al.,, 2009, 2010). Chez la seiche, certains PGRP
pourraient jouer un réle similaire permettant la sélection de certaines bactéries au sein du
microbiome cutané. Trois protéines de liaison : BPI et LBP décrites respectivement au niveau
des GSP (Cornet et al., 2014) et du CB (Benoist et al., 2020a), et BPI-p nouvellement identifiée,
sont présentes au niveau de la peau. Deux galectines précédemment identifiées au niveau du
CB (Benoist et al., 2020a) sont retrouvées au niveau de la peau. Chez C. gigas une BPI
possédant une activité antibactérienne a été identifiée (Gonzalez et al., 2007b) tandis que
chez Haliotis rufescens, une galectine est surexprimée aprés contact avec une bactérie
pathogene, Vibrio anguillarum (Maldonado-Aguayo et al., 2014). Ces molécules pourraient
donc étre impliquées dans la réponse contre les bactéries pathogenes ou afin de réguler les
bactéries présentes au sein du microbiome cutané. Enfin, contrairement aux Poissons ou aux
Amphibiens chez qui la peau est source de peptides antimicrobiens (PAM) (Rakers et al., 2013,
Varga et al., 2019), aucun PAM n’a été identifié dans le transcriptome apres annotation ou

recherche de motifs conservés.
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3.2.2. Etude du protéome du mucus

L'extraction protéique du mucus, qui est un liquide tres visqueux riche en
mucopolysaccharides (Figure 32) a nécessité une mise au point. Trois protocoles ont été
utilisés : extraction au DTT, extraction au PBS et extraction a 'HFBA. Quinze, 116 et 781
protéines ont été identifiées a partir des extraits au DTT, au PBS et a I’'HFBA, respectivement.
L’extraction a I'HFBA a donc été la plus efficace, néanmoins les trois extractions sont
complémentaires puisque 793 protéines uniques ont été identifiées au total. Parmi ces
protéines, 88% sont annotées apres blastp contre la banque Uniprot. Les dix protéines
possédant les scores les plus élevés en spectrométrie de masse sont la proto-cadhérine, la
protéine neurofilament-like, une protéine apparentée a une mucine (mucine-like), la
zonadhésine, la myosine, la filamine-A, I'actine et deux protéines non annotées. Parmi ces dix
protéines, seule deux, I'actine et la protéine neurofilament-like sont également présentes
dans les transcrits les plus exprimés du transcriptome de peau. Aucune des quatre reflectines
présentes dans les vingt transcrits les exprimés au niveau de la peau n’a été identifiée au
niveau du mucus ce qui peut s’expliquer par la présence de ces protéines au niveau des

iridophores qui sont des cellules retrouvées en profondeur, sous I'épiderme (Figure 30).

Des protéines impliquées dans I'architecture cellulaire comme I'actine ou la tubuline a et
B et le métabolisme de 'ADN comme les histones, précédemment décrites dans le mucus
cutané chez les Poissons (Rajan et al., 2011, Easy et al., 2012, Cordero et al., 2015, 2016,
Jurado et al., 2015, Patel et Brinchmann, 2017) sont également retrouvées chez la seiche.
Deux protéines, la calmoduline et la calréticuline, impliquées dans le métabolisme du calcium
et identifiées au niveau du CB (Benoist et al., 2020a), ont également été décrites au niveau du
mucus cutané de la seiche. Chez plusieurs especes de Poissons, des protéines du métabolisme
du calcium sont présentes au niveau du mucus cutané (Rajan et al., 2011, Cordero et al., 2015,
Patel et Brinchmann, 2017). Chez 'amphioxiforme Branchiostoma japonicum, la calréticuline
produite en systéeme recombinant est capable de se lier a des bactéries a Gram positif et
négatif, et augmente in vitro les capacités de phagocytose des bactéries par les macrophages
de bar (Liu et al., 2013). La calréticuline présente dans le mucus pourrait donc participer a la

réponse immunitaire au niveau de la peau chez la seiche.

Ainsi, le mucus de la seiche possede des constituants semblables a ceux identifiés dans le

mucus de plusieurs espéces de Poissons confortant son réle dans la défense immunitaire. En
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effet, quatre facteurs potentiellement impliqués dans la réponse immunitaire et dix facteurs

en lien avec la réponse au stress ou au stress oxydatif ont été identifiés (Tableau 3).

Tableau 3. Facteurs en lien avec 'immunité identifiés dans le mucus cutané.

