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INTRODUCTION GENERALE

L'ostréiculture occupe une place importante dans l‘aquaculture marine mondiale avec une

production annuelle d’huitre s’élevant a 4,7 millions de tonnes en 2012 (FAO, 2012). En France,
I’élevage de I’huitre, Crassostrea gigas, est la principale activité aquacole avec des productions

annuelles avoisinant les 82 000 tonnes en 2012 (Comité National de la Conchyliculture, 2012).

L'ostréiculture francaise a connu une succession de phases de développement, de pleine
exploitation, alternant avec des périodes de crises, le plus souvent liées a la surexploitation du milieu
naturel et/ou l'apparition de maladies. Ainsi, suite a l'insuffisance de production des gisements
naturels d’huitres plates Ostrea edulis, espece endémique des cotes francgaises, I'espece Crassostrea
angulata ou huitre portugaise a été introduite en France a partir des années 1860. Cette espéce a
toutefois été décimée, a la fin des années 1970, par un Iridovirus, responsable de la "maladie des
branchies" (Comps and Duthoit 1979). Pour relancer la production ostréicole frangaise, I'huitre
creuse du Pacifique Crassostrea gigas a donc été introduite au début des années 1970 a partir du

Japon. Elle est aujourd’hui la principale espéce d’huitre élevée dans le monde.

Depuis la derniere décennie, dans les écosystemes marins cotiers, les élevages d’huitres C. gigas
subissent des épisodes de mortalités estivales affectant les huitres juvéniles. Ces mortalités touchent
de fagon significative les productions francgaises avec des pertes variables selon les années. Ces
mortalités récurrentes ont pour conséquence d’importantes pertes économiques au sein de la filiere
ostréicole. Un programme de recherche national multidisciplinaire dénommé MOREST (MORTalités
ESTivales) a donc été mis en place en 2005 pour identifier les causes de ces mortalités. Les
conclusions de ce programme ont révélé que ces mortalités ont une étiologie multifactorielle
impliquant les conditions environnementales, le statut physiologique et/ou génétique de I'huitre et

la présence de microorganismes pathogénes (Samain and McCombie 2008).

Depuis 2008, les phénomenes de mortalités estivales des juvéniles se sont intensifiés. En effet, a
cause de ces mortalités, la production annuelle est passée, au cours des 10 dernieres années, de 150
000 a 80 000 tonnes. Ces épisodes de mortalités apparaissent également plus tot dans I'année, dés
que la température de I'eau atteint 16°C. De plus, I'origine infectieuse de ces mortalités récurrentes
est aujourd’hui avérée (IFREMER, 2009). Un virus de type Herpés nommé OsHV-1 (Segarra et al.
2010) ainsi que des souches de Vibrio du clade Splendidus (IFREMER, 2009) (Lacoste et al. 2001, Gay
et al. 2004b , Gay, Berthe and Le Roux 2004a , Saulnier et al. 2010) ont été systématiquement

retrouvés chez les huitres moribondes depuis 2008. Un nouveau variant du virus OsHV-1 : pvar,



apparu depuis 2008, pourrait contribuer a I'aggravation des mortalités (Segarra et al. 2010 ,
Schikorski et al. 2011 , Segarra et al. 2014). Les bactéries du genre Vibrio, considérées comme faisant
partie de la microflore naturelle de I’huitre, ont donc été associées a divers épisodes de mortalités
des juvéniles (clade Splendidus) mais aussi a des mortalités d’huitres adultes. En effet, des souches
de V. aestuarianus ont pu étre isolées (Labreuche et al. 2006b , Labreuche et al. 2006a , Garnier,
Labreuche and Nicolas 2008 , Saulnier, De Decker and Haffner 2009 , Labreuche et al. 2010) lors de
mortalités d’huitres adultes. Le caractere infectieux de ces souches et leur virulence ont pu étre
démontrés expérimentalement (Waechter et al. 2002 , Garnier et al. 2007 , Saulnier et al. 2010).
Malgré les travaux consacrés a ce phénomeéne, on ignore encore a I’heure actuelle le poids relatif des
agents pathogenes, de la génétique des huitres et des forcages environnementaux dans I'expression
de pathogénése. Notamment, les bases cellulaires et moléculaires de ces maladies multifactorielles
restent encore méconnues. On ignore aussi tres largement les interactions environnementales qui

favorisent la transmission des pathogénes et leur émergence.

Des travaux récents réalisés dans notre équipe ont montré que la souche pathogene d'huitre Vibrio
tasmaniensis LGP32 (clade Splendidus), isolée par Le Roux et collaborateurs en 2004 (Gay et al.
2004a, Gay et al. 2004b), envahit les cellules immunitaires de I'huitre (Duperthuy et al. 2011).
L'internalisation de V. tasmaniensis LGP32 se fait par opsonisation de la bactérie par la Cg-EcSOD
(superoxyde dismutase extracellulaire) puis par reconnaissance par de la bactérie opsonisée par des
B-intégrines (Duperthuy et al. 2011). Les V. tasmaniensis LGP32 sont alors capables de survivre dans

des vacuoles de phagocytose hémocytaires.

Les interactions phagocytes/V. tasmaniensis LGP32 sont au coeur de mon sujet de thése. Nous les
avons étudiées a diverses échelles (moléculaire, cellulaire et environnementale) dans des approches
de biologie comparative. L'objectif de ma these était (1) de caractériser a I'échelle cellulaire les
interactions de V. tasmaniensis LGP32 / hémocytes d’huitres et (2) de déterminer si l'interaction de
V. tasmaniensis LGP32 avec des phagocytes de I'environnement aurait pu favoriser la sélection de
traits de survie intracellulaire et de virulence explicatifs de la cytotoxicité de LGP32 sur les hémocytes
d’huitre. Les travaux exposés dans cette thése ont été réalisés au sein de I'équipe MIMM
"Mécanismes d’Interaction et d’Adaptation en Milieu Marin" de I'UMR5244 IHPE "Interactions Hotes
— Pathogénes - Environnement " sous la tutelle de I’'Université de Montpellier, de I'Université de

Perpignan Via Domitia, du CNRS, et de I'lfremer.

Le premier chapitre de ma these présente une revue bibliographique sur (1) les cellules
phagocytaires au travers du vivant des amibes, jusqu’aux hémocytes d’huitre puis aux polynucléaires

et macrophages humains ; (2) la phagocytose, ses mécanismes moléculaires et cellulaires ; (3) les



effecteurs microbicides des phagocytes, (4) les pieges d'ADN extracellulaires, et (5) la résistance

bactérienne aux phagocytes.
Le deuxieme chapitre concerne les résultats obtenus dans le cadre de ma these :

La section A décrit la mise en évidence d’une réponse des phagocytes connue chez les vertébrés mais
jusque-la inconnue chez les invertébrés : la formation de pieges extracellulaires d’ADN (ou ETs pour
« extracellular traps ») par un phénomene de lyse des hémocytes, inductible par une infection ou
une blessure, appelé ETose. Cette section décrit les mécanismes de formation d’ETs par les
hémocytes d’huitre et met en évidence la conservation de ces mécanismes dans les interactions

bactéries/phagocytes chez les métazoaires.

La section B s’intéresse a la notion d’émergence de vibrios pathogéenes adaptés a la vie
intraphagocytaire, un phénomeéne corrélé a la virulence de LGP32 (Duperthuy et al. 2011) et
nécessaire a la lyse des hémocytes (Vanhove et al. 2015b). Nous avons supposé que la pression
environnementale exercée par le grazing des phagocytes environnementaux aurait pu favoriser la
sélection chez les vibrios de traits adaptatifs comme la résistance a la dégradation intracellulaire de
V. tasmaniensis LGP32. Pour étayer cette hypothése, nous avons caractérisé la nature des
interactions entre vibrios et protistes hétérotrophes : ciliés et amibes (survie intracellulaire, effets
cytotoxiques), notamment en utilisant des amibes que nous avons isolées des zones conchylicoles de

Thau, dont nous avons décrit la diversité.

Le troisieme chapitre est une discussion générale qui propose des perspectives de recherche sur le
role des interactions V. tasmaniensis LGP32 - phagocytes environnementaux dans le processus

infectieux et les mécanismes de résistance/d’échappement a la phagocytose chez les Vibrio.
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CHAPITRE | : RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

I. LES PHAGOCYTES

Les cellules capables de phagocytose ou phagocytes sont nombreuses et diverses au sein des
eucaryotes. En effet, de nombreux protistes hétérotrophes, tels que les amibes sont capables de
phagocyter des micro-organismes, pour s’en nourrir. Chez les animaux métazoaires, les phagocytes
sont principalement impliqués dans les défenses immunitaires mais aussi I’homéostasie de
nombreux tissus au cours du développement et a I'age adulte. Chez les invertébrés, les phagocytes
font partie des hémocytes qui sont les cellules circulantes de ’'hémolymphe. Nous nous intéresserons
ici aux hémocytes de I'huitre creuse C. gigas. Chez les vertébrés, les principaux phagocytes sont les
macrophages, les polynucléaires neutrophiles et les cellules dendritiques qui sont impliqués dans
I'immunité innée et adaptative. Nous nous intéresserons ici aux macrophages et neutrophiles

humains.

I.1 Les amibes libres, des phagocytes environnementaux

Les amibes libres sont nommées ainsi en opposition aux amibes parasitaires telles que les amibes du
genre Entamoeba ou encore les amibes sociales du genre Dictyostelium, car elles ont un mode de vie
unicellulaire totalement autonome dans I'environnement. Ce sont des micro-organismes eucaryotes
unicellulaires, de taille variable et ubiquitaires. Elles sont majoritairement isolées de milieux
aquatiques (eaux douces, eaux saumatres et en milieu marin), mais peuvent aussi étre retrouvées
dans le sol (au niveau de la rhizosphére et en surface) ou encore dans l'air (Rivera et al. 1987 ,
Rodriguez-Zaragoza 1994). Ces protistes sont particulierement présents aux interfaces entre

différents biotopes (Lienard and Greub 2011).

I.1.1. Organisation cellulaire des amibes libres
La majorité des amibes libres partagent une organisation cellulaire générale commune,
correspondant a celle d'une cellule eucaryote (Figure 1), malgré une morphologie trés variable
(Ciurea-Van Saanen 1981 , Page 1983). Leur cytoplasme est généralement composé de 2 parties : un
ectoplasme périphérique hyalin, visqueux et un endoplasme central vacuolaire et granuleux.
L'endoplasme contient :

e des organites tels que l'appareil de Golgi, le réticulum endoplasmique, les ribosomes et de
nombreuses mitochondries (les amibes libres étant des organismes aérobies)

e le noyau avec un nucléole volumineux pouvant étre multilobé selon les espéeces et parfois
méme avec plusieurs nucléoles comme chez Amoeba proteus (Page)
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e un grand nombre de vacuoles comprenant des vacuoles digestives et une vacuole pulsatile
Cette derniére vacuole a une fonction de régulation osmotique (évacuation de I'excés d'eau
absorbé par le cytoplasme) et est toujours présente chez les amibes d'eau douce mais pas
toujours dans les especes marines.

e des inclusions cytoplasmiques, généralement constituées de substances cristallisées

Inclusions cytoplasmiques

Réticulum endoplasmique
Pseudopode

Endoplasme Mitochondrie

Ectoplasme
Vacuole pulsatile

Vacuole de phagocytose Ribssoina

Noyau

Figure 1. Organisation cellulaire générale d'une amibe libre

1.1.2 Cycle vital des amibes libres
Le cycle vital de ces protozoaires comprend généralement deux formes distinctes : les trophozoites
(forme végétative) et les kystes (Tomlinson and Jones 1962 , Page 1983 , Murti and Shukla 1984 ,
Smirnov and Michel 1999 , Fouque et al. 2012). Certaines amibes, notamment des genres Naegleria
et Willaeria, présentent un stade intermédiaire entre la forme végétative et enkystée : la flagellation.
Pour d'autres amibes libres, notamment des genres Vannella et Thecamoeba, il n'y a pas de forme
kystique connue (Smirnov et al. 2007 , Houssay and Prenant 1970). Les trophozoites sont
métaboliquement actifs, mobiles et se multiplient par ortho-mitose. Les trophozoites sont capables
de se déplacer par des mouvements amiboides. Les mouvements amiboides sont généralement
influencés par des phénomenes de chimiotactisme, les médiateurs chimiques permettant la
reconnaissance de proies dont elles se nourrissent par phagocytose. Les amibes libres sont en effet
des prédatrices de bactéries, de cyanobactéries, d’algues, de levures, de virus, de champignons
filamenteux et méme de nématodes, comme Arachnula impatiens présente dans le sol (Davet 1996,
Greub and Raoult 2004). En laboratoire, les amibes du genre Acanthamoeba spp. peuvent étre
cultivées dans des milieux liquides axéniques ou elles ingérent les nutriments par pinocytose (Bowers

and Olszewski 1972).

