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MARINE SPONGE OSCARELLA LOBULARIS : A MODEL
FOR UNDERSTANDING THE ORIGIN AND EVOLUTION
OF EPITHELIA

ABSTRACT

In order to investigate the origin and evolution of epithelia, we are developing
a model of sponge belonging to the homoscleromorph class. Sponges are
one of the earliest emerged animal lineages and are therefore a key group for
understanding the early steps of animal evolution. We aim to characterize the
molecular mechanisms involved in the establishment of epithelia in our model in
order to decipher, in a comparative approach, the mechanisms that are conserved
across animals and thus probably acquired in their last common ancestor from
those specific to our model. To address these central issues, we rely on a set
of complementary approaches: comparative genomics and transcriptomics,
classical histology, electron microscopy, immunofluorescence, biochemistry and
proteomics.
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RESUME

Afin d'émettre des hypothéses sur I'origine et I'évolution des épithéliums, nous
développons un modéle d'éponge appartenant a la classe des homoscléro-
morphes. Les éponges sont I'une des lignées ayant émergé le plus précocement
au cours de ['évolution des animaux, elles constituent donc un groupe clé pour
comprendre les premieres étapes de I'évolution animale. Nous cherchons a
caractériser les mécanismes moléculaires qui concourent a la mise en place des
épithéliums dans notre modéle afin d’en déduire, dans une approche comparative,
les mécanismes qui sont conservés a |'échelle des animaux et donc acquis trés
probablement chez leur dernier ancétre commun et ceux spécifiques a notre
modele. Afin de répondre a ces questions fondamentales, nous nous appuyons
sur un ensemble d'approches complémentaires : génomique et transcriptomique
comparées, histologie classique, microscopie électronique, immunofluorescence,
biochimie et protéomique.

MOTS CLES

Jonctions cellulaires, polarité cellulaire, lame basale, évo-dévo,
immunomarquage
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INTRODUCTION

Qu'est-ce qu’un épithélium ?

La définition des épithéliums chez les bilatériens

Les épithéliums sont des tissus mis en place trés tét au cours de I'embryogenese,
au stade blastula. Ils assurent tout le long de la vie des métazoaires (animaux) des
fonctions vitales en assurant le réle de barriéres mécaniques et chimiques vis-a-
vis de I'environnement tout en maintenant les échanges entre le milieu extérieur et
le milieu intérieur. De plus, ces tissus complexes permettent I'intégrité et la robus-
tesse des structures et des organes tout en conservant la plasticité nécessaire lors
du remodelage des tissus a la fois au cours de I'embryogenése et de I'organoge-
nése mais également lors des processus de cicatrisation et de régénération (pour
revue voir [1] et littérature citée). De ce fait, toute altération de la morphologie
ou de la fonction de ces épithéliums peut se traduire par des pathologies séveres
comme des cancers [2-4].

D’un point de vue évolutif, I'invention d'un épithélium est considérée comme |'un
des événements clés ayant permis, il y a plus de 700 millions d’années, |'acquisition
d'une multicellularité permanente chez |'ancétre commun des métazoaires [5-7].
Dans le but d'inférer les caractéristiques morphologiques et moléculaires de
I"épithélium ancestral, il est nécessaire de développer des approches comparatives
au sein des métazoaires.

Ces derniéres ont été, dans un premier temps, exclusivement restreintes aux
animaux a symétrie bilatérale (bilatériens), qui représentent 99% de la biodiversité
animale actuelle et qui incluent la plus grande partie des organismes modeles
incontournables en biologie cellulaire et du développement animal (drosophile,
souris, xénope, poulet...) (Figure 1).