Nom ID PM Score #Pep

Galectine-1 TR37925|c0_g8_i2 64 67,2 2
Cystatine-B TR34843|c0_g4a_il 11 85,1 3
Transferrine (partiel) TR90372|cl1_g1 i1 ND 311,7 11
Thioester-containing protein CD109 TR21407|c0_g1_i1 158 578,1 29
Superoxyde dismutase Cu/Zn (SOD Cu/Zn)  TR4461|c0_g1 il 16 301,5
Glutathion S-transférase (GST-p) TR38787|c0_gl _i2 23 147,6
Glutathion S-transférase (GST) TR36403|c1 gl il 25 94,3
Peroxyrédoxine-1 (PRX1) TR23201|c0 gl i1 23 160,3 12
Peroxyrédoxine-2A (PRX2A-p) TR40899|cl1 g3 il 34 43,4
Peroxyrédoxine-4 (PRX4) TR8139|c0 gl il 27 72,9
Peroxyrédoxine-5 (PRX5) TR26510|c0_gl _i2 17 129,2 7
Peroxyrédoxine-6 (PRX6) TR20739|c0_g1 i1 24 22

Heat shock cognate 71 kDa (HSC71-p) TR33077|c0_g1_i2 71 462,9 18
Heat shock protein 90 (HSP90) TR3043|c0_g1_il 70 231,2
Calréticuline TR3902|c0_g1_i1 48 145,7

Histone H4 TR28104|c0_g3_i1 11 155,8 10
Histone H2A TR42445|c6_gl18_il 13 218,3 9

PM : poids moléculaire (kDa), #Pep : nombre de peptides, ND : non disponible

La galectine-1 identifiée dans le transcriptome de peau est détectée au niveau du mucus.
Chez les Poissons, plusieurs galectines sont été retrouvées au niveau du mucus cutané (Tasumi
et al., 2004, Rajan et al., 2011, 2013). Un homologue de la cystatine-B, possédant 44,9%
d’identité avec la cystatine-B surexprimée au niveau des glandes surrénales chez Oplegnathus
fasciatus aprés injection de la bactérie Edwardsiella tarda (Premachandra et al., 2012b) a été
identifié dans le mucus cutané de la seiche. Plusieurs homologues de la cystatine-B ont été
identifiés chez des Protostomiens dont des Mollusques et sont surexprimés apres contact avec
des bactéries ou des levures (Li et al., 2010, Premachandra et al., 2012a, 2013). Chez les
Poissons, des homologues de la cystatine-B sont retrouvées au niveau de protéomes de mucus
(Rajan et al., 2011, Patel et Brinchmann, 2017). Une séquence partielle homologue de la
transferrine, précédemment décrite au niveau des hct (Benoist et al., 2020b) est également
retrouvée au niveau du mucus comme chez plusieurs especes de Poissons (Easy et al., 2012,
Cordero et al., 2015). La thioester-containing protein homologue de la CD109, identifiée au

niveau du CB (Benoist et al., 2020a) chez la seiche est retrouvée dans le mucus. Cette protéine
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est liée a ’lhématopoiese chez les Mammiferes (Hernandez-Campo et al., 2007) et pourrait
également |'étre chez les Céphalopodes puisque présente au niveau du CB (Salazar et al.,
2015, Benoist et al., 2020a). Cependant, chez E. scolopes 'homologue de la CD109 pourrait
avoir un role dans des processus immunitaires (Yazzie et al., 2015) comme cela a été démontré
chez 'Homme (Lin et al., 2002). Ainsi, ces quatre protéines identifiées au niveau du mucus
cutané chez la seiche pourraient intervenir dans la réponse immunitaire. A ces protéines
s’ajoutent des enzymes comme des serine protéases, une asparaginyl endopeptidase, des
aminopeptidases, des carboxypeptidases, des cathepsines A, B, C, D, K, L1, une chymotrypsine
B. Toutes ces enzymes identifiées dans le secretome cutané de S. officinalis sont également
retrouvées dans celui des Poissons et sont impliquées dans la dégradation des pathogenes et

des protéines étrangeres (Dash et al., 2018).

De nombreuses protéines liées au stress et au stress oxydatif ont précédemment été
décrites au niveau du CB (Benoist et al., 2020a) et sont retrouvées dans le sécretome cutané
comme SOD Cu/Zn, GST, PRX1, 4, 5 et 6 et HSP90. Trois protéines sont nouvellement
identifiées au niveau du mucus, GST-p, PRX2A-p et HSC71-p. Chez les Poissons, plusieurs
protéines liées au stress oxydatif ont également été décrites au niveau de protéomes de
mucus (Cordero et al., 2015, 2016, Jurado et al., 2015, Patel et Brinchmann, 2017). Chez
Ictalurus furcatus, plusieurs de ces facteurs comme la Glutathion S-Transférase (GST) ou les
peroxyrédoxines 1 et 2 sont différentiellement exprimées au niveau du mucus cutané apres

infection avec Aeromonas hydrophila (Li et al., 2013).