Lorsque les conditions environnementales deviennent défavorables (température trop basse ou trop
élevée, diminution de pH, stress osmotique, présence de pathogenes intracellulaires ou

assechement), certaines amibes libres peuvent s’enkyster. Lors de I’enkystement, les cellules
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arrétent progressivement de se déplacer, se déshydratent, s'arrondissent et s'entourent d'une
enveloppe protectrice ou paroi kystique. Les kystes d'amibes libres peuvent étre de forme et de taille
trés variables selon les genres. La paroi kystique peut étre formée d'l ou 2 couches et a une
composition trés différente en fonction des genres, les composants sont par exemple de la cellulose
pour les kystes d’Acanthamoeba sp., de la chitine pour les kystes de Naegleria sp. et des polymeres
de glucose pour les kystes d’Hartmanella spp. (Fouque et al. 2012). Notamment grace a cette paroi
kystique, les kystes ont des capacités de résistance plus importantes que les trophozoites aux
biocides, a la chloration, aux antibiotiques et aux hautes températures (jusqu’a 60°C) (Bouyer et al.
2007a , Marciano-Cabral and Cabral 2003). Les kystes peuvent alors permettre aux amibes de
survivre longtemps en état de latence et de se disséminer dans I'air et/ou I'eau et ainsi de
s'implanter dans de nouveaux biotopes. Des kystes d'Acanthamoeba spp. sont restés viables aprées
avoir passé 24 ans dans de 'eau a 4°C (Mazur, Hadas and Iwanicka 1995). Quand les conditions de vie

redeviennent favorables, les kystes peuvent redonner naissance a des trophozoites.

1.1.3 Diversité des amibes libres
La premiere phylogénie des amibes fut proposée en 1926 par Schaeffer : elle s’est basée sur la
morphologie cellulaire en microscopie optique (Schaeffer). Depuis, d’autres classifications basées sur
des critéres morphologiques (Page 1974), sur le mode de division du noyau (Singh 1951, Page 1976)
ou sur le mode de locomotion en suivant des mouvements du cytoplasme (Jahn and Bovee) ont été
proposées. Le perfectionnement et I'essor de la microscopie électronique dans les années 80 ont
permis I'étude des caractéristiques ultra-structurales des amibes. De nouvelles taxonomies ont alors
été développées en combinant caractéristiques ultra-structurales et physiologiques, notamment par

Page (Page 1983, Page 1987, Page 1988, Smirnov and Goodkov 1999).

1.1.3.1 Classification phylogénétique
L'avenement de la biologie moléculaire a ensuite permis de revisiter régulierement la classification
des amibes. En 1988, Clark et Cross ont confirmé I'origine polyphylétique des amibes libres en
comparant la séquence du gene SSU 18S rRNA de Naegleria gruberi avec celles d’Acanthamoeba
castellanii (Gunderson and Sogin 1986), de Dictyostelium discoideum (McCarroll et al. 1983) et
d’autres eucaryotes (Clark and Cross 1988). Le nombre de séquences du géne SSU 18S rRNA
identifiées pour différentes especes d’amibes et d’analyses comparatives n’a cessé d’augmenter
(Silberman et al. 1999, Bolivar et al. 2001 , Cavalier-Smith 2003 , Smirnov et al. 2005 , Ptackova et al.
2013). Des analyses comparatives ont également été basées sur I'actine et les genes ribosomaux
(Fahrni et al. 2003), ainsi que sur des genes codant des protéines nucléaires (Baldauf et al. 2000) et

mitochondriales (Forget et al. 2002). Selon la classification publiée en 2005 par un consortium de 28
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biologistes (Adl et al. 2005), les amibes libres appartiennent au régne des Amoebozoa et au sous-
régne des Lobosea (également nommée Gymnamoebae). Les Lobosea sont divisées en 2 principales
classes: les Tubulinea et Flabellinea. Les Tubulinea sont elles-mémes divisées en Tubulinida,
Leptomyxida, Testacealobosia et Echinamoeba. Les Flabellinea sont divisées en Dactylopodida,
Vannellida (comprend le genre Vannella et Platyamoeba) et Thecamoebida. Les Amoebozoa
comprennent également les Acanthamoebida (comprend le genre Acanthamoeba), Entamoebida,
Eumycetozoa (comprend le genre Dictyostelium), Stereomyxida, et Mastigamoebida. Plus
récemment, une nouvelle classification des Amoebozoa (Figure 2) a été proposée intégrant les
caractéristiques morphologiques et locomotrices des amibes avec les données moléculaires
obtenues a partir d’1 seul géne (géne codant I'ARN ribosomique 18S) (Cavalier-Smith, Chao and
Oates 2004 , Cavalier-Smith 2013 , Cavalier-Smith et al. 2015, Smirnov et al. 2005 , Smirnov et al.
2011). Cette classification a été confirmée par des analyses phylogénétiques multigéniques menées
par Cavalier-Smith et ses collaborateurs en 2015 (Cavalier-Smith et al. 2015). Ces analyses ont été
réalisées a partir de I'alignement de 188 génes pour 17 Amoebozoa. Selon cette classification, les
Amoebozoa se divisent en 2 sous-régnes : les Lobosa et les Conosa. Le sous-regne des Lobosa se
divise en 2 classes: Discosea comprenant elle-méme 2 sous-classes et 9 ordres, et Tubulinea
comprenant 5 sous-classes (Figure 2). Le sous-régne des Conosa se divise en 3 classes : les Variosea
et les Mycetozoa comprenant toutes les deux 3 sous-classes ainsi que les Archamoeba comprenant 2

sous-classes (Figure 2).

LOBOSA
Discosea
Flabellinia Dactylopodida 1 Vexillifera
Pellitida
Stygamoebida
Trichosida
Vannellida

Himatismenida 2

orlorediem n
Longamoebia Dermamocbida

Th 1 Si b
Tubulinea Arcellinida

[Echinamocbida 1]

Nolandida 1 Nolandella " Aa

Euamoebida

Leptomyxida

‘I Cochliopodium §F L

CONOSA

Variosea Holomastigida
Varipodida 2

Filamoeba
Phalansteriida I

© Flamella

Archamoebea [Mastigamocbida 1
Pelobiontida 4]

Mycetozoa Myxogastrea 3]
Dictyostelea 6

Protostelea

Key: New data number of sequenced taxa
|Pn:viomly available genomes or EST |

Figure 2. Classification phylogénétique des Amoebozoa, selon (Cavalier-Smith 2013)et (Smirnov et al. 2011); de droite a
gauche : les sous-régnes (ex: Lobosa), les classes (ex: Discosea), sous-classes (ex: Flabellinia), les ordres (ex:
Himatismenida) et enfin les genres (ex : Cochliopodium). Les genres sont uniquement décrits pour les amibes nouvellement
séquencées pour I'étude (Cavalier-Smith et al. 2015). Des photographies en microscopie optique de ces amibes sont
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également présentées sur la figure, origine de ces photographies : A. Kudryavtsev, A. Smirnov, and |. Dykova.D’apres
Cavalier-Smith et al., 2015

L1.3.1 Les amibes libres d'origine marine
L'ouvrage de référence sur les amibes marines a été réalisé par Page en 1983. Il a défini 22 genres
d’amibes marines en se basant sur la taille, la structure nucléaire, I'apparence de la forme locomotive
(trophozoite), les inclusions cytoplasmiques, le cycle de vie, l'ultra-structure et les caracteres
physiologiques de chacun de ces protistes (Page 1983). Les genres identifiés étaient : Gruberella,
Nolandela, Vahlkampfia, Heteramoeba, Paratetramitus, Hartmanella, Saccamoeba, Rhizamoeba,
Thecamoeba, Platyamoeba, Vannella, Flabellula, Paraflabellula, Paramoeba, Mayorella,
Dactylamoeba, Vexillifera, Pseudoparamoeba, Acanthamoeba, Protcanthamoeba, Corallomyxa et
Stereomyxa. Depuis I'ouvrage de Page, les données moléculaires ont permis de confirmer la présence
d’amibes des genres Vannella (Nassonova et al. 2010) et Platyamoeba (Moran et al. 2007) et
d’identifier d’amibes d’autres genres: Neoparamoeba, Vermistella (Moran et al. 2007)
Squamamoeba (Kudryavtsev and Pawlowski 2013) et Cunea (Kudryavtsev and Pawlowski 2015) dans
I'environnement marin (eau et/ou sédiment) dans différentes régions du globe (Atlantique,
Antarctique, mer rouge, mer du Japon) et de les classer phylogénétiquement. Des amibes
n’appartenant pas au régne des Amoebozoa comme les Vampyrellids et Heterolobosea ont
également été identifiées dans I’environnement marin (Panek et al. 2012 , Berney et al. 2013). Des
amibes du genre Paramoeba ont été identifiées a partir de gonades des huitres Crassostrea gasar et
C. rhizophorae (Suhnel et al. 2014). L'ensemble de ces études ont permis d’identifier divers genres

amibiens marins mais n’ont pas permis de décrire leur diversité totale, ni de leur abondance relative.

De 2009 a 2013, une importante collecte d’échantillons de plancton a été réalisée par un consortium
international nommé Tara Océans grace a une goélette de recherche, afin de mieux connaitre le
plancton océanique (Brum et al. 2015, Villar et al. 2015, Lima-Mendez et al. 2015, Sunagawa et al.
2015, de Vargas et al. 2015). Cette collecte a été faite au niveau de 210 sites, dans diverses régions
océaniques tropicales et tempérées, a des profondeurs allant jusqu’a 2000 m. Pour chaque
prélevement, la diversité morphologique et génétique du zooplancton, ayant une taille allant de 0,02
pum a quelques millimetres (des virus aux protistes), a été étudiée en tenant compte des
caractéristiques physico-chimiques de I'’environnement. La diversité des eucaryotes (de Vargas et al.
2015) a été étudiée dans un premier temps sur 334 fractions planctoniques prélevées dans la zone
photique (jusqu’a 200m de profondeur). Une région hypervariable de la boucle v9 de I'ADN
ribosomal 18S a été séquencée pour le plancton intermédiaire, comprenant le pico-nanoplancton (de
0.8 a 5 um), le nanoplancton (de 5 a 20 um), le microplancton (de 20 a 180 um), et le méso-plancton

(de 180 a 2000 pum). La synthése de I'ensemble des études antérieures réalisées sur le plancton (150
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ans de données morphologiques et moléculaires) ont permis de décrire environ 11 200 especes
d’eucaryotes: environ 4350 especes phytoplanctoniques (microalgues), environ 1350 especes
protozoo-planctoniques (protistes hétérotrophes), et environ 5500 espéces métazoo-planctoniques
(animaux holoplanctoniques). En revanche les données de I'expédition Tara Océans révéelent que la
diversité des protozoaires serait 5 a 10 fois supérieure a celle anticipée jusque la, avec la prédiction
que la diversité totale comprendrait environ 150 000 especes. Parmi le protozoo-plancton, des
amibes des classes Discosea et Tubulinea, d’autres amibes du sous-régne des Lobosa ainsi que des
amibes des classes Variosea et Myxogastrea (sous regne des Conosa) ont été identifiées (de Vargas
et al. 2015). Ces amibes ont principalement été retrouvées dans le pico-nanoplancton, le
nanoplancton et le méso-plancton (de Vargas et al. 2015). Ainsi, si la diversité phylogénétique des
amibes marines est de mieux en mieux connue grace aux nouvelles techniques de séquencage haut-

débit, leur biologie reste encore peu connue contrairement a celle des amibes d’eau douce.