Figure 1 : lllustration schématique des relations de parenté chez les métazoaires et au
sein des éponges et leurs principales caractéristiques épithéliales (Nota bene : la longueur
des branches ne représente ni le temps de divergence ni la distance génétique entre les
taxons) : observations histologiques des structures épithéliales et prédictions de génes
codant pour les principales protéines impliquées dans celles-ci. P= présence ; A=absence ;
P= présent mais certains domaines protéiques absents ; P/A=dépend des espéces ;
? = ambigiité dans la littérature. *Planulozoaires = ensemble formé par cnidaires+bilaté-
riens. Les silhouettes de cténophore, placozoaire, Nematostella et homme sont issues de
Phylopic (http://phylopic.org/).
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Chez les bilatériens, la comparaison des épithéliums a permis de mettre en évi-
dence des caractéristiques partagées et d'établir des caractéristiques épithéliales
« types » (Figure 2) (Pour revue voir [1] et références citées). Ces caractéristiques
sont également présentes chez les cnidaires, suggérant que |'ancétre commun
de ces taxons présentait déja un agencement tissulaire comparable (Figure 2).
Ces épithéliums sont constitués de cellules jointives (une ou plusieurs couches)
présentant une polarité apico-basale. Différents types de jonctions intercellulaires y
assurent la cohésion, la communication et la perméabilité. Ces épithéliums reposent
sur une lame basale contenant du collagéne de type IV, protéine architecte majeure
de cette structure. La lame basale n’est pas une structure inerte, elle assure grace a
des jonctions cellules-matrice, conjointement avec les jonctions intercellulaires, des
fonctions clés dans l'intégrité épithéliale [8].

s

Polaritt apico-basale

Figure 2 : Principales protéines structurales impliquées dans les épithéliums chez les
bilatériens et les cnidaires.

Limportance d'élargir le cadre comparatif

Lorsque I'on parcourt le peu de données bibliographiques disponible chez les
animaux non-bilatériens et référencées dans[1] (cnidaires, placozoaires, cténophores
et poriféres (i.e. éponges ; Figure 1), force est de constater que, a I'exception
des cnidaires, les caractéristiques épithéliales précédemment citées (polarité, lame
basale et jonctions), ne sont pas toujours présentes et, de surcroit, pas de maniére
concomitante dans ces taxons ayant émergé précocement (Figure 1). Par exemple,
la lame basale n'est pas observable chez le placozoaire Trichoplax adherens, chez
certains cténophores comme Mnemiopsis leidyi ou également chez les éponges
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n‘appartenant pas a la classe des homoscléromorphes. Cette absence de lame
basale chez la plupart des éponges a d'ailleurs (et étrangement uniquement chez les
éponges !) longtemps exclu les éponges des « vrais métazoaires » (eumétazoaires)
supposés présenter de « vrais tissus ».

Au-dela de cet exemple, les caractéristiques épithéliales dans ces taxons sont de
maniére générale beaucoup plus contrastées et ne rentrent pas dans le schéma
classique d'un « épithélium type » tel qu'il a été défini, bien que leur fonctionnalité
ne puisse étre mise en doute [6,9-11]. Il était donc urgent d'élargir le champ
d'investigation aux non-bilatériens pour émettre des hypothéses évolutives
pertinentes sur l'origine et |I'évolution des épithéliums. La compilation des données
bibliographiques, bien que parcellaires et contradictoires, a toutefois permis de
dégager des caractéristiques épithéliales conservées a I'échelle des métazoaires
et donc supposées héritées d'un ancétre commun :

1) des cellules épithéliales polarisées,

2) une lame basale renfermant du collagéne de type IV et, probablement,

3) des jonctions adhérentes, les autres types de jonctions n’étant pas ou tres
peu présentes dans les taxons situés basalement dans |'arbre des métazoaires
(Figure 1).

Ce qui implique que les animaux actuels dépourvus de ces caractéristiques les ont
perdues secondairement au cours de |'évolution. Cependant, il est indispensable
d'étayer cette hypothése par la caractérisation des mécanismes moléculaires
qui concourent a la mise en place de ces structures dans ces différents taxons.
En effet, des structures homologues, c'est-a-dire héritées d'un ancétre commun,
sont généralement mises en place par des mécanismes moléculaires également
homologues reposant sur des génes orthologues’.

Limportance de dépasser |'aire de la génomique

Afin de caractériser les génes codant pour les protéines clés impliquées dans
la polarité, la lame basale et les jonctions adhérentes chez les bilatériens et les
cnidaires (groupe nommé planulozoaires), nous étudions, depuis quelques années,
les caractéristiques moléculaires épithéliales des éponges, qui constituent I'une des
lignées située le plus basalement dans I'arbre des métazoaires (Figure 1) [12,13].