3.2.3. Etude du peptidome du mucus

L'analyse du peptidome du mucus cutané apreés les deux extractions MAC et AC a permis
I'identification de 5423 et 2387 peptides, provenant de 571 et 345 précurseurs,
respectivement. Les deux analyses permettent l'identification de 6676 peptides uniques
provenant de 702 précurseurs. Parmi ces 702 précurseurs, 55% sont annotés aprés blastp
contre la banque Uniprot. De nombreux peptides provenant de protéines structurales telles
gue la myosine et I'actine ou des protéines impliqguées dans des processus métaboliques
comme la nucléoside diphosphate kinase ou les histones sont identifiées. Ces peptides
proviennent certainement de I’hydrolyse des protéines du mucus par les différentes enzymes
mises en évidence dans le protéome. Certains peptides peuvent correspondre a des PAM

comme ceux dérivés des histones identifiés chez plusieurs especes comme la parasine-I chez
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Parasilurus asotus (Park et al., 1998), I'hipposine chez Hippoglossus hippoglossus (Birkemo et
al., 2003), la buforine chez Bufo bufo gargarizans (Park et al., 1996, Kim et al., 1996), I'abhisine
chez le mollusque Haliotis discus discus (De Zoysa et al., 2009) ou I’histine chez le crustacé
Fenneropenaeus indicus (Sruthy et al., 2019). Chez la seiche, Houyvet (2018) a identifié
plusieurs peptides issus de I'histone H2B et de I'actine dans une fraction active d’extrait

peptidique de peau.

L'analyse de certains peptides issus de notre étude avec les outils de prédiction de CAMP
révele la présence de probables PAM issus de |'actine ou de I'histone H2A (Tableau 4). Une
deuxieme analyse portée sur les peptides issus de précurseurs non annotés et répondant aux
critéres utilisés pour identifier des PAM au niveau des hct (Benoist et al., 2020b) a été réalisée.
Celle-ci a permis d’identifier quatre peptides présentant un potentiel antimicrobien élevé

(Tableau 4).

Tableau 4. Peptides possédant un potentiel antimicrobien identifié au niveau du mucus.

Précurseur L Algorithmes CAMP
Code Sé R ! (o -
ode sequence Résultat au blast (aa) LAt SVM RFC ANN DAC
IS18 IGGSILASLSTFQQMWIS ZSSZZSS'CS—glO—'Z' 18 0 Oui-6 0811 0,5805NAMP 0,595
LA29 LAIRNDEELNKLLSGVTIAQGGVLPNIQA |R4244516 818 11, 5 1 i 5 0915 07105 AMP 0,871
histone H2A
1113 IAISESDIVPKII TRS1755|c0 8101, 13 1 Gui—0 0886 0605 AMP 0,743
Inconnu
VY16 VPDEILGAFKAIVSAY ;it?\snlu”d—gs—'l' 16 -1 Oui-8 0,566 0,5045 AMP 0,743
AG12 AGGGRFPFQSVG ;Fiii??ul'd—gl—'l' 12 +1  Non 0,835 0,2715 AMP 0,641
LK10 LVSIVAFLNK TR254861c0_g10L, 15 .1 oui—4 0387 06165 AMP 0,969

inconnu

L : longueur, aa : acide aminé, C : charge, Ha : prédiction hélice-a, RHS : Résidus Hydrophobiques sur la méme
Surface, SVM : Support Vector Machine, RFC : Random Forest Classifier, ANN : Artificial Neural Network, DAC :

Discriminant Analysis classifier.

Cing peptides présentent des similitudes de séquences avec des PAM identifiés au niveau

de la peau de diverses grenouilles (Figure 39) comme les temporines TP2 (Guo et al., 2014) et
SHa (Abbassi et al., 2008), le PG-L apparenté a la bombésine (Simmaco et al., 1990), le peptide
VR23 (Suzuki et al., 2007) ou l'alyteserine-2a (Conlon et al., 2009). Le peptide VY16 possede
des similitudes avec un peptide modifié de grenouille, la nigrocine HLM (Bao et al., 2018). |l

est a noter que tous les PAM de grenouilles sont des peptides cationiques, certains des
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peptides du Tableau 4 sont anioniques ou neutre. Ces peptides devront faire I'objet d’'une

synthése pour valider leur effet antibactérien.

Alyteserine-2a ILGKLLSTAAGLLSNL
LA29 LATRNDEELNKLLSGVTIAQGGVLPNTIQA
Peptide VR-23 VIGSILGALASGLPTLISWIKNR
1S18 IGGSILASLSTFQOMWIS
Temporine TP2 FLPLLVGAISSILPKIF

1113 IATSESDIVPKIT
Nigrocine HLM GLLSGILGAGKKIVF

VY16 VPDEILGAFKAIVSAY

PG-L EGGG--PQWAVGHFM

AG12 AGGGRFPFQSVG

Temporine Sha FLSGIVGMLGKLF

LK10 LVSIVAFLNK

Figure 39. Alignement des PAM potentiels avec des PAMs identifiés chez les grenouilles

correspondant aux résultats sur APD.