1.2 Les hémocytes, cellules immunitaires de Crassostrea gigas

1.2.1 L'hémolymphe et les hémocytes
Les huitres possedent un systéme circulatoire semi-ouvert composé du cceur, d'artéres et de veines.
Le fluide contenu dans les vaisseaux est I'hémolymphe, qui circule du coeur vers les organes
périphériques. L'hémolymphe est composée de plasma et de cellules circulantes, nommées
hémocytes qui sont les cellules principales de I'immunité (Figure 3). Les fonctions principales de
I’'hémolymphe sont le transport d’oxygene sous forme dissoute, la distribution de nutriments,
I'évacuation des déchets métaboliques et la défense contre les infections (Bachere et al. 2004).
L'hémolymphe étant en contact direct avec les tissus de I'huitre, les hémocytes peuvent s'infiltrer
dans les tissus, en particulier dans les branchies et le manteau, par diapédése (Galtsoff 1964, Cheng
1996, Schmitt P. 2011) (Figure 3). Les hémocytes jouent un réle fondamental dans la réparation de
Iésions, la recalcification de la coquille, le transport et la digestion de nutriments et dans la réponse
immunitaire (Sminia and van der Knaap 1987, Cheng 1996 , Schmitt P. 2011). Ces cellules
immunocompétentes ont une capacité de reconnaissance du non-soi et possédent des capacités de
chimiotactisme, de phagocytose et de sécrétion d'agents microbicides (Figure 3). Certaines
populations d’hémocytes (voir paragraphe suivant) sont considérées comme des « phagocytes

professionnels », pouvant migrer par chimiotactisme vers les tissus en cas de blessure ou d'infection.
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Figure 3. Systéme circulatoire semi-ouvert de I’huitre ou I’hémolymphe circule du cceur vers les organes périphériques de
I’huitre. L'hémolymphe est composée de plasma fluide et d’hémocytes qui sont les cellules principales de I'immunité des
mollusques. Ces cellules sont capables de reconnaitre I'invasion de pathogénes au travers de la reconnaissance du non-soi
et d’activer une série de réactions de défense telles que la phagocytose, la production de ROS et de RNS, la sécrétion de
protéases, de lysozymes, les activités de la phénol oxydase (D'aprés Schmitt et al., 2011).

1.2.2 Diversité des hémocytes de I'huitre creuse Crassostrea gigas
Depuis le début des années 70, de nombreuses études ont porté sur la classification des hémocytes
de I'huitre, en considérant des criteres morphologiques, de structures internes, de signatures
physico-chimiques et de fonctions biologiques (Cheng 1981 , Bachere, Chagot and Grizel 1988 ,
Ashton-Alcox and Ford 1998 , Hine 1999 , Aladaileh et al. 2007). En 1981, Cheng proposa de
distinguer les hémocytes en deux catégories : les cellules agranuleuses et les granuleuses capables de
phagocytose (Cheng 1981 , Bachere et al. 2004). Cette classification fut complétée par Hine en 1999
qui proposa de diviser les cellules granuleuses en basophiles, avec des granules claires (Figure 4.D) et
en éosinophiles, avec des granules denses aux électrons (Figure 4.E) (Hine 1999, Bachere et al. 2004).
Les cellules agranuleuses ont été subdivisées en trois groupes : les « blast-like » (Figure 4.A), les «
macrophage-like » (Figure 4.B) et les hyalinocytes (Figure 4.C), en fonction de leur rapport
noyau/cytoplasme et de la présence ou I'absence de granules cytoplasmiques (Hine 1999, Bachere et
al. 2004 , Schmitt P. 2011). Notre équipe (Bachere et al. 2004 , Schmitt P. 2011) a émis I'"hypothése
que les cellules blast-like seraient des précurseurs des granulocytes et des hyalinocytes. De méme,
les granulocytes éosinophiles pourraient étre le résultat de la maturation des granulocytes

basophiles.

Chez I'huitre, le processus d'hématopoiése reste peu exploré mais des travaux récents (Jemaa et al.
2014) ont montré la présence d'une population de cellules précurseurs présentes a la base des
branchies, grace a des marqueurs cellulaires spécifiques de cellules précurseurs (Sox2). Il a été

proposé que ces cellules se différencieraient ensuite en hémocytes dans les branchies.
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Figure 4. Les hémocytes de I'huitre C. gigas. Les hémocytes ont été classés en 2 populations : cellules agranuleuses (A, B et
C) et granulocytes (D et E). Les cellules agranuleuses ont été divisées en 3 groupes : les cellules « blast-like » (A), les cellules
"macrophages-like" (B) et les hyalinocytes (C).Les granulocytes ont été divisés en 2 groupes en fonction du contenu des
granules, soit clairs aux électrons (D) soit denses aux électrons (E). Microscopie électronique a transmission x15000. D’apres
Bachere et al, 2004

I.3. Les polynucléaires neutrophiles et macrophages chez ’homme

1.1.3.1 Les polynucléaires neutrophiles
Les polynucléaires neutrophiles sont les leucocytes humains circulants les plus abondants (50 a 70%)
et les premieres cellules recrutées au niveau d’un site d’infection. Ces cellules ont une durée de vie
courte et leur homéostasie est maintenue par une libération continue de neutrophiles par la moelle
osseuse. Les polynucléaires neutrophiles ont un réle essentiel dans I'immunité innée. (Klebanoff and

Clark 1978 , Mary 1985).

a) Organisation cellulaire
Les polynucléaires neutrophiles sont caractérisés par leur noyau multilobé (2 a 5 lobes nucléaires),
les lobes étant reliés par des fils de chromatine (Figure 5). Leur diamétre est d'environ 15 um, avec
un rapport noyau/cytoplasme compris entre 0,3 et 0,4. Le cytoplasme des polynucléaires
neutrophiles est riche en granules qui peuvent étre divisées en deux populations principales : les
granules azurophiles ou primaires et les granules spécifiques ou secondaires (Figure 5). Les granules
azurophiles contiennent des hydrolases acides (principalement des glycosidases et protéases telles
que les cathepsines A-D), des protéases neutres (cathepsines G, élastases et collagénases), des
protéines et peptides cationiques (défensines alpha dans les granules azurophiles et cathélicidine
LL37 dans les granules spécifiques, des myéloperoxydases, des lysozymes et des
glycosaminoglycanes). Ces granules peuvent alors étre colorées avec de la diaminobenzidine qui

réagit avec la myéloperoxydase (Figure 5). Les granules spécifiques contiennent des lysozymes, des
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lactoferrines, des collagénases, des phosphatases alcalines et des protéines liant la vitamine B12. Cet
arsenal lytique va permettre aux neutrophiles de jouer un réle important de lI'immunité innée. Les
polynucléaires neutrophiles peuvent également contenir des granulations contenant des gélatinases

ou tertiaires et des vésicules sécrétoires (Klebanoff and Clark 1978 , Chatenoud and Bach 2012).

Figure 5. Polynucléaire neutrophile observé en microscopie électronique. L'extréme diversité des granules cytoplasmiques
du neutrophile est ici mise en évidence. Les granules azurophiles ou granules primaires, annotées p, sont tres abondantes.
Ces granules sont larges et sombres, marqués par une coloration a la diaminobenzidine qui réagit avec la myéloperoxydase.
Les granules secondaires, annotés s, sont de plus petite taille et moins denses. Le noyau annoté N est multilobé. Le
grossissement est de X 13 200 (Chatenoud and Bach 2012).

b) Origine, cycle de vie et migration
Les polynucléaires neutrophiles proviennent de la moelle osseuse, a partir de la maturation de
progéniteurs (Klebanoff and Clark 1978 , Mary 1985, Mitsiadis et al. 2007, Tak et al. 2013). Les premiers
progéniteurs de la lignée granulocytaire sont les myéloblastes, qui peuvent encore a ce stade se
différencier pour donner les trois lignées de granulocytes : neutrophiles, éosinophiles ou basophiles. Les
myéloblastes proviennent de la différenciation de précurseurs granulocytaires/monocytaires, provenant
eux méme de précurseurs myéloides communs, dérivés de cellules souches. Le précurseur myéloide
granulocytaire/monocytaire s'engage dans la voie de différenciation granulocytaire sous I'influence du
facteur de croissance G-CSF (colony stimulating factor). Les myéloblastes vont se différencier en
promyélocytes, qui ne peuvent plus donner que des neutrophiles. Les promyélocytes vont ensuite se
différencier en myélocytes. Les myéloblastes, promyélocytes et myélocytes sont encore capables de se
diviser par mitose, ce qui aboutit a I'obtention de 2 cellules identiques pouvant a nouveau se diviser ou
se différencier. La différenciation des myélocytes donne des métamyélocytes, qui n’ont plus la capacité
de se diviser. Les métamyélocytes vont alors se différencier en neutrophiles juvéniles ou « banded cells »
qui donnent ensuite des neutrophiles matures capables de passer dans la circulation (Klebanoff and Clark
1978, Mary 1985, Mitsiadis et al. 2007, Tak et al. 2013). Le passage de la moelle osseuse vers la
circulation sanguine se fait grace a des chimiokines, exprimées dans les vaisseaux de la moelle osseuse,
qui sont reconnues par les récepteurs portés par les neutrophiles. A I'inverse, une autre chimiokine,

exprimée par les ostéoblastes retient les neutrophiles dans la moelle osseuse (Day and Link 2012).
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Une fois dans le sang, la demi-vie des neutrophiles est courte. En absence de challenge immunologique,
ils meurent en effet par apoptose 6 a 10 heures aprées leur passage de la moelle épiniére vers le sang. Les
neutrophiles qui ont migré vers les tissus ont une durée de vie plus longue, pouvant aller jusqu'a 48h
apres leur sortie de la moelle osseuse (Maianski et al. 2004 , Mitsiadis et al. 2007). Aprées apoptose, les
restes cellulaires vont étre éliminés notamment grace a la phagocytose par des macrophages,

principalement dans la rate, le foie et la moelle osseuse (Tak et al. 2013).

En cas d'infection ou d'inflammation, les neutrophiles vont migrer rapidement et massivement vers le
site inflammatoire, comme cela a été décrit pour les hémocytes de C. gigas (chapitre précédent). Ce sont
les premiéres cellules a migrer du sang vers le foyer inflammatoire. La durée de vie des neutrophiles peut
alors étre raccourcie ou rallongée grace a des facteurs modulant I'apoptose, afin qu'ils puissent exercer
leur role (Maianski et al. 2004). La migration des neutrophiles se fait sous I'influence de différents stimuli
provenant de foyers inflammatoires. Les neutrophiles vont tout d'abord adhérer aux cellules
endothéliales des capillaires ou des veinules post-capillaires. Cette adhésion est possible grace a des
molécules d’adhésion notamment les sélectines, exprimées d’une part par les neutrophiles (L-sélectine)
et d’autre part par les cellules endothéliales (E-et P-sélectines) (Nourshargh and Alon 2014 , Lyck and
Enzmann 2015). Ceci induit une phase de roulement des neutrophiles se déplagant sur les cellules
endothéliales activées. Cette phase de roulement va induire I'activation d'intégrines a la surface des
neutrophiles. Une fois activées, les intégrines se lient aux molécules d’adhérence ICAM (Intercellular
Adhesion Molecules) exprimées a la surface des cellules endothéliales. Cette interaction intégrines -
ICAM induit alors une fixation non réversible qui ancre le polynucléaire a I’endothélium inflammatoire.