1. Génes orthologues : génes présents dans deux ou plusieurs espéces issus d'un événement de spéciation.
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Nos résultats et les données acquises par d'autres équipes ont montré que tous
les génes codant pour les principales protéines structurales des épithéliums sont
présents dans trois des quatre classes d'éponges (le géne codant pour le collagene
de type IV est absent du génome des hexactinellides) et ce quelles que soient les
caractéristiques histologiques observables dans les espéeces étudiées (Figure 1)
[14,15]. Par exemple, tous les géenes codant pour les protéines impliquées dans
la mise en place et le maintien des jonctions adhérentes (cadhérines et caténines)
ont été trouvés chez toutes les éponges étudiées bien que les hexactinellides
et les démosponges ne présentent pas ce type de jonctions [1,16]. Il en est de
méme pour le géne codant pour le collagéne de type IV qui a été retrouvé chez
les éponges calcaires et les démosponges, chez le placozoaire Trichoplax adherens
et chez certains cténophores comme Mnemiopsis leidyi qui ne possédent pourtant
pas de lame basale (Figure 1) [1,17]. Ces éléments interrogent donc sur la fonction
de ces protéines en absence de la structure histologique correspondante ou sur
leur fonctionnalité (capacité a interagir avec les autres protéines d'intérét in vivo).
Inversement, chez les cténophores, de nombreuses protéines impliquées dans la
mise en place de la polarité cellulaire sont absentes (i.e. protéines du complexe
CRUMBS et SCRIBBLE) malgré I'existence d'une polarité cellulaire [16]. Ceci sug-
gére que cette derniéere est sous le contréle de mécanismes moléculaires différents
dans ce taxon.

Plus globalement, cette non-congruence entre présence de génes/protéines et
structures morphologiques interpelle sur ’homologie des structures : est-ce-que
les mémes mécanismes moléculaires sont impliqués dans la mise en place de
structures considérées comme similaires ? Autrement dit est-ce que tout ce qui est
appelé « jonction adhérente » ou « lame basale » est équivalent et est apparu une
seule fois au cours de I'évolution (homologie) ?

NOTRE MODELE BIOLOGIQUE

Oscarella lobularis et ses propriétés épithéliales

Afin de répondre a ces questions fondamentales sur |'origine et I'évolution des
caractéristiques épithéliales, nous développons depuis plusieurs années le modele
éponge Oscarella lobularis (homoscléromorphe) [18-20].
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O. lobularis est 'espece type du genre Oscarella. Il s'agit d'une espece endémique
de la mer Méditerranée que I'on trouve dans des eaux peu profondes entre 4 et 35 m
sur les substrats durs ombragés, y compris a I'entrée des grottes sous-marines
semi-obscures et obscures. Comme la grande majorité des éponges, O. lobularis
est un animal sessile filtreur. Le flux d'eau a l'intérieur de I'éponge est assuré par
le battement des flagelles des choanocytes. Ces derniers s’organisent au sein de
structures appelées chambres choanocytaires. L'eau pénétre dans I'éponge par des
orifices inhalants (ostia) et chemine via des canaux inhalants vers les chambres cho-
anocytaires ou elle est filtrée. Les particules alimentaires sont piégées au niveau de
la collerette de microvillosités des choanocytes et sont par la suite phagocytées.
Enfin I'eau filtrée est acheminée par des canaux exhalants vers |'orifice de sortie
d’eau (oscule) (Figure 3). Ce systeme de filtration est appelé systeme aquifére. Les
choanocytes sont des cellules de forme conique, polarisées, jointives et reposent
sur une lame basale. Cet épithélium interne constitue le choanoderme. L'épithé-
lium de surface, le pinacoderme, est quant a lui constitué de cellules ciliées plus
aplaties qui tapissent la surface de I'éponge ainsi que les canaux (Figure 3). Les
cellules qui le constituent sont, comme les cellules du choanoderme, polarisées,
jointives et reposent sur une lame basale renfermant du collagéne de type IV. Ainsi,
contrairement aux éponges des autres classes, O. lobularis possede des épithéliums
répondant aux trois cri-téres histologiques définis chez les bilatériens.