152



Chapitre 3. Peau, mucus et microbiome associé

4. Conclusions

L’étude de I'ensemble peau-mucus-microbiome chez la seiche menée au cours de cette
thése et présentée dans ce chapitre a permis d’acquérir un certain nombre de résultats méme
si certains d’entre eux restent préliminaires. L'approche histologique a permis d’étudier la
structure de la peau. Celle-ci est composée d’un épiderme simple recouvrant un tissu
conjonctif dense et riche en cellules pigmentaires. L'épiderme est riche en cellules sécrétrices
se regroupant en deux catégories muqueuses et séreuses. L'étude en MEB de la surface de la
peau révele la présence de bactéries qui posseédent dans certains cas une forte densité et qui
semblent liées au mucus. Parmi les bactéries cultivables retrouvées dans ce mucus, plusieurs
espéces précédemment décrites chez des animaux marins ont été identifiées. Cette étude
reste tres préliminaire et il serait intéressant de réaliser une analyse en métagénomique afin
d’accéder a une plus grande diversité bactérienne. Cette analyse permettra aussi d’avoir des
informations concernant la proportion relative des différentes classes, ordres et genres de

bactéries présents au sein du mucus cutané.

L’analyse moléculaire de la peau et du mucus ont permis la mise en évidence de
nombreuses protéines dont des facteurs impliqués dans la réponse immunitaire et un certain
nombre d’enzymes qui peuvent avoir un role dans I’élimination des bactéries pathogenes de
maniéres directe ou indirecte. En effet certains facteurs comme ceux de reconnaissance,
peuvent stimuler la synthése et la libération d’effecteurs immunitaires par la peau ou générer
des PAM a I'image des enzymes présentes dans le mucus comme cela a été observé pour la
cathepsine D (Cho et al., 2002). D’autres peuvent agir sur les bactéries en les tuant comme le
NO ou les PAM. Concernant ces facteurs bactéricides ou bactériostatiques, peu de facteurs
déja identifiés ont été caractérisés par les approches omiques. Aucun lysozyme n’a été
identifié ni aucun PAM apparenté a des molécules déja connues. L’analyse peptidomique a
mis en évidence de nombreux peptides issus de la dégradation de protéines cutanées, il est
possible que certains de ces peptides ait un effet antimicrobien comme cela a été observé
pour les PAM dérivés d’histones (Cho et al., 1998, Birkemo et al., 2003). Il est possible
également que la présence importante de ces peptides empéche la détection d’autres PAM
plus conventionnels ou de neuropeptides comme cela a été mis en évidence chez les Poissons
(Rakers et al.,, 2010). L'analyse de peau lésée pourrait peut-étre permettre d’identifier

d’autres facteurs immunitaires et davantage de facteurs antimicrobiens.
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1. Discussion générale

L’'objectif de ces travaux de these était d’appréhender le systéme immunitaire chez Sepia
officinalis en étudiant les principales cellules impliquées dans les mécanismes de défense : les
hémocytes (hct) ; I'organe a I'origine de ces cellules : le Corps Blanc (CB) ; ainsi que la premiére

ligne de défense : la barriere cutanée associant la peau et le mucus.

L'analyse des transcriptomes du CB, des hct et de la peau a permis d’identifier de
nombreux facteurs immunitaires en lien avec la reconnaissance, les voies de signalisation, ou
I’élimination des pathogenes. Certains ont été identifiés et donc confirmés par des analyses
en spectrométrie de masse au niveau du CB, des hct ou du mucus pour les facteurs identifiés
au niveau du transcriptome de la peau (Figure 40). De nouveaux membres de la voie de
signalisation Toll/NF-kB ont été caractérisés chez Sepia officinalis comme les récepteurs TLR-
h ou TLR-p, IRAK-4p et IRAK-1, les inhibiteurs IKK-p, IKK-h et IKK-&, les facteurs TRAF3 et 7 ou
les deux protéines Tollip et Tollip-p. Certains de ces facteurs (TRAF7, IRAK-1) ont été identifiés
pour la premiere fois chez un Céphalopode et viennent compléter les travaux ultérieurs ayant
fait I'objet d’une revue (Castillo et al., 2015). D’autres membres de la voie de signalisation
précédemment identifiés au niveau des Glandes Nidamentaires Accessoires (GNA) (Cornet,
2015, Cornet et al., 2015a) ont également été retrouvés au cours de cette thése au niveau des
hct, du CB et/ou de la peau. L'ensemble des travaux menés chez la seiche permet ainsi de
localiser de maniére plus précise les acteurs impliqués dans la réponse immunitaire. Par
ailleurs, alors que certains acteurs sont retrouvés au niveau des différents tissus ou cellules
étudiés comme MyD88 ou IRAK4 ; d’autres apparaissent plus spécifiques comme le TLR-p ou

les PGRP-p (Figure 40).