Les neutrophiles vont alors rejoindre par diapédése le foyer inflammatoire (Lyck and Enzmann 2015).

1.1.3.2 Les macrophages
Les macrophages proviennent de la différenciation des monocytes. Les monocytes sont produits
dans la moelle osseuse comme les polynucléaires neutrophiles. Ils sont ensuite libérés dans le sang
puis vont pouvoir se différencier dans les tissus soit en macrophages soit en cellules dendritiques, qui

migreront ensuite vers les ganglions lymphatiques (Chatenoud and Bach 2012).

a) Organisation cellulaire des monocytes et macrophages
Les monocytes sont les plus grands des leucocytes circulants (12 a 20 um de diamétre). lls sont peu
abondants dans le sang (2 a 10% des leucocytes). Leur noyau est volumineux, central ou
périphérique, plutdt en forme de fer a cheval ou de rein (Figure 6.A). Les organites se trouvent dans
la partie creuse du noyau. Leur cytoplasme est caractérisé par la présence de lysosomes primaires
qui apparaissent comme des grains azurophiles en microscopie optique (Figure 6.A) (Chatenoud and

Bach 2012). Les monocytes ne restent dans le sang que 2 a 3 jours et, lorsque les monocytes migrent
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dans les tissus, ils se différencient en macrophages. La différenciation en macrophages peut aussi se
faire en cas d’inflammation, a partir de monocytes circulants (Figure 6.B). Les macrophages sont plus
gros que les monocytes, le rapport noyau/cytoplasme a diminué, leur contour est irrégulier et leur
cytoplasme contient d’abondants lysosomes (Figure 6.B). La morphologie des macrophages varie

selon le tissu dans lequel ils se trouvent (Kierszenbaum, Validire-Charpy and Validire 2006).

Les macrophages du foie sont les cellules de Kupffer, ces cellules ont alors une forme allongée et
sont contre la paroi des sinusoides veineux. Les macrophages peuvent également se situer dans la
rate oU ce sont de grandes cellules irrégulieres. Dans les poumons, les macrophages alvéolaires
peuvent étre également appelés cellules a poussiéres et sont accolés aux alvéoles pulmonaires (au
niveau de I'épithélium ou dans la lumiére). Dans le chorion de la villosité intestinale, les macrophages
sont trés nombreux et tassés les uns contre les autres. Dans la moelle osseuse des macrophages
participant au remodelage de la matrice osseuse sont appelés ostéoclastes (Kierszenbaum et al.

2006).

Figure 6. Monocyte sanguin et macrophage activé. (A) Monocyte sanguin circulant, non différencié photographié en
microscopie électronique. Le noyau est en forme de fer a cheval et le cytoplasme contient des lysosomes primaires. (B)
Macrophage activé provenant de la différenciation d'un monocyte. Il s'agit ici d'un macrophage inflammatoire. La cellule est
plus grosse que le monocyte, le rapport noyau/cytoplasme a diminué. Le cytoplasme contient de nombreuses granules,
dont de nombreux lysosomes. D'apres (Kumar et al. 2007)

b) Origine, cycle de vie et migration
Comme les polynucléaires neutrophiles, les monocytes proviennent de la moelle osseuse, a partir de
la maturation de progéniteurs. Les premiers progéniteurs de la lignée monocytaire sont les
monoblastes. Les monoblastes proviennent comme les myéloblastes de la différenciation de
précurseurs myéloides granulocytaires/monocytaires, provenant eux-mémes de précurseurs

myéloides communs, dérivés de cellules souches. Le précurseur myéloide
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granulocytaire/monocytaire s'engage dans la voie de différenciation monocytaire sous I'influence du
facteur de croissance M-CSF (colony stimulating factor). Les monoblastes vont alors se différencier

en promonocytes qui vont eux-mémes se différencier en monocytes (Chatenoud and Bach 2012).

Les monocytes sont libérés vers le sang sous I'influence de chimiokines spécifiques. Sous I'influence
d’autres facteurs chimio-attractants, les monocytes circulants migrent dans les tissus ou ils se
différencient en macrophages. Selon leur localisation tissulaire, les macrophages peuvent avoir une
demi-vie de plusieurs jours a plusieurs mois et certains peuvent se multiplier. Les monocytes
sanguins peuvent également rapidement se différencier en macrophages dans un contexte
inflammatoire. Au cours d'une réponse inflammatoire, les macrophages différenciés a partir des
monocytes circulants gagnent les tissus quelques heures apres les polynucléaires neutrophiles. Les
mécanismes de migration par diapédese qu'ils utilisent sont similaires a ceux employés par les

polynucléaires neutrophiles (Kierszenbaum et al. 2006 , Chatenoud and Bach 2012).

Il. LA PHAGOCYTOSE

La phagocytose est un processus par lequel de multiples types cellulaires eucaryotes internalisent
des particules supérieures a 0,5 um a partir du milieu extérieur. Ce processus de phagocytose et les
phagocytes, qui en sont les effecteurs cellulaires, ont été découverts en 1882 par le professeur Elie
Metchnikoff de I'institut Pasteur de Paris qui regut le Prix Nobel de Médecine et de Physiologie en
1908 pour ses travaux sur l'immunité. Les travaux du professeur Metchnikoff ont montré que les
phagocytes de larves d’étoile de mer étaient capables de migrer rapidement et de se regrouper
autour d'épines de roses piquées dans le corps transparent de ces larves (Tan and Dee 2009 ,
Desjardins, Houde and Gagnon 2005 , Abd et al. 2007b). Il a également montré que les phagocytes de
Daphnia sp. et de mammiféres étaient capables de migrer, de s'agréger autour de micro-organismes
pathogenes et de les internaliser (Tan and Dee 2009). Ces observations sont a la base de la théorie

de 'immunité cellulaire.

Les fonctions assurées par la phagocytose varient selon les organismes. Les protistes hétérotrophes,
tels que les amibes, utilisent la phagocytose pour se nourrir de bactéries par broutage
(phagotrophie). Chez les métazoaires, ce processus fait partie de la réponse immunitaire et est utilisé
pour notamment pour éviter les infections, éliminer les corps apoptotiques, maintenir I'homéostasie
tissulaire ainsi que I'homéostasie du fer et peut étre impliquée dans de nombreux autres processus
(Desjardins et al. 2005). D’une maniére générale, la phagocytose se déroule en trois étapes

(Flannagan, Jaumouille and Grinstein 2012) :

e la reconnaissance des particules étrangeres, qui peut se faire de maniere directe ou
indirecte, on parle alors respectivement de phagocytose non-opsonique ou opsonique.
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e l'internalisation ou les particules a phagocyter sont entourées par des pseudopodes grace a
des remaniements du cytosquelette d’actine, puis la fusion de la membrane plasmique au
sommet de ces protrusions cellulaires entrainant la formation d’une vésicule intracellulaire :
le phagosome.

e la maturation du phagosome qui se fait par échanges de composants membranaires et
luminaux avec d’autres compartiments vésiculaires comme les endosomes (précoces et
tardifs) et les lysosomes, ce qui aboutit a la formation d'un phagolysosome. La maturation du
phagosome va permettre de produire un environnement microbicide, obtenu grace a une
acidification progressive du milieu intra-vacuolaire, a la production d’espéces réactives de
I'oxygéne et de I'azote (ROS/RNS), a la libération et I’activation de protéases et de peptides
antimicrobiens ainsi qu’a I'accumulation de métaux tels que le cuivre et le zinc.

La grande conservation de ce processus a travers le régne vivant a permis de mieux comprendre les
mécanismes moléculaires sous-jacents en travaillant sur des organismes modeles, comme par
exemple le nématode C. elegans (Ellis, Jacobson and Horvitz 1991 , Moynault, Luciani and Chimini
1998 , Wu and Horvitz 1998, Liu and Hengartner 1999, Smits et al. 1999 , Gumienny and Hengartner
2001, Zhou et al. 2001 , Reddien and Horvitz 2004), la mouche Drosophila melanogaster (Rizki and
Rizki 1959, Rizki and Rizki 1980 , Tepass et al. 1994, Zhou et al. 1995, Pearson, Lux and Krieger 1995,
Franc et al. 1996, Franc et al. 1999, Hoffmann et al. 1999 , Elrod-Erickson, Mishra and Schneider
2000, Franc 2002, Stuart and Ezekowitz 2008) et I'amibe sociale Dictyostelium discoideum (Vogel et
al. 1980, Buczynski et al. 1997 , Eichinger, Lee and Schleicher 1999 , Seastone et al. 1999 , Seastone
et al. 2001 , Cardelli 2001, Chen, Zhuchenko and Kuspa 2007a, Stuart and Ezekowitz 2008). Ce
processus cellulaire est depuis bien décrit chez les vertébrés et les invertébrés. En ce qui concerne les
amibes, un certain nombre d’études ont permis de mieux comprendre ce processus, principalement
chez I'amibe sociale Dictyostelium discoideum, cependant la machinerie cellulaire n'a pas été aussi
bien décrite que chez les hotes supérieurs. Les limitations sont notamment dues au fait que les
amibes modeles utilisées en laboratoire se développent généralement en milieu axénique, utilisant

alors plus des mécanismes de micro-pinocytose que de phagocytose pour se nourrir, limitant ainsi les

recherches possibles sur la phagocytose.

Etant donné les objectifs d'immunologie comparée de cette étude, nous avons pris le parti dans
cette revue bibliographique de documenter les effecteurs de phagocytose de I'huitre ainsi que
ceux connus chez I'humain et chez les amibes modéles Acanthamoeba castellanii et Dictyostelium
discoideum qui sont des espéces pour lesquelles les mécanismes de la phagocytose ont trés bien

été décrits. C'est dans cet esprit que sont écrits les chapitres qui suivent.
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1.1 La reconnaissance

Le processus de phagocytose est déclenché par la reconnaissance de ligands spécifiques par les
récepteurs présents a la surface des phagocytes. Le systeme de reconnaissance le plus répandu a
travers le régne vivant est celui de la liaison de carbohydrates a des récepteurs membranaires des
phagocytes (Desjardins et al. 2005 , McGreal et al. 2006) . Ce type de liaison contribue notamment a
la reconnaissance des bactéries par les amibes, les hémocytes d'invertébrés (tels que I'huitre creuse
C. gigas) et les cellules immunitaires des mammiferes. Les invertébrés possédent dans leurs génomes
de nombreux génes codant des PRRs homologues de ceux identifiés chez les vertébrés. Cependant, si
ces genes sont homologues, contrairement aux vertébrés, il a été montré que chez un certain
nombre d’invertébrés différentes familles de récepteurs présentent un polymorphisme tres
important (Messier-Solek, Buckley and Rast 2010). Ce polymorphisme a été mis en évidence

récemment chez I'huitre C. gigas suite a I'étude du génome (Zhang et al. 2015).

1.1.1 Les récepteurs de reconnaissance directe des métazoaires
Dans le cas de la reconnaissance directe, le ligand reconnu par les récepteurs est présent a la surface
de la particule a internaliser. Les ligands sont alors appelés MAMPs (microbe-associated molecular
patterns) et sont reconnus par les PRRs (pattern recognition receptors) présents a la surface des
cellules immunitaires. Les MAMPs incluent les carbohydrates bactériens tels que le
lipopolysaccharide (LPS) des bactéries a Gram négatif et le mannose ; le peptidoglycane (PG) des
bactéries a Gram positif et négatif ; les acides lipotéichoiques (LTA) des bactéries a Gram positif ; les
flagellines des bactéries a Gram négatif et les B-1,3-glucanes des champignons (Mogensen 2009).
Chez les macrophages humains, les principaux types de récepteurs de phagocytose impliqués dans la
reconnaissance directe des micro-organismes sont les lectines de type C également appelées CLRs (C-

Type Lectin Receptors), les récepteurs Scavenger (SRs) et les intégrines.