Cet article a pour objectif de reprendre les derniéres avancées tant conceptuel-
les que techniques sur le modéle O. lobularis qui nous permettent maintenant
d'avancer progressivement sur la compréhension de l'origine et I'évolution des
épithéliums avec une attention plus particuliére sur les jonctions adhérentes.

Figure 3 : A) Schéma simplifié d'un individu Oscarella lobularis adulte ; B) Schéma du
systéme aquifére constitué de pores inhalants et exalants, de canaux et de chambres
choanocytaires (en bleu) ; C) Schéma d’une chambre choanocytaire formée de choano-
cytes présentant une collerette de microvillosités entourant un flagelle (D). Les fleches
jaunes indiquent le sens de circulation de |'eau.
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INVENTAIRE DES GENES CARACTERISTIQUES
DES EPITHELIUMS ET ANALYSE DES DOMAINES
PROTEIQUES CHEZ O. LOBULARIS

Chez les bilatériens, quatre protéines sont classiquement considérées comme
étant les protéines clés impliquées dans les jonctions adhérentes (Figure 2).
Brievement, la protéine transmembranaire E-cadhérine interagit via ses deux
domaines cytoplasmiques avec les protéines 6- et B-caténines. Cette derniére
interagit quant a elle avec I'a-caténine afin de faire la liaison avec I'actine filamen-
teuse du cytosquelette. Ces quatre protéines constituent le complexe CCC (pour
Complexe Cadhérine-Caténines) au sein duquel les domaines extracellulaires
calcium dépendants de la E-cadhérine permettent I'adhérence entre deux cellules
adjacentes [21,22].

Grace a l'acquisition de divers transcriptomes et d'un draft de génome pour
I'espéce O. lobularis [16,23,24], nous avons pu entreprendre la recherche, dans
cette éponge, des génes orthologues a ceux impliqués dans la constitution des
épithéliums chez les bilatériens. Ainsi, grace a |'avenement des techniques de
séquencage haut débit, nous avons pu caractériser I'ensemble des génes codant
pour les protéines du complexe CCC dans le génome de notre modele et plus
largement chez un représentant de chaque classe d'éponge. Nous avons ensuite
effectué une analyse des différents domaines impliqués dans les interactions entre
ces protéines afin d'évaluer la potentielle conservation fonctionnelle des protéines
identifié¢es. De maniére inattendue, les protéines candidates trouvées chez les
éponges étudiées présentent toutes lintégralité des domaines fonctionnels
nécessaires a leurs potentielles interactions bien que les jonctions adhérentes
n‘aient pas été observées dans les tissus de toutes ces éponges. Cependant, il
a été montré que ces domaines sont mieux conservés chez Oscarella lobularis
comparativement aux autres éponges [16]. Cette conservation peut-elle expliquer
la présence de cette structure uniquement dans cette espéce et plus largement
chez les homoscléromorphes ? L'analyse de ces protéines a également révélé
que la partie extracellulaire de la E-cadhérine présentait une répétition de motifs
EGF (epidermal growth factor), absente dans les E-cadhérines des bilatériens.
Ceci suggeére que d'autres types d'interactions protéine-protéine spécifiques
des éponges pourraient exister bien qu‘actuellement aucune hypothése n'ait été
avancée sur le réle éventuel de ces domaines.
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Cette approche «top-down » ne permet cependant pas de caractériser des
protéines propres aux épithéliums d’O. lobularis. Ainsi nous avons également initié
une approche « bottom-up » par séquencage en cellule unique qui permet de
caractériser des genes candidats sans aucune hypothése a priori. Il est question
ici d’obtenir un profil d'expression génique (transcriptome) spécifique pour
chaque population de cellules chez notre modéle d'éponge. La comparaison des
données entre populations cellulaires devrait permettre de mettre en avant des
signatures moléculaires qui leur sont propres, avec l'idée que chaque signature
est probablement reliée a une fonction ou une caractéristique particuliére. Ainsi,
bien que les types cellulaires aient traditionnellement été définis d'apres le
partage de caractéres morphologiques et d’une fonction identifiée, cette approche
nous permet aujourd’hui d'aborder les questions fondamentales de l'identité,
I'homologie et I'évolution des types cellulaires en se basant sur le partage d'un
ensemble de génes régulateurs exprimés [25-27].