Concernant les facteurs impliqués dans la reconnaissance et/ou la liaison aux bactéries,
neuf PeptidoGlycan Recognition Proteins (PGRP), une Lipopolysaccharide Binding Protein
(LBP), une Bactericidal/Permeability Increasing proteins (BPI) et deux galectines ont été
nouvellement identifiés durant ces travaux. Ces résultats complétent les études précédentes
de Cornet et collaborateurs ayant décrit au niveau des GNA et des glandes salivaires
postérieures (GSP) : trois PGRP, deux LBP et une BPI (Cornet et al., 2014, Cornet, 2015), cette

derniere ayant également été retrouvée au niveau de la peau.
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Figure 40. Représentation schématique de I'ensemble des facteurs impliqués dans le systéme immunitaire

chez Sepia officinalis (DBMT-1 : deleted in malignant brain tumor-1 ; iINOS : nitric oxide synthase inducible ; NF-kB
p105 : nuclear factor kB subunit p105 ; IKK : inhibitor of nuclear factor k-B kinase ; IkBa : inhibitor of nuclear factor
K-B ; TRAF : TNF receptor-associated factor ; TRAF7 : E3 ubiquitin-protein ligase TRAF7 ; IRAK : ; TLR : Toll-like
receptor ; MyD88 : myeloid différenciation factor 88 ; Tollip : Toll-interacting protein ; CnB : calcineurin subunit B
type 1 ; PGRP : peptidoglycan recognition protein ; LBP : lipopolysaccharide binding protein ; BPI

bactericidal/permeability-increasing protein ; HSP : heat shock protein ; HSC : heat shock cognate ; SOD :

superoxide dismuatase ; PRX : peroxiredoxin ; Mx1 : interferon-induced GTP-binding protein Mx1 ; * : facteurs

identifiés en spectrométrie de masse).
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Les analyses protéomiques ont permis de confirmer la présence de certains facteurs
immunitaires comme la galectine-1, la Mx1 ou le PGRP-cb2 au niveau du corps blanc ou la
galectine-1, la transferrine ou la cystatine-B au niveau du mucus. Mais ces analyses ont surtout
permis de détecter des nombreux facteurs associés au stress et au stress oxydatif. En effet, a
I’exception de la péroxyredoxine-2, tous les membres associés au stress et au stress oxydatif
identifiés au cours de I'analyse transcriptomique ont été confirmés lors des analyses en
spectrométrie de masse. Parmi tous ces facteurs, une grande majorité ont été nouvellement

identifiés chez la seiche comme les péroxyredoxines-1, 2 et 2A-p, la HSC71 ou la HSP78.

Enfin, d’autres facteurs comme les Nitric Oxide Synthases iINOS-h et iINOS-p, s’ajoutant a
I'iNOS identifiée au niveau des GNA (Cornet et al., 2015a) ; la cystatine-B, le CD109, la sous-
unité B type 1 de la calcineurine, la Mx1 ou la transferrine, dont un homologue a été décrit au
niveau des GSP et des GNA (Cornet et al., 2014, Cornet, 2015) completent la liste des facteurs
associés a I'immunité nouvellement identifiés chez la seiche. Certains facteurs immunitaires
précédemment identifiés au niveau des GSP et des GNA comme la serpine, I’a-macroglobuline
ou le lysozyme n’ont pas été décrits au niveau des tissus ou cellules étudiés lors de ces travaux
de thése. L'absence du lysozyme au niveau des hémocytes pose question, une activité
lysozyme ayant été décrite au niveau des hémocytes (Le Pabic et al., 2014a), Toutefois, il n’est
pas exclu que d’autres protéines puissent avoir une activité lysozyme-like. Aussi, I'a-
macroglobuline et la CD109 appartenant a la méme famille de protéines, il est possible

gu’elles aient des actions complémentaires.

La Figure 40, regroupant I'ensemble des données concernant le systeme immunitaire
chez la seiche, permet donc de « cartographier » les différents facteurs impliqués dans la
réponse associée aux agressions extérieures ou aux microorganismes. De facon intéressante
deux tissus, les GNA et la peau, présentent une grande diversité de facteurs impliqués dans la
reconnaissance apparentés aux TLR ou aux PGRP. Les GNA sont des glandes symbiotiques
possédant une grande diversité bactérienne décrite par Grigioni et collaborateurs (2000) a
I'image de la peau qui renferme au sein de son mucus de nombreuses bactéries dont certaines
espéces cultivables ont été identifiées au cours de ces travaux de theése. L'ensemble des
facteurs de reconnaissance identifiés au niveau des GNA et de la peau pourrait donc étre
impliqué dans la mise en place et le maintien des Procaryotes présents au sein des

microbiomes et voir leurs expressions modulées afin de sélectionner des especes bénéfiques
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au détriment des espéeces pathogenes, comme observé dans la symbiose entre Euprymna

scolopes et Vibrio fischeri (Heath-Heckman et al., 2014).