I1.1.1.1 Les lectines de type C ou CLRs
Les lectines de type C des macrophages humains permettent la reconnaissance des carbohydrates
portés par les pathogenes, de maniére dépendante du calcium grace a leurs domaines CRDs
(carbohydrate-recognition domain). Les CLRs les plus étudiés sont le récepteur au mannose (MR pour

mannose receptor) et les dectines (DeFranco et al. 2009, Dambuza and Brown 2015).

Le MMR (macrophage mannose receptor) est le premier récepteur de la phagocytose identifié en
1990 (Ezekowitz et al. 1990 , Taylor et al. 1990). Le MR se lie au mannose, au fucose, au N-acétyl-
glucosamine et aux sucres sulfatés. Ce récepteur peut reconnaitre des bactéries a Gram-positif et
négatif, des champignons, des virus et des parasites tels que Streptococcus pneumoniae, Yersinia

pestis, Mycobacterium tuberculosis, Candida albicans, Pneumocystis carinii, Cryptococcus
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neoformans, le virus HIV, le virus de la grippe, le virus de la dengue et des espéces de Leishmania
(Azad, Rajaram and Schlesinger 2014). Cependant son réle en tant que véritable récepteur de

phagocytose reste discuté (Le Cabec et al. 2002).

Les dectines les plus étudiées sont Dectin-1 et Dectin-2 (Dambuza and Brown 2015). Dectin-1
reconnait les B-glucanes exprimées par la majorité des champignons, dont les espéces pathogénes
des genres Candida, Aspergillus, Pneumocystis et Coccoidiodes (Hardison and Brown 2012). Dectin-2
permet également la reconnaissance de nombreuses levures telles que Candida albicans,
Saccharomyces cerevisiae, Histoplasma capsulatum, Microsporum audouinii, Trichophyton rubrum et
Malassezia sp., grace a leurs structures riches en mannose (McGreal et al. 2006 , Dambuza and
Brown 2015). De plus, il a été démontré que Dectin-1 et Dectin-2 ont un réle important dans la
reconnaissance des bactéries du genre Mycobacterium (Marakalala, Graham and Brown 2010 ,

Yonekawa et al. 2014).

Chez I'humain, cette famille de récepteurs comprend aussi DC-SIGN, L-SIGN, DEC-205, Endo-180,
Langerin, DCAL-1 et BDCA-2 (Stuart and Ezekowitz 2005).

Chez I’'huitre C. gigas, des études transcriptomiques ont permis d'identifier un géne codant des
protéines de liaison aux [-1,3-glucanes (B-GBP), exprimé dans les hémocytes et les branchies
(Tanguy, Guo and Ford 2004) et un géne codant pour une lectine de type C (Yamaura, Takahashi and
Suzuki 2008). Un géne codant pour une lectine liant les beta-galactosides a été identifiée chez C.
virginica (Tanguy et al. 2004). Cependant, ces protéines restent des récepteurs de phagocytose

putatifs, leur implication fonctionnelle dans le processus de phagocytose n'ayant pas été démontrée.

I.1.1.2 Les récepteurs Scavenger
Chez I’humain, les récepteurs Scavenger (SRs) sont des récepteurs impliqués dans la phagocytose
non-opsonique et permettent I'élimination de micro-organismes mais aussi de cellules apoptotiques
et des molécules de I'héte ayant subi des modifications (oxydations principalement), devenant alors
des DAMPs (motifs moléculaires associés aux dommages) (Sarrias et al. 2004 , Greaves and Gordon
2009). Les SRs sont des protéines transmembranaires a plusieurs domaines et sont classées en 8
familles trés variées reconnaissant un grand nombre de ligands. Un domaine de ces protéines a
particulierement été étudié, pour son réle clé dans I'immunité de I'h6te, le domaine receptor
cysteine-rich (SRCR) partagé par un grand nombre de SRs de classe A. Les SRs contenant ce domaine
SRCR sont trimériques et possédent un domaine extracellulaire collagéneux ainsi que le domaine
SRCR en C-terminal (Peiser et al. 2000 , Flannagan et al. 2012 , Thomas et al. 2000). Grace au
domaine collagéneux ou au domaine SRCR, les SRs lient les protéines d'enveloppe de certains

rétrovirus, I'ADN bactérien, le LPS des bactéries a Gram-négatif et les acides lipotéichoiques des
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bactéries a Gram positif, I'ARN double brin, les cellules apoptotiques et des particules
environnementales (Gough and Gordon 2000 , Murphy et al. 2005 , Limmon et al. 2008 , Liu et al.
2011).

Des récepteurs Scavenger (SRs) ont été identifiés et caractérisés chez les mollusques, notamment
chez le pétoncle Chlamys farreri (Liu et al. 2011). Chez le pétoncle, les auteurs ont montré (i) la
présence de génes codant des récepteurs contenant des domaines SRCR, caractéristiques des SRs, (ii)
une augmentation des ARNm codés par ces genes dans les tissus en réponse a des PAMPs (LPS, PG,
PGN, glucanes) (iii) la localisation de ces récepteurs a la surface des hémocytes et leur capacité a lier
le LPS. Une étude transcriptomique a également mis en évidence la présence de genes codant pour
ces récepteurs SRs putatifs chez I'huitre perliere Pinctada martensii (Wang et al. 2012c), mais pas a

ce jour chez I'huitre creuse C. gigas.

I1.1.1.3 Les intégrines

Les intégrines constituent une grande famille de protéines hétérodimériques o/p qui agissent comme
des récepteurs et ont un réle central dans I'adhésion cellulaire et notamment dans I'adhésion des
cellules immunitaires aux micro-organismes. Les intégrines sont divisées en sous familles en fonction
de leurs sous-unités . Il existe 8 types de sous-unités B: 1 a 8 et 18 types de sous-unités a: 1 a 11
puis M, L, V, E, X, D, et IlIb. Les sous unités 1 peuvent s’associer avec les sous unités o numérotées
de 1a 11 et aV, les B2 avec les sous-unités alpha L, M, D et X, les B3 avec alpha V et llb, les B4 avec
les a6, les 35, 6 et 8 avec aV et les B7 avec les a4 et E (Hynes 2002). Les intégrines de la sous famille
1 sont présentes sur les cellules non phagocytaires et peuvent servir de récepteurs d'internalisation
pour des pathogenes tels que Yersinia pestis, Yersinia enterocolitica, Yersinia pseudotuberculosis,
Staphylococcus aureus et méme des virus comme I'herpeés virus (Tran Van Nhieu and Isberg 1993,
Sinha et al. 1999 , Fowler et al. 2000 , Nemerow and Cheresh 2002 , Wong and Isberg 2005, Heise
and Dersch 2006, Dupuy and Caron 2008).

Les intégrines aVP3 et aVB5 peuvent étre impliquées dans la phagocytose des cellules apoptotiques
(Reynolds et al. 2002 , Dupuy and Caron 2008) et les intégrines aMB2 dans la phagocytose de
microorganismes (Melcher and Chan 1981 , Virji 1996 , Machesky and Hall 1997 , Price et al. 1998,
Dupuy and Caron 2008). Les intégrines aMp2 sont les mieux décrites, appelées aussi CD11b/CD18 ou
encore CR; (récepteur du complément), qui ont un réle clé dans I'adhésion des cellules immunitaires,
la phagocytose et la migration. Les intégrines CD11b/CD18, reconnaissent le mannose et les -
glucanes grace a un domaine « lectin-like » localisé en C-terminal de la sous-unité CD11b (Forsyth,
Plow and Zhang 1998, Brown and Gordon 2005 , Netea et al. 2008). Grace a ces domaines,

CD11b/CD18 va pouvoir lier les levures telles que Saccharomyces cerevisiae et Candida albicans ;
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ainsi que le Zymosan (Forsyth et al. 1998 , Le Cabec et al. 2002 , Brown and Gordon 2005 , Netea et
al. 2008).

I1.1.1.4 Les récepteurs Nimrod chez les invertébrés
Le premier récepteur de la famille Nimrod a été identifié en 2005 chez Drosophila par Kocks et ses
collaborateurs (Kocks et al. 2005). Le réle prépondérant de ce récepteur, nommé Eater, dans le
processus de phagocytose a été démontré in vitro et in vivo (Kocks et al. 2005). Eater est une
protéine transmembranaire contenant des domaines EGF (epithelial growth factor)-like répétés dans
sa partie extracellulaire avec une extrémité N-terminale permettant la reconnaissance des bactéries.
D’autres récepteurs de la famille Nimrod ont également été décrit pour leurs implications dans
I'immunité d'invertébrés tels que Drosophila (Kurucz et al. 2007 , Bretscher et al. 2015), Anopheles
gambiae (Midega et al. 2013) et C. gigas (Wang et al. 2015). Ces récepteurs sont classés en 3
catégories : Nimrod A, B et C, en fonction de la structure des domaines EGF-like également appelés
domaines NIM (Wang et al. 2015). Chez I'huitre creuse C. gigas, un récepteur phagocytique de la
famille Nimrod liant le LPS des bactéries a Gram négatif a récemment été mis en évidence par une
étude transcriptomique (Wang et al. 2015). Ce récepteur a été nommé CgNimC et est principalement

exprimé dans les hémocytes et le manteau.

1.1.2 La reconnaissance indirecte chez les métazoaires: opsonines et
récepteurs

Chez les métazoaires, la phagocytose peut étre médiée par des opsonines se liant a des motifs
moléculaires présents a la surface de la particule a internaliser et reconnues par des récepteurs
présents a la surface des phagocytes professionnels (polynucléaires neutrophiles et macrophages
principalement chez les vertébrés, hémocytes chez les invertébrés). On parle alors de phagocytose

opsonique.

I11.1.2.1 Les opsonines
Les principales opsonines humaines sont les immunoglobulines, les collectines, les ficolines, les
protéines liant le LPS (LBP) et les fragments du complément (DeFranco et al. 2009). Les
immunoglobulines vont reconnaitre spécifiquement un antigéne porté par les micro-organismes
grace a leurs paratopes (site de reconnaissance spécifique) constitués des domaines variables de la
chaine légére et de la chaine lourde (1 paratope au bout de chaque bras) (Padlan 1994). Les
collectines, dont font parties les mannose-binding lectines (MBLs), possédent des domaines C-
terminaux appelés carbohydrate-recognition domain (CRDs) qui sont similaires a ceux des lectines de
type C et qui lient également les carbohydrates de maniére dépendante du calcium (DeFranco et al.

2009). Les ficolines reconnaissent les carbohydrates grace a un domaine fibrinogéne (DeFranco et al.
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2009). Les fragments du complément C3bi peuvent également se lier de a la surface des micro-
organismes pathogenes (DeFranco et al. 2009). Chez I’'humain, les LBPs sont des protéines sécrétées
capables de lier le LPS, appartenant a la famille protéique Plunc (palate, lung and nasal epithelium
clone). Les protéines "bactericidal/permeability-increasing " BPI font partie de la méme famille des
protéines Plunc et sont également des protéines sécrétées capables de lier le LPS. Les LBPs vont
opsoniser les LPS bactériens pour se lier a des récepteurs membranaires et déclencher Ia
phagocytose, alors que les BPI vont plutot neutraliser le LPS et ont une activité bactéricide (Eckert et

al. 2013).