DIFFERENTS CONTEXTES MORPHOGENETIQUES
POUR LETUDE DES EPITHELIUMS CHEZ O. LOBULARIS

Le processus de bourgeonnement

Les individus adultes de I'éponge Oscarella lobularis alternent entre une
reproduction sexuée de juillet a septembre et une reproduction asexuée par
bourgeonnement ou fragmentation le reste de 'année. Le bourgeonnement est
un processus trés intéressant d'un point de vue morphogénétique mais également
technique car il permet d’engendrer rapidement (environ deux semaines) plusieurs
centaines de clones a partir d'un fragment d'individu adulte. Ce processus naturel
est maintenant maitrisé en laboratoire tout au long de I'année, facilitant ainsi les
différentes expérimentations entreprises [18,20,28]. Au cours du processus de
bourgeonnement, la surface de I'éponge va drastiquement se modifier pour passer
d’une structure trés lisse a une structure en doigt de gant jusqu’au détachement de
petites sphéres que sont les bourgeons. Une fois émis dans le milieu, les bourgeons
ont été suivis en conditions standardisées et quatre stades développementaux
ont été définis (Figure 4). Au stade 1, juste aprés le détachement, le bourgeon
ressemble a une petite sphere lisse. Quelques jours aprés, au stade 2, il commence
a former des excroissances puis un oscule au stade 3. Enfin, quelques semaines
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apreés son détachement, le bourgeon atteint le stade 4 ou juvénile qui correspond
a une petite éponge fixée au substrat.

De maniére intéressante, au-dela de ce processus morphogénétique plutét
atypique, le bourgeon présente des tissus, une organisation et un fonctionnement
(filtration) comparables a ceux de |'adulte, quel que soit le stade de développement
considéré. De plus, alors qu'il reste difficile de maintenir en aquarium les individus
adultes, les bourgeons présentent |'avantage de pouvoir étre maintenus vivants
pendant plusieurs semaines, voire des mois en boites de Pétri, facilitant ainsi
I'ensemble des études. La petite taille et la transparence des tissus facilitent
I'observation des tissus fixés ou vivants ce qui constitue un atout non négligeable
en microscopie. Il est désormais possible de s'affranchir de la réalisation de coupes
histologiques en visualisant les marquages sur bourgeons entiers en microscopie a
épifluorescence ou confocale. Dés lors, le bourgeon d’O. lobularis est devenu un
systeme trés avantageux pour nos études et est maintenant un incontournable au

laboratoire pour le développement des divers projets.

Stade 4

plusieurs
mois

 —

jo

Figure 4 : Les différents stades du développement du bourgeon en conditions contrélées.
Les fleches roses indiquent les excroissances qui se forment dés le stade 2 et qui, au stade
4, permettent la fixation du juvénile au substrat. Les fleches jaunes indiquent la position
de l'oscule, orifice de sortie d'eau. J= jours, la barre échelle correspond a 0.4 mm.

Dans le contexte de notre projet sur les épithéliums, bien que les protéines étudiées
puissent a priori interagir via leurs domaines conservés (d'apres les prédictions in
silico), leur localisation dans les tissus pourrait limiter voire écarter une possible
interaction. Afin de savoir ou les protéines d'intérét (e.g. caténines et E-cadhérine) se
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localisent dans les tissus, nous réalisons des immunomarquages avec des anticorps
spécifiquement dirigés contre les épitopes d'O. lobularis [18]. En effet, compte
tenu de la divergence des protéines d'éponges par rapport a leurs homologues
chez les autres métazoaires, nous avons fait synthétiser des anticorps spécifiques
d'O. lobularis. La validation de ces anticorps et la localisation des protéines visées
est en cours de progression sur les bourgeons.

Le processus de dissociation-réagrégation cellulaire

Les bourgeons d'Oscarella lobularis, comme I'adulte, sont dotés d'incroyables
capacités de régénération et sont capables de se réagréger aprés une dissociation
cellulaire totale ou partielle de I'individu.