Par ailleurs certains facteurs ont été identifiés uniqguement au niveau du CB comme
TRAF3 et TRAF7 ou la Mx1, ce qui suggere que le CB pourrait avoir une fonction immunitaire
spécifique, indépendante de celle des hct qu’il renferme. En effet, a c6té des facteurs
immunitaires identifiés au niveau du CB, plusieurs facteurs associés a ’lhématopoiése ont été
décrits, dont bon nombre le sont pour la premiére fois chez un Céphalopode (Figure 41). En
complément, I'analyse du protéome du CB a été réalisée pour la premiére fois et a permis de
confirmer la présence de certains des facteurs hématopoiétiques tout en mettant en lumiere
I'activité métabolique intense de cet organe. Ces analyses correspondent a un apport majeur
concernant ’hématopoiése et peuvent permettre d’initier des approches fonctionnelles pour

appréhender notamment I'aspect régulation.

Si les approches -omiques mises en ceuvre au cours de ces travaux ont permis de faire
une avancée considérable au niveau du sytséme immunitire de la seiche, la recherche de
Peptides AntiMicrobiens (PAM) a partir des transcriptomes s’est révélée difficile. Aucun PAM
n’a pu étre identifié sur la base de la recherche de motifs conservés ou de I'annotation de
PAM précédemment décrits. Une analyse approfondie, basée sur les travaux de Houyvet et
collaborateurs (Houyvet et al.,, 2018) utilisant divers outils bio-informatiques a permis
d’identifier trois PAM : GK28, AV19 et NF19 dont les transcrits sont présents au niveau des
hct. Ces trois PAM s’ajoutent donc au GR21 et au KT19, identifiés a partir d’'une banque
transcriptomique de seiche regroupant des données du systéme nerveux central, des GSP et
des organes associés a la reproduction (Houyvet et al., 2018). Les PAM chez Sepia officinalis
comme chez les autres Céphalopodes semblent appartenir a de nouvelles familles et des
analyses complémentaires sont nécessaires afin de mieux les connaitre et de comprendre leur
implication dans la réponse immunitaire. Les PAM issus du clivage de protéines comme les
histones devront également étre étudiés (Park et al., 1996, 1998, Kim et al., 1996, Birkemo et
al., 2003). En effet, chez la seiche plusieurs histones ont été identifiés que ce soit dans les
extraits peptidiques de peau de Houyvet (2018), les protéomes des GSP (Cornet et al., 2014),
des GNA (Cornet, 2015) ou les extraits peptidiques du mucus réalisés durant ces travaux de

thése. Les histones pourraient donc étre une source potentielle de PAM chez la seiche.
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Figure 41. Représentation schématique des facteurs en lien avec I’'hématopoiése identifiés chez les
Céphalopodes (erB-4 : receptor tyrosine-protein kinase erB-4 ; JAK : Janus kinase ; STAT : signal transducer
and activator of transcription ; SOCS : suppressor of cytokine signalling ; STAM-1 : signal transducing
adaptater molecule 1 ; AMSH : STAM-binding protein ; FGFR : fibroblast growth factor receptor ; CPSF-1 :
cleavage and polyadenylation specificity factor subunit 1 ; Mcl-1 : induced myeloid leukemia cell
differentiation protein MICL-1-like ; GATA-2 : transcription factor GATA-2 ; GATA-3 : GATA-binding factor 3 ;
Myb : transcriptional activator Myb ; s7 : ribosomal protein s7 ; CD109 : thioester- containing protein/CD109
; TFID : transcription initiation factor TFIID subunit 3 ; MYDGF : myeloid-derived growth factor ; NF45 :
interleukin enhancer-binding factor 2 ; p48 : cytokine receptor-like factor 3 ; MIF : macrophage migration
inhibitory factor ; MLF : myeloid leukemia factor ; Emp : E3 ubiquitin-protein transferase MAEA ; BCL-11A :
B-cell lymphoma/leukemia 11A ; A-1R: angiopoietin-1 receptor ; TIAM-2: T-lymphoma invasion and