Chez I'huitre C. gigas différentes molécules sécrétées conduisant a l'opsonisation des micro-
organismes ont été identifiées : des PGRPs (ltoh and Takahashi 2008, Itoh and Takahashi 2009, Zhang
et al. 2013), une BPI homologue a celle identifiée chez I'humain (Gonzalez et al. 2007b) et des
fibrinogen-related proteins putatives (FREPs, contenant des domaines fibrinogen-like) (Huang et al.
2015). Les opsonines décrites chez C. gigas sont : les gigalines (qui sont des agglutinines) (Olafsen,
Fletcher and Grant 1992), les galectines, les lectines de type C (Yamaura et al. 2008) et enfin une
superoxide dismutase extracellulaire a cuivre/zinc (Cg-EcSOD), qui est la protéine majoritaire du

plasma (Duperthuy et al. 2011).

I1.1.2..2 Les récepteurs de phagocytose opsonique
Les immunoglobulines humaines sont reconnues par les récepteurs au fragment Fc de ces protéines
(FcRs) (Swanson and Hoppe). Les collectines et ficolines sont reconnues par les sérines protéases
MASPs qui couplent ces opsonines avec la voie du complément, aboutissant a la formation de C3bi.
Les fragments du complément C3bi sont reconnus par les récepteurs aux fragments du complément

(CRs) (Desjardins et al. 2005), dont CR3 et CR4 qui sont des intégrines.

En plus du domaine lectine-like précédemment cité, la sous-unité CD11b du récepteur CR3 contient
un domaine | qui est responsable de la reconnaissance du fragment de complément C3bi, mais aussi
les molécules d'adhésion intracellulaires ICAMs et les protéines de la matrice extracellulaire (Le
Cabec et al. 2002, Netea et al. 2008). Les intégrines ont donc un réle clé dans la reconnaissance des

micro-organismes a phagocyter par les cellules immunitaires des vertébrés.

Des B-intégrines ont également été identifiées dans différentes sous-populations d’hémocytes de
I'huitre creuse C. gigas et ont été décrites comme des récepteurs de la phagocytose de bactéries
opsonisées par la Cg-EcSOD, grace au motif RGD (Arg-Gly-Asp) de cette opsonine (Gonzalez et al.
2005 , Duperthuy et al. 2011). Dans leurs travaux, Terahara et al. ont suggéré que les intégrines
seraient impliquées dans la phagocytose des hyalinocytes alors que la phagocytose des granulocytes

impliquerait d’autres récepteurs fonctionnels (Terahara et al. 2006).
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11.1.3 La reconnaissance chez les amibes
Les premieres études réalisées sur les amibes du genre Dictyostelium ont permis de mettre en
évidence divers systemes de reconnaissance. Le premier modele proposé est celui de la
reconnaissance de résidus de glucose par un récepteur amibien (non décrit) et le second est celui de
la reconnaissance d'une grande variété de particules (incluant des billes de latex) par un récepteur
glycoprotéique, grace a des interactions hydrophobes (Cardelli 2001). Une étude transcriptomique a
également permis d'identifier un récepteur a neuf domaines transmembranaires nommé Phgl
impliqgué dans la reconnaissance et la phagocytose de certaines bactéries. En effet, les mutants
délétés de PHG1 ne sont plus capables de phagocyter ni Escherichia coli ni les billes latex, par défaut
d'adhésion, mais peuvent toujours internaliser Klebsiella aerogenes. Les auteurs suggerent que Phgl
permet la reconnaissance de particules tres hydrophiles, comme E. coli et les billes de latex, mais pas
K. aerogenes (Cornillon et al. 2000). Une protéine integrine-like a également été décrite chez I'amibe
Dictyostelium discoideum. Cette protéine membranaire SibA (Similar to Integrin ), dépendante du
calcium, semble jouer un réle clé dans I'adhésion cellulaire et la phagocytose (Cornillon et al. 2006).
Les domaines cytosoliques, transmembranaires et extracellulaires (notamment domaine VWA) de
SibA présentent des caractéristiques des intégrines. De plus, le domaine cytosolique de SibA interagit
avec la taline, qui est connue pour interagir avec les intégrines humaines (Cornillon et al. 2006,
Cosson and Soldati 2008). Une étude récente a également montré que la courbure de la membrane
du micro-organisme a phagocyter pouvait étre reconnue par des récepteurs similaires a des
récepteurs tyrosines kinases de mammiferes et qui contiennent des domaines I-BAR et des domaines
SH3 (Src homology domain). Ces récepteurs permettraient aux amibes d'adapter le processus de

phagocytose au micro-organisme ciblé (Clarke et al. 2010).

Enfin, I'étude du génome d'A. castellanii a permis d'identifier un certain nombre de génes codant
pour des PRRs potentiels (Figure 7) (Clarke et al. 2013). Les auteurs de I'étude ont en effet pu
identifier 6 génes codant pour des protéines putatives de la famille des LBP/BPI (liant le LPS) et 2
protéines de liaison au peptidoglycane. Il avait été précédemment démontré que l'amibe A.
castellanii pouvait reconnaitre les bactéries a internaliser grace a une lectine de type C liant le
mannose (appelée MBP pour mannose-binding protein) exprimée a la membrane des amibes (Figure
7) (Garate et al. 2004). L'étude du génome a permis de mettre en évidence la présence de génes
codant 2 paralogues de cette lectine : les lectines liant le D-galactoside et/ou le L-rhamnose nommée
SUEL (11 génes codant) et les lectines de type H ayant un domaine prédit pour la reconnaissance du
N-acétylgalactosamine (GalNAc). Les lectines SUEL ont été décrites chez certaines especes
d'invertébrés, comme l|'oursin olu elles ont un réle de reconnaissance des micro-organismes

pathogénes. Des protéines homologues ont été retrouvées dans les ceufs de poissons et chez
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certaines especes de vertébrés, cependant leur fonction chez les vertébrés n'a pas été clairement
établie (Tateno 2010). Les lectines de type H ont aussi été décrites chez les amibes du genre
Dictyostelium et chez certaines espéces d'invertébrés, comme l'escargot Helix pomatia chez qui elles
ont des propriétés antimicrobiennes (Sanchez et al. 2006 , Clarke et al. 2013). Dans le génome d’ A.
castellanii, un géne code également pour une protéine membranaire homologue de MD-2 (myeloid
differentiation factor 2) qui a été décrite pour son role dans la phagocytose opsonique chez I’humain
(Tissieres and Pugin 2009), via son interaction avec le LPS des bactéries a Gram négatif. Enfin cette
étude transcriptomique a mis en évidence la présence de génes codant un homologue de NB-
ARCTPR qui est un PRR des algues du genre Ectocarpus. Des génes codant pour des protéines Sib
(intégrine-like identifiée chez Dictyostelium) ont aussi été identifiées chez I'amibe A. castellanii

(Clarke et al. 2013).

Pathogen/ Symblont

PG
LBP/BPI

C-lectin MD-2
/ MBP SUEL \
NB-ARC-TPR
Acanthamoeba / l \

Downstream Signalling

PRRs

ERVR

/ / \
/ /! \ \

/ J \ \
/ / \ \
/ \ \

> / \ «
Endocytosis v Y Microbial killing
Autophagy Encystation
Phagocytosis

Figure 7. Les PRRs potentiels identifiés chez A. castellanii. LBP/BPI : lipopolysaccharide binding protein/ bactericidal
permeability-increasing protein dont la localisation n’est pas démontrée, cette étude ayant identifié uniquement le gene
codant ces protéines; C-lectin : lectine de type C ; MBP : mannose binding protein ; SUEL lectine liant le D-galactoside/L-
rhamnose; NB-ARC-TPR, NB-ARC tetratricopeptide repeat containing protein; ERVR, endogenous virus receptor. Adapté de
Clarke et al., 2013

Les systémes de reconnaissance des micro-organismes par les phagocytes qui semblent étre les
mieux conservés des amibes aux vertébrés sont donc la reconnaissance des carbohydrates

microbiens par les lectines et/ou les intégrines.

1.1.4 La synapse phagocytique
Si chaque type de récepteur de la phagocytose a été décrit séparément, il est admis que lorsqu'un

phagocyte entre en interaction avec un micro-organisme, la reconnaissance se fait par l'activation de
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plusieurs récepteurs, de maniére simultanée ou séquentielle. Il a par exemple été démontré, chez
I’humain, que la liaison de I'opsonine LBP au LPS des bactéries a Gram négatif permettait I'activation
du récepteur Scavenger CD14 qui allait a son tour activer le récepteur MD2 qui activait a son tour les
TLR4 (Stuart and Ezekowitz 2005). De plus, des expériences de FRET (fluorescence resonance energy
transfert) ont montré la présence de coopération entre les intégrines CD11b/CD18 et les récepteurs
Scavenger CD36, proches les uns des autres a la membrane, a la suite d'une interaction avec le LPS

bactérien (Pfeiffer et al. 2001).

Tableau 1. Les récepteurs de phagocytoses au travers du regne vivant

Homo sapiens Crassostrea gigas

Intégrines intégrines B-intégrines (Gonzalez | SibA (Similar to Integrin B),
CD11b/CD18 et al. 2005, (Cornillon et al. 2006).
(Forsyth et al. 1998, | Duperthuy et al.
Le Cabec et al. 2002 | 2011)

, Brown and Gordon
2005, Netea et al.
2008)

(Gough and Gordon | (Liu et al. 2011)*
2000, Murphy et al.
2005, Limmon et al. X
2008, Liu et al.

2011)

Récepteurs Scavengers
(SRs)

Acanthamoeba castellanii

Les lectines de type C
ou CLRs

récepteur au
mannose et dectines
(DeFranco et al.
2009, Dambuza and
Brown 2015)

lectines de type Cet

lectines liant les beta-

galactoside putatives
(Tanguy et al. 2004) ;

(Yamaura et al. 2008 )

lectine de type C liant le
mannose (MBP), les lectines
SUEL et lectines de type H
(Garate, et al. 2004 ; Clarke,
et al. 2013)

Récepteurs Nimrod

X

CgNimC (Wang et al.
2015)

X

MD-2 (myeloid
differentiation factor 2)

(Tissieres and Pugin
2009)

X

Homologue de MD-2
(Clarke, et al. 2013)

* Ces récepteurs n’ayant pas été identifiés chez C. gigas, il s’agit de protéines décrites chez le

pétoncle Chlamys farreri et I'huitre perliére Pinctada martensii

I1.2 L'internalisation

L'internalisation de la particule reconnue par le phagocyte est un processus dépendant de l'actine.

L'activation des voies de signalisation intracellulaire va provoquer un réarrangement dynamique du
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cytosquelette d’actine et de la surface membranaire de la cellule. Les protéines impliquées dans
cette étape de la phagocytose sont trés conservées, des amibes jusqu'aux vertébrés (Boulais et al.
2010). Il a d’ailleurs été proposé que I'apparition de la fonction de phagocytose chez les eucaryotes a
été concomitante de I'apparition des complexes moléculaires acto-myosines (Richards and Cavalier-

Smith 2005).

11.2.1. Les voies de signalisation activées par les récepteurs
Chez I’humain, les récepteurs FcRs et les dectines vont se regrouper suite a la reconnaissance des
particules a internaliser, permettant a leurs domaines ITAM cytosoliques de s'associer puis d'étre
phosphorylés par des protéine-tyrosine kinases de la famille Src (Fuller et al. 2007 , Flannagan et al.
2012). Lorsque les domaines ITAM sont phosphorylés, des protéines adaptatrices LAT vont se lier et
étre a leur tour phosphorylées. Ces protéines adaptatrices vont alors induire I'activation de la petite
protéine G Rac, de phosphatidylinositol 3-kinases (PI3K) ou de la phospholipase C (PLC) (Swanson
and Hoppe 2004 , Flannagan et al. 2012). Les PI3K vont alors permettre la phosphorylation du
phosphatidylinositol-4,5-biphosphate ~ (PI(4,5)P,) en  phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate
(P1(3,4,5)P3). Il a été montré que les PI3K ont un role clé dans I'extension des pseudopodes d'actine,
et donc dans la phagocytose (Cox et al. 1999), notamment en activant les protéines WASP qui sont
des activatrices de la machinerie de polymérisation de I'actine. La PLC va dégrader le PI(4,5)P, en
diacylglycérol (DAG) et inositol-3,4,5-triphosphate (IP3) et le DAG va activer la protéine kinase C
(PKC). L'activation de la PLC et de la PKC sont nécessaires a la phagocytose bien que leur action soit

indépendante de I'actine (Larsen et al. 2002).