En effet, lorsque les individus sont placés dans de |'eau de mer sans calcium ni
magnésium, les cellules constitutives des épithéliums se dissocient spontanément
les unes des autres [10,24]. De maniére intéressante, ce processus est complete-
ment réversible lors du retour en eau de mer naturelle. Cela fait écho avec ce que
I'on connait chez les mammiféres et plus largement chez les bilatériens [24,29,30].
Chez ces derniers, une concentration en calcium extracellulaire faible entraine une
perte des contacts cellule-cellule et cellule-matrice et une déstructuration des épi-
théliums. En effet, les deux protéines transmembranaires que sont la E-cadhérine,
impliquée dans la mise en place des jonctions adhérentes, et les intégrines, impli-
quées dans les jonctions cellule-matrice, sont calcium-dépendantes. Il a été montré
gu’une déplétion en ions divalents dans le milieu entrainait un changement de
conformation de ces protéines et une modification de leur interactome [30,31].

Cette propriété de dissociation/réagrégation cellulaire dépendante de la teneur
en calcium et magnésium de l'eau de mer d'O. lobularis (et en général des
éponges) suggere que les protéines impliquées dans les jonctions cellule-cellule
et/ou cellule-matrice sont également calcium-dépendantes sans pour autant que
ces protéines aient été identifiées.

Nous avons effectué des analyses des génes différentiellement exprimés au cours
de ce processus dynamique de dissociation/réagrégation cellulaire [24]. Dans ce
contexte, des bourgeons ont été placés dans de I'eau de mer sans calcium ni
magnésium et, avant la dissociation compléte des tissus, remis dans de I'eau de
mer naturelle. Au cours de ce processus nous avons pu identifier des étapes clés
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du processus de déstructuration et restauration de I"épithélium interne (Figure 5).
A 1h de dissociation nous avons observé un début de perte de la polarité apico-
basale des choanocytes, une perte des contacts cellulaires ainsi qu’une désorga-
nisation de la lame basale (Figure 5B). A 4h de dissociation, les chambres
choanocytaires étaient complétement désorganisées avec notamment une perte
de la lame basale comme attestée par la disparition du marquage immuno-
histochimique du collagéne de type IV (Figure 5C). Dés 4h d'incubation dans de
I'eau de mer naturelle, les chambres choanocytaires commencaient a retrouver leur
morphologie initiale, les choanocytes réacquéraient une polarité apico-basale, les
jonctions se reformaient ainsi que la lame basale. Toutefois, ce n'est qu’apres 24h
de réagrégation que les tissus retrouvaient leur aspect initial (Figure 5D). L'analyse
par RNA-seq de |'expression des génes codant pour les protéines clés orthologues
a celles impliquées dans la mise en place et le maintien des épithéliums chez les
planulozoaires au cours de ce processus de dissociation-réagrégation suggérent
une possible implication de ces protéines dans la mise en place et le maintien
des épithéliums chez Oscarella lobularis. Par exemple, I'expression des genes
codant pour les protéines du complexe CCC diminuait au cours du processus de
dissociation et réaugmentait au cours de la réagrégation (Figure 5E). Toutefois
cette modulation d’expression nest pas une preuve directe de I'implication des
protéines correspondantes dans les jonctions chez O. lobularis, il reste a valider leur
engagement par des techniques immunohistochimiques.