metastasis-inducing protein 2 ; * : facteurs identifiés dans le protéome du corps blanc chez Sepia officinalis).
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Les PAM identifiés chez la seiche peuvent représenter de bons candidats pour la
valorisation et le transfert vers l'aquaculture. En effet certaines especes bactériennes
entrainent le développement de pathologies chez de nombreuses especes d’intérét en
aquaculture (Pujalte et al., 2003, Prado et al., 2015, Rojas et al., 2015). Face a ces bactéries
pathogenes, 'usage d’antibiotiques en réponse a une infection mais aussi en prophylaxie s’est
démocratisé (Cabello, 2006). Cet usage excessif cause de nombreux problémes pour la santé
humaine et pour I'environnement et de plus en plus de bactéries pathogenes deviennent
résistantes aux antibiotiques (Cabello, 2006, Watts et al., 2017). Bien que la résistance aux
PAM ait été observée apres une exposition continue et longue (Perron et al., 2006), leur usage
présente plusieurs intéréts majeurs. En effet, les PAM sont peu stables dans le milieu,
contrairement aux antibiotiques classiques qui sont trés stables, ils combinent plusieurs
modes d’action et n"augmentent pas les mutations bactériennes (Destoumieux-Garzén et al.,
2016, Chaturvedi et al., 2020). L'usage des PAM en aquaculture semble donc étre un bon
compromis mais nécessite la réalisation de nombreux travaux afin d’évaluer leur toxicité sur
I’espece aquacole et les organismes associés (microflore, aliments), comme cela a été réalisé
pour le peptide de novo K4 (Houyvet et al., 2019). Les PAM identifiés chez la seiche présentent
des spectres d’activités différents. En effet le GR21 ou le KT19 identifiés par Houyvet et
collaborateurs (2018) possedent un spectre large contre des pathogenes humains comme
Staphylococcus aureus ou Listeria monocytogenes mais aussi contre des pathogenes marins
comme Vibrio alginolyticus ou Aeromonas salmonicida. Les PAM issus des hémocytes
possedent eux un spectre moins large mais ciblant les espéces du genre Vibrio dont certains
sont impliqués dans des pathologies chez des espéces aquacoles. Le GK28, actif contre Vibrio
splendidus, Vibrio parahaemolyticus et Vibrio aestuerianus, especes impliqués dans des
mortalités chez I'huitre Crassostrea gigas (Garnier et al., 2007), pourrait donc se révéler un

bon candidat en écloserie d’huitres.

L'approche multi-omique menée pour ces travaux de these a permis de décrire de
nombreux acteurs du systeme immunitaire et ainsi d’en apprendre plus sur les mécanismes
immunitaires chez la seiche. L’établissement du transcriptome de novo est intéressant car il
permet de n’avoir aucun a priori et de pouvoir réaliser une analyse des génes effectivement
transcrits au sein d’un tissu ou de cellules. Couplée a des analyses en spectrométrie de masse

(protéomique et peptidomique), la transcriptomique permet de valider la présence de
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certains facteurs au sein des tissus ou cellules étudiés mais aussi de confirmer leur traduction
et modifications post-traductionnelles. La quantité de données générée par les approches
omiques nécessite un long temps d’analyse qui peut étre réduit via I'utilisation d’outils
permettant des analyses globales comme celle des KEGG ou des GO termes. Néanmoins il est
important de noter que chez la seiche, comme chez d’autres animaux distants dont les
transcriptomes et génomes ont un niveau d'annotation relativement bas, ces analyses
globales se basent sur une partie réduite des données. Bien que difficile, la recherche de
molécules d’intérét, ici des PAM, a partir du transcriptome a porté ses fruits. Elle semble donc
étre une bonne alternative aux analyses classiques basées sur la séparation et la recherche
d’activité nécessitant une quantité de matériel biologique importante, contraire aux nouvelles

directives visant la réduction du nombre d’animaux utilisés en expérimentation animale.

Ces travaux de these révelent donc la difficulté d’étudier les transcriptomes d’animaux
atypiques. De nombreux facteurs restent non-annotés et il est intéressant de noter que
certains sont présents dans les transcrits les plus exprimés, comme cela a pu étre observé au
niveau du corps blanc, des hémocytes et de la peau. Tous ces transcrits pourraient coder de
nouvelles protéines liées a I'immunité chez la seiche comme les SepECP décrites au niveau des
ceufs (Cornet et al., 2015b). Un transcrit non annoté est commun aux transcrits les plus
exprimés au niveau du corps blanc, des hémocytes et de la peau. Considérant I'implication de
ces différents tissus dans la réponse immunitaire, il est possible que la protéine codée par ce

transcrit soit une nouvelle protéine impliquée dans I'immunité chez la seiche.

2. Perspectives

Les analyses -omiques ont parfois le désavantage d’étre éloignées de I'aspect fonctionnel.
Il serait donc intéressant de confirmer par des études fonctionnelles I'implication des
différents facteurs identifiés dans la réponse immunitaire chez la seiche, et ce dans plusieurs
situations. En effet, la seiche possede des capacités de cicatrisation particulierement efficaces
jusqu’en fin de vie. Néanmoins dans certains cas les plaies peuvent s’infecter comme cela a
été décrit chez la seiche (Sangster et Smolowitz, 2003, Harms et al., 2006). Le suivi des profils
d’expression des facteurs immunitaires au sein des différents tissus, sains, Iésées en cours de
cicatrisation permettraient donc d’en savoir plus sur le lien existant entre les différents acteurs

et leur complémentarité. Une étape importante chez la seiche aprés la reproduction est la
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dégénérescence, au cours de laquelle I'apparition notamment de |ésions cutanées est suivie
par la fin de vie. Le suivi de I'expression des facteurs immunitaires permettrait de comprendre

comment le systeme immunitaire de la seiche évolue lors de la fin de vie.