Chez I'huitre C. gigas, une étude transcriptomique menée apres une infection par des Vibrio
pathogenes d'huitres a permis de mettre en évidence la surexpression des génes codant des
protéine-tyrosine kinases de la famille Src (de Lorgeril et al. 2011). De plus, des protéines kinases de
type C (PKC) et phospholipases C (PLC) ont été identifiées chez I'huitre, cependant ces enzymes ont
été caractérisées pour leur implication dans la métamorphose des larves et non dans la phagocytose

(Yang et al. 2014).

Comme chez I’humain, le remodelage de |'actine semble étre dépendant de cascade de signalisation
impliguant des tyrosines kinases, et notamment de la famille SRC kinases cela ayant été démontré

par l'utilisation d'inhibiteurs (Alsam et al. 2005 , Lorenzo-Morales, Khan and Walochnik 2015).

11.2.2 l'importance des petites protéines G
Les petites protéines G, également appelées petites GTPases, sont sous forme actives lorsqu’elles

sont liées au GTP et sous forme inactives lorsqu’elles sont liées au GDP. Ces petites GTPases sont
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activées par des Guanine exchange factors (GEFs) qui catalysent I’échange du GDP en GTP (Flannagan
et al. 2012). A l'inverse, les protéines "GTPase activating protein" (GAPs) vont permettre I'hydrolyse

du GTP en GDP et ainsi inactiver les petites GTPases.

Les petites GTPases de la famille Rho sont tres importantes dans la régulation de I'actine et leur
implication dans la formation du phagosome a été démontrée chez I'humain (Flannagan et al. 2012).
Les GEFs des Rho GTPases sont en effet recrutés au niveau des coupes phagocytaires et leur
inactivation inhibent la phagocytose (Caron and Hall 1998 , Jankowski, Zhu and Marshall 2008). Les
petites GTPases Cdc42 sont aussi fortement impliquées dans la phagocytose, leur inactivation par
mutation inhibant fortement ce processus cellulaire (Park and Cox 2009). Leur forme liée au GTP
permet I'activation de la protéine du syndrome de Wiskott-Aldrich (WASP) et joue alors un réle
primordial dans la phagocytose, notamment celle induite par les récepteurs FcRs (Park and Cox
2009, Flannagan et al. 2012). Les petites GTPases de la famille Rac jouent également un rdle dans le
processus de phagocytose. Deux GTPases de cette famille sont principalement impliquées : Racl et
Rac2, toutes les deux décrites pour induire la formation de lamellipodes. Ces trois familles de petites
GTPases semblent avoir des roles complémentaires dans la phagocytose et interviennent a

différentes étapes de processus d’internalisation (Hoppe and Swanson 2004).

Chez I'huitre C. gigas, une étude transcriptomique menée apres une infection par des Vibrio
pathogenes d'huitres a permis de mettre en évidence la surexpression des génes codant des petites
GTPases des familles Rho, Rac et Cdc42 (de Lorgeril et al. 2011). Les petites GTPases semblent donc
étre également essentielles pour la phagocytose chez I'huitre C. gigas, cependant leur réle dans ce

processus n'a pas été démontré a ce jour.

Les petites GTPases ont aussi un réle central dans la phagocytose des amibes Acanthamoeba
castellanii (Alsam et al. 2005) et Dictyostelium discoideum (Peracino et al. 1998 , Clarke et al. 2010).
En effet, chez D. discoideum, un marquage a la GFP de domaines se liant aux Ras activées a montré
que cette petite GTPase était activée au niveau de toute la coupe phagocytaire (Clarke et al. 2010).
Des inhibiteurs des kinases spécifiques de RhoA utilisés chez A. castellanii bloquent partiellement la
phagocytose. Cette inhibition partielle suggere que d'autres GTPases peuvent prendre le relai de
RhoA, également chez A. castellanii. Cette hypothése est supportée par le fait que la phagocytose
chez A. castellanii est dépendante a l'activité de la PI3K, connue notamment pour son role dans le

remodelage du cytosquelette d'actine par Rac et Cdc42 (Alsam et al. 2005, Clarke et al. 2010).

11.2.3 La polymérisation de I'actine
Il a été montré chez I'humain que les protéines Cdc42 liées au GTP ou le PI(3,4,5)P; peuvent activer

les WASP. Les protéines Rac liées au GTP peuvent activer les protéines de la famille Scar/WAVE. Les
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protéines WASP et/ou les protéines de la famille Scar/WAVE vont alors activer le complexe de
nucléation Arp 2/3 impliqué dans le réarrangement du cytosquelette d'actine filamenteuse et donc la
formation de pseudopodes (May et al. 2000). Les complexes Arp2/3 se lient aux extrémités des
filaments d’actine avec une haute affinité. Ces complexes de nucléation vont former des dimeéres
similaires a ceux d’actine et servent de point de départ a la polymérisation (Higgs and Pollard 2001).
La polymérisation des filaments d’actine va induire la formation de pseudopodes se réunissant en

une coupe phagocytaire (Flannagan et al. 2012).

Chez I'huitre C. gigas, une étude transcriptomique menée aprés une infection par des Vibrio
pathogeénes d'huitres a permis de mettre en évidence la surexpression des genes codant I'actine A
mais les protéines adaptatrices et régulatrices n'ont pas été identifiées a ce jour (de Lorgeril et al.

2011).

Le remodelage du cytosquelette d'actine semble également étre primordial a la phagocytose chez les
amibes. En effet, il a été montré que l'utilisation de cytochalasine D, qui est un inhibiteur de Ila
polymérisation de l'actine, bloque complétement la phagocytose chez Acanthamoeba castellanii
(Alsam et al. 2005). Des protéines du complexe Arp2/3 ont été purifiées a partir d’amibes des genres
Acanthamoeba (Mullins, Heuser and Pollard 1998) et Dictyostelium (Jung et al. 2001). Chez ces 2
genres amibiens, ce complexe se lie aux extrémités des filaments d’actine avec une haute affinité et
permet leur polymérisation, conduisant a la formation de pseudopodes (Mullins et al. 1998 , Clarke
et al. 2010). Des protéines potentiellement activatrices du complexe Arp2/3, de la famille WASP ont

également été identifiées chez Dictyostelium (Han et al. 2006).

1.2.4 Le role des myosines
Des myosines de classes I, Il, V, IX et X ont été retrouvées au niveau des coupes phagocytaires de
macrophages humains (Diakonova, Bokoch and Swanson 2002 , Cox et al. 2002). Le recrutement de
ces différentes myosines se fait de maniere séquentielle. Les myosines de classes Il et IX semblent
avoir un role de GAP (GTPase activating protein) sur les petites protéines G de la famille Rho régulant
I'actine et ainsi régulant la formation des pseudopodes (Diakonova et al. 2002). Les myosines de
classe X se lient au PI(3,4,5)P; au niveau de la membrane plasmique et aux filaments d'actine
nouvellement générés, ce qui permet un mouvement de la membrane plasmique vers les extrémités
barbues des filaments d'actine et ainsi I'élongation des pseudopodes (Cox et al. 2002). Les myosines
de classe | semblent étre impliquées dans la fermeture de la coupe phagocytaire pour former une
vacuole de phagocytose (Diakonova et al. 2002). Cette fermeture de la coupe phagocytaire est

dépendante de l'activité de la PI3-K. La Pl 3-K est notamment connue pour son implication dans
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I'activation des petites GTPases des familles Rac et Rho régulant le cytosquelette d’actine (Diakonova

et al. 2002, Bae et al. 2011, Delorme-Walker et al. 2011).

Chez I'huitre C. gigas, la surexpression de genes codant diverses classes de myosines a été mise en
évidence par une étude transcriptomique menée aprés une infection par des Vibrio pathogenes (de
Lorgeril et al. 2011). Cependant, l'implication de ces protéines dans la phagocytose n'a pas été

démontrée.

Différentes formes de myosines ont également été associées a la coupe phagocytaire des amibes
Dictyostelium discoideum et Acanthamoeba castellanii. Les myosines de classes | (Schwarz et al.
2000) et VII (Titus 1999) semblent étre particulierement impliquées dans la phagocytose développée
par ces amibes, leurs délétions réduisant significativement ce processus cellulaire (Titus 1999 ,

Schwarz et al. 2000, Cox et al. 2002).

1.3 La maturation du phagosome

La fermeture de la coupe phagocytaire se fait par la fusion des pseudopodes et de la membrane
plasmique au sommet de ces protrusions, ce qui entraine la formation d’une vésicule intracellulaire
contenant la particule phagocytée. Cette nouvelle vésicule appelée phagosome va alors subir une
maturation qui a pour but de produire un environnement microbicide. Cette maturation se fait par
échange de composants membranaires et luminaux entre le phagosome et d’autres organites tels
que les endosomes et lysosomes. Si |'étape d'internalisation est trés conservée des amibes aux
vertébrés, la maturation du phagosome chez I'amibe semble se faire dans un ordre différent de celle

des métazoaires.

11.3.1 La maturation du phagosome chez les métazoaires
Chez I'humain, les effecteurs moléculaires permettant et régulant la maturation du phagosome ont
été décrits pour chaque étape. Chez C. gigas si les étapes semblent étre similaires a I'humain, tous les
effecteurs n'ont pas été identifiés a ce jour. Les étapes de la maturation sont : le phagosome précoce
(Figure 8) qui résulte de la fusion du phagosome naissant avec un endosome précoce, le phagosome
intermédiaire (Figure 8) qui résulte de I'excision d'un corps multivésiculaire a partir du phagosome
précoce, le phagosome tardif (Figure 8) provenant de la fusion du phagosome intermédiaire avec un
endosome tardif et le phagolysosome (Figure 8) provenant de la fusion du phagosome tardif avec un
lysosome. Il n'a pas été déterminé, a ce jour, si la fusion du phagosome avec ces organites est totale
ou si elle se fait selon le modeéle "kiss and run"(Duclos et al. 2000). Dans ce modele, le phagosome
interagit de maniére transitoire et réversible avec les organites, ce qui permet I'échange de

constituants et solutés.
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L'acidification du phagosome se fait parallelement aux différentes étapes de la maturation décrites
ci-dessous et est cruciale pour le bon déroulement de la phagocytose. Chez les macrophages
humains, le pH du phagosome passe de 5,4 (phagosome précoce) a 4,5 (phagolysosome). Cette
acidification se fait grace I'action de v-ATPases (les ATPases vésiculaires) qui vont permettre
I’'accumulation de protons H+ dans le lumen phagosomal (Sun-Wada et al. 2009). Ces v-ATPases vont
s'accumuler a la membrane du phagosome au fur et a mesure de sa maturation. L’acidification va
créer un environnement hostile a la croissance des micro-organismes internalisés, notamment en
permettant 'activation de nombreuses enzymes hydrolytiques telles que les cathepsines D et L
(Huynh and Grinstein 2007) et la génération d’espéces réactives de I'oxygene (ROS) (Winterbourn
2008, DeCoursey 2010). Chez C. gigas, une « ATPase H+ transporting lysosomal protein » a été
identifiée (Huvet et al. 2004). De maniére intéressante, cette ATPase vacuolaire est surexprimée chez
les huitres survivant a une infection par V. tasmaniensis LGP32 (de Lorgeril et al. 2011). Ceci suggére
donc que cette ATPase a un ré6le dans I'élimination des bactéries au cours de la phagocytose. De plus,
chez I'huitre C. virginica, il a été montré que la phagocytose de particules de zymosan entrafnait une
acidification du phagosome jusqu’a un pH de 3,9 (Beaven and Paynter 1999). Des ATPases doivent
donc étre présentes également chez cette espéce d'huitre. De la méme maniere, il a été montré
qu'une infection de I’huitre S. glomerata par le parasite Marteilia sydneyi entraine une diminution du

pH du phagosome (Kuchel et al. 2010).