Les facteurs d'agrégation, protéoglycanes extracellulaires, sont également des
candidats potentiels. Ils ont été identifiés comme des acteurs majeurs dans la
reconnaissance et I'adhésion cellulaires chez les éponges et les choanoflagellés
(groupe d'unicellulaires le plus proche des métazoaires) via des récepteurs
membranaires [24,32,33]. De maniere intéressante, les génes codant pour certains
de ces facteurs d'agrégation chez O. lobularis présentaient un profil d’expression
qui peut laisser envisager un roéle dans la mise en place et le maintien des
épithéliums dans notre modele. Cependant, la part respective de ces mécanismes
d'adhérence et leur potentielle interaction au cours du processus de mise en place
et de maintien des épithéliums reste a évaluer. Au-dela de ces recherches ciblées
sur des genes dont la fonction est déja connue dans les épithéliums, les profils
d'expression d'autres génes suggérent que la mise en place et le maintien des
épithéliums dans cette espece impliquent non seulement des genes homologues
conservés chez tous les animaux mais également des mécanismes spécifiques aux
éponges qu'ils restent a définir.
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Figure 5 : Modification de I'expression des génes codant pour les protéines orthologues
a celles connues pour étre impliquées dans la mise en place des jonctions adhérentes chez
les planulozoaires au cours du processus de dissociation-réagrégation chez Oscarella lobu-
laris. A) Echantillon témoin. Les chambres choanocytaires, entourées en pointillés orange,
ont une structure arrondie, les choanocytes qui constituent ces chambres ont une polarité
apico-basale bien marquée avec dans la partie apicale une collerette de microvillosités
(fleches jaunes) et dont la partie basale repose sur une lame basale visible grace au mar-
quage immunohistochimique du collagéne de type IV (fleches roses), protéine structurante
majeure de ces structures. B) Echantillon aprés 1 heure d'incubation dans de I'eau de mer
sans calcium ni magnésium (1hD). Bien que la chambre choanocytaire présente encore
une structure arrondie, les caractéristiques épithéliales tendent a étre perdues : réduction
de la collerette de microvillosités des choanocytes (fleches jaunes pointillées), perte des
contacts cellule-cellule et cellule-matrice ; désorganisation de la lame basale visible par
une diminution du marquage collagéne (fleches roses pointillées). C) Echantillon apreés 4
heures d'incubation dans de I'eau de mer sans calcium ni magnésium (4hD). A ce stade
les chambres choanocytaires sont complétement déstructurées avec une perte totale des
caractéristiques épithéliales : perte de la collerette de microvillosités, apparition de trés
nombreuses protrusions basales (fleches blanches), perte de la lame basale. D) Le pro-
cessus de réagrégation cellulaire et de ré-épithétisation commence dés 1 heure d'incuba-
tion dans de I'eau naturelle mais ce n’est qu’aprés 24 heures d'incubation (24hR) que les
chambres choanocytaires retrouvent leurs caractéristiques épithéliales. E) Expression rela-
tive des géenes du complexe CCC au cours du processus de dissociation-réagrégation aux
différents temps de dissociation et réagrégation (1 heure de dissociation (1hD) ; 4 heures
de dissociation (4hD) ; 1 heure de réagrégation (1hR) ; 4 heures de réagrégation (4hR). La
barre échelle représente 10 pm. Le collagéne de type IV est marqué en rose, |'actine en
blanc (phalloidine), les noyaux en bleu (DAPI).
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES
Défis techniques a relever pour la compréhension des

épithéliums d'O. lobularis

A I'heure actuelle, les techniques d'inhibition génique ne sont malheureusement
pas encore disponibles sur les éponges marines : c’est I'un des défis que nous
essayons de relever. De ce fait, afin de tester la conservation des protéines
impliquées dans la formation et le maintien des jonctions adhérentes chez
Oscarella lobularis, nous devons développer des méthodes indirectes. Parmi
celles-ci, nous avons précédemment évoqué le séquengage des ARN en cellules
uniques qui devrait nous apporter des réponses concernant |'expression de genes
marqueurs des cellules épithéliales chez notre modele. De méme, nous avons initié
la production et la validation d'anticorps dirigés contre les protéines homologues
a celles engagées dans les jonctions chez les bilatériens. Les immunolocalisations
des protéines correspondantes nous offrent d’ores et déja des réponses plus
qu'informatives sur le potentiel engagement de ces derniéres dans les jonctions
adhérentes et devraient rapidement faire |'objet d'une publication. L'enjeu est donc
maintenant d'utiliser ces mémes anticorps afin de mettre en évidence l'interactome
de chacune des protéines d'intérét par des techniques de co-immunoprécipitation
et de séquencage par spectrométrie de masse. En effet, connaitre précisément
les protéines réellement capables d'interagir entre elles nous guidera vers une
meilleure représentation de ce qui se passe au niveau des jonctions. Entre autres,
cela nous permettra de valider I'existence du complexe CCC chez cette éponge ou,
le cas échéant, d'émettre des hypothéses alternatives avec la mise en évidence de
nouvelles protéines candidates pour ce role. Nos résultats préliminaires pourraient
remettre en cause I'homologie des jonctions adhérentes d'Oscarella par rapport a
celles des bilatériens mais nos résultats sont en cours de validation.
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