L'impact du microbiome cutané sur I'immunité de la seiche n’a pas pu étre décrit lors de
ces travaux de these. Néanmoins, il serait intéressant de suivre I’évolution des populations
bactériennes dans les situations précédemment citées. Lors d’une infection ou en fin de vie,
I’étude des profils d’expression des facteurs immunitaires, couplée a une analyse permettant
d’étudier la diversité bactérienne et son évolution permettrait de mieux comprendre la
communication entre la peau et son microbiome. Ces analyses permettraient d’en savoir plus

sur I'importance de la relation peau — microbiome dans I'immunité chez la seiche.
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Etude du systéme immunitaire chez la seiche Sepia officinalis : un potentiel pour I'aquaculture
Résumé

Les Céphalopodes comme la seiche Sepia officinalis, malgré une durée de vie courte, sont retrouvés
dans les océans depuis des millions d’années. Chez ces animaux atypiques, peu de pathologies ont été
observées révélant la présence d’un systéeme immunitaire efficace mais peu étudié qui repose sur des
processus innés. L'étude du systeme immunitaire de la seiche a été menée au niveau du corps blanc,
organe hématopoiétique ; des cellules circulantes, les hémocytes et au niveau de la peau, premiere
barriere avec le milieu extérieur. Au niveau du corps blanc, I’étude transcriptomique et protéomique
a mis en évidence la présence de facteurs en lien avec I’hématopoiese dont des membres de la voie
de signalisation JAK-STAT. Des facteurs immunitaires ont également été identifiés révélant une
possible multifonctionnalité du corps blanc. La réponse immunitaire face a Vibrio splendidus a pu étre
appréhendées a partir d’'une analyse transcriptomique comparative sur les hémocytes. Toutefois cette
derniere n’ayant pas permis d’identifier clairement des peptides antimicrobiens, une analyse in silico
originale a été développée permettant de sélectionner cinq peptides candidats dont trois ont révélé
une activité antibactérienne ciblée contre des bactéries du genre Vibrio. Enfin, une étude au niveau de
la peau et de son mucus a été initiée. Cette étude par des approches -omiques a permis I'identification
de facteurs en lien avec la reconnaissance des pathogenes et la réponse immunitaire. Par ailleurs,
douze souches ont pu étre isolées et identifiées au niveau du microbiome cutané. L’ensemble de ces
résultats représente un apport majeur concernant le systéme immunitaire chez la seiche permettant
d’initier des études fonctionnelles lors d’'une infection ou en fin de vie. Ces études permettraient de
comprendre le mode d’action des facteurs immunitaires identifiés, I'implication de chaque entité dans
la réponse immunitaire ou dans la mise en place et la maintenance du microbiome.

Mots clés : Immunité, Hématopoiese, Hémocytes, Corps blanc, Peau, Mucus, Microbiome, Omique

Study of the immune system in the cuttlefish Sepia officinalis: potential uses in aquaculture.
Abstract

Cephalopods such as the cuttlefish Sepia officinalis, despite their short lifespan, have been found in
the oceans for millions of years. In these atypical animals, few pathologies have been observed,
revealing the presence of an effective but little studied immune system based on innate processes.
The study of the cuttlefish's immune system has been carried out on the white body, a haematopoietic
organ; on the circulating cells, the haemocytes; and on the skin, the first barrier with the external
environment. At the white body level, the transcriptomic and proteomic study highlighted the
presence of factors linked to haematopoiesis, including members of the JAK-STAT signalling pathway.
Immune factors have also been identified, revealing a possible multifunctionality of the white body.
The immune response to Vibrio splendidus could be apprehended from a comparative transcriptomic
analysis of haemocytes. However, as the latter did not allow the clear identification of antimicrobial
peptides, an original in silico analysis was developed to select five candidate peptides, three of which
revealed a targeted antibacterial activity against bacteria of the Vibrio genus. Finally, a study of the
skin and its mucus was initiated. This study using -omic approaches enabled the identification of factors
related to pathogen recognition and immune response. In addition, twelve strains were isolated and
identified at the level of the skin microbiome. All these results represent a major contribution
concerning the immune system in cuttlefish, making it possible to initiate functional studies during an
infection or at the end of life. These studies would make it possible to understand the mode of action
of the identified immune factors, the involvement of each entity in the immune response or in the
establishment and maintenance of the microbiome.

Keywords: Immunity, Haematopoiesis, Haemocytes, White body, Skin, Mucus, Microbiome, Omic