I1.3.1.1 Phagosome précoce
La maturation du phagosome commence immédiatement apres la formation de la vacuole. Chez
I’'humain cette maturation est principalement coordonnée par les GTPases de la famille Rab et
particulierement par Rab5 et Rab7 (Duclos et al. 2000 , Stenmark 2009). Rab5 stimule et régule la
fusion des phagosomes naissants avec les endosomes précoces (Figure 8) (Duclos et al. 2000,
Flannagan et al. 2012). Cette GTPase est nécessaire a la maturation du phagosome, la perturbation
de cette protéine pouvant conduire a la formation de phagosomes géants ne possédant pas d'activité

microbicide (Duclos et al. 2000).

Rab5 a notamment pour protéines effectrices I'antigene d'endosome précoce EEA1 (early endosomal
antigen 1) et le complexe p-150-Vps34 (Figure 8). Le complexe p-150-Vps34 est composé d'une PI3K
de classe Il nommée mVps34 et de sa sérine/thréonine kinase activatrice p-150. Ce complexe va
permettre la production de PI(3)P, dont I'accumulation est nécessaire a I'activation de nombreuses
protéines impliquées dans la maturation du phagosome, telles que EEA1 et la NADPH oxydase
(Vieira et al. 2001 , Flannagan et al. 2012). Les protéines EEA1 vont interagir directement avec les
protéines SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachement protein receptor) qui sont

des protéines médiant la fusion de membranes (McBride et al. 1999 , Flannagan et al. 2012). La
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formation du complexe SNARE va permettre la fusion des membranes et I'échange de composants,
ce qui donne naissance au phagosome précoce (Figure 8). Le phagosome précoce exprime alors les
protéines Rab5 et leurs protéines effectrices Monla/b (Cox et al. 2000 , Flannagan et al. 2012). Le
complexe Monl-Rab5 permet le recrutement d'une protéine permettant de maintenir la petite

GTPase Rab7 inactive (liée au GDP) (Kinchen and Ravichandran 2010).

Des petites GTPases de la famille Rab (Rab-like protein 3, Rab6-7, Rab18 et Rab2) ont également été
identifiées chez les huitres C. gigas ayant survécu a une infection par V. tasmaniensis LGP32 (de

Lorgeril et al. 2011). Cependant le role de ces protéines dans la phagocytose n'a pas été démontré.

I1.3.1.2 Phagosome intermédiaire
Le phagosome précoce humain va ensuite relarguer les protéines marqueurs de phagosome précoce
et les récepteurs ayant permis la reconnaissance des particules a internaliser, tels que EEA1 et les
FcRs. Ces protéines vont étre mono ou poly-ubiquitinylées (Lee et al. 2005, Flannagan et al. 2012). Le
relarguage de ces protéines ubiquitinylées se fait ensuite grace a la formation de corps
multivésiculaires (Figure 8), suite a l'invagination et au pincement de la membrane du phagosome.
Ceci est possible grace aux complexes ESCRT (endosomal sorting complexes required for transport) -
0, I, Il et Ill formés des groupes de protéines Vsp. L'ATPase Vsp4 va ensuite permettre le
désassemblage et le recyclage des complexes ESCRTs. Cette étape est importante pour la maturation
du phagosome, il a en effet été montré que la mutation du complexe ESCRT-0 entraine une rétention
des marqueurs précoces et va empécher le phagosome de s'acidifier et d'acquérir les marqueurs

tardifs (Vieira et al. 2004).

I1.3.1.3 Phagosome tardif
Chez I’'humain, le phagosome tardif exprime la petite GTPase Rab7 mais n’exprime plus Rab5 (Figure
8). Cette petite GTPase Rab7 est essentielle pour la suite de la maturation, la fusion
phagosome/lysosome étant bloquée en cas d’inhibition de Rab7 (Harrison et al. 2003). Rab7 a pour
protéines effectrices RILP "Rab7-interacting lysosomal protein" et ORPL1 "oxysterol-binding protein
related protein 1". Une fois activées, ces protéines vont permettre le trafic vésiculaire du phagosome
tardif, le long des microtubules. Les phagosomes tardifs vont alors avoir une localisation péri-
nucléaire, nécessaire pour la fusion avec les endosomes (Johansson et al. 2007 , Flannagan et al.
2012). Il a été démontré que le recrutement de Rab7 se fait grace aux protéines LAMP "lysosome-
associated membrane proteins" 1 et 2. Les protéines LAMP1 et LAMP2 sont des protéines
membranaires fortement exprimées chez les endosomes tardifs et les phagosomes tardifs. Ces
protéines LAMPs sont également impliquées dans I'acquisition des fonctions microbicides par le

phagosome (Huynh et al. 2007, Binker et al. 2007, Flannagan et al. 2012). De la méme fagon
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qgu’apres la fusion avec les endosomes précoces, le recyclage des protéines et la formation de corps
multivésiculaires sont nécessaires pour la suite de la maturation du phagosome et impliquent le

méme type de protéines.

Un géne codant une "lysosome-associated membrane glycoprotein" 1 (homologue de LAMP-1 chez
I'humain) a été identifiée chez des huitres C. gigas ayant survécu a une infection par V. tasmaniensis
LGP32 (de Lorgeril et al. 2011). Cependant aucune caractérisation fonctionnelle n'a été menée sur

cette protéine.

I1.3.1.4 Phagolysosome
La derniere étape de maturation du phagosome est la fusion avec des lysosomes, nécessaire pour
I'acquisition des effecteurs antimicrobiens et hydrolytiques. Ces effecteurs permettent au
phagolysosome de dégrader les lipides, protéines et carbohydrates bactériens. Chez I'humain, la
fusion phagosome/lysosome est coordonnée par un complexe SNARE formé par la syntaxine 7 et

VAMP7? (Flannagan et al. 2012).

Le phagolysosome est caractérisé par son pH acide (4,5) qui permet notamment I'activation
d’hydrolases lysosomales telles que des cathepsines. Des peptides antimicrobiens, amenés par la
fusion avec les granules cytoplasmiques, sont retrouvés dans le phagolysosome et des especes
réactives de l'oxygéne sont produites. La synthése et/ou le mode d’action de ces effecteurs

microbicides sont détaillés dans les sous-chapitres suivants.
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Figure 8. Maturation du phagosome. Apres l'internalisation de particules étrangeéres, la phagosome subit de nombreuses
transformations créant ainsi un environnement microbicide. La maturation du phagosome résulte d’une interaction
séquentielle avec les sous-compartiments de la voie d’endocytose. Parmi les stades de maturation du phagosome, on
distingue en fonction de leurs propriétés biochimiques : le phagosome précoce, le phagosome intermédiaire, le phagosome
tardif et la phagolysosome. Au cours de la maturation, des ATPases situées a la membrane des vésicules (V-ATPases)
délivrent des ions H+ dans le phagosome entrainant ainsi une acidification. Le phagosome s’enrichit également en
hydrolases et en protéines antimicrobiennes permettant la dégradation de I'élément étranger. EE: early endosomal, MVB:
multivesicular body, LE: late endosome; LY: lysosome. D’apres Flannagan et al., 2012.

11.3.2 La maturation du phagosome chez les amibes
Chez Dictyostelium, une étude protéomique menée apres infection par Legionella pneumophila sur
les vacuoles contenant ces bactéries a permis |'identification des petites GTPases Arfl, Rab1, Rab7,
Rab8 et Rab14 (Urwyler et al. 2009). Les protéines Rab5 et Rab7 ont également été identifiées chez
I'amibe parasitaire Entamoeba histolytica ou elles jouent un réle important dans la coordination de la
phagocytose, mais a des étapes différentes de celles connues chez I'humain (Saito-Nakano et al.

2004, Verma et al. 2015).

De plus, des analyses protéomiques du phagosome a différentes étapes de maturation, réalisées
chez Dictyostelium discoideum apres phagocytose de billes de latex, ont mis en évidence la présence

de protéines de complexe SNARE (telles que VAMP7 et la syntaxine 7) permettant les fusions
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membranaires de plusieurs v-ATPases et de cathepsines, en plus des petites GTPases Rab (Gotthardt
et al. 2002 , Gotthardt et al. 2006). De nombreuses protéines inconnues, impliquées dans de

nombreuses fonctions, ont également été isolées du phagosome (Gotthardt et al. 2006).

Si I'étape d'internalisation est tres conservée des amibes aux vertébrés, la maturation du phagosome
chez I'amibe semble se faire dans un ordre différent de celle des métazoaires. En effet, chez
Dictyostelium, le phagosome naissant est tout d'abord associé a la coronine et a des vacuolines A et
B (tous les 3 étant des facteurs endosomaux) au niveau de sa membrane puis va rapidement acquérir
des v-ATPases et des glycoprotéines lysosomales LmpB (Maniak 2001 , Gotthardt et al. 2002). Dans
une seconde étape de maturation, des hydrolases lysosomales telles que la cystéine protéase CP-p34
et des glycoprotéines telles que LmpA, LmpC et CD36 s'accumulent dans le phagosome. Les
cathepsines D vont étre délivrées dans une phase plus tardive. Trois phases de recyclage sont
également observées dans la maturation du phagosome. La premiére permet I'élimination de LmpB
et de la majorité des marqueurs de la membrane plasmique. La deuxieme permet le recyclage de CP-
p34 principalement. La troisieme se fait de maniére concomitante a la préparation de I'exocytose des
produits de dégradation, et permet le recyclage des composants lysosomaux et phagosomaux. Chez
les amibes, la phagocytose va en effet se terminer par I'exocytose des déchets qui subsistent aprés

I'action des enzymes de dégradation (Gotthardt et al. 2002).

lll. LES EFFECTEURS MICROBICIDES DES PHAGOCYTES

Les phagocytes disposent de nombreux effecteurs permettant la dégradation de micro-organismes,
que ce soit dans un but nutritif pour les protozoaires ou dans un but de défense de I'organisme pour
les métazoaires. A la fin de la maturation du phagosome, ces effecteurs sont présents dans le
phagolysosome et sont en contact direct avec les micro-organismes internalisés, permettant alors
leur dégradation. Ces effecteurs microbicides comprennent : les espéces réactives d'oxygeéne et de
I'azote, les peptides antimicrobiens, les enzymes hydrolytiques et certains métaux comme le cuivre

et le zinc.

lll.1 Les espéeces réactives de I'oxygene et de I'azote

Les productions d’espéces réactives de I'oxygene (ROS) et de I'azote (RNS) ont un rdle crucial dans
I'activité microbicide des phagocytes. Ces ROS et RNS peuvent avoir des activités extracellulaires
mais agissent principalement dans le phagosome. Ces molécules ont des effets microbicides en
provoquant l'oxydation des protéines microbiennes, de I'ADN, des lipides et des glucides et en
catalysant la destruction des chaines respiratoires de micro-organismes. (Kohen and Nyska 2002,

Lambeth 2004).
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Chez I’'humain, la production d’espéces réactives de I'oxygene ou de I'azote a été bien documentée
(Figure 9). Ces radicaux peuvent étre produits par les cellules non-phagocytaires mais également par
les phagocytes, notamment suite a la phagocytose. En effet, aprés I'ingestion de microorganismes,
une surproduction de ROS catalysée par la NADPH oxydase, et appelée burst oxydatif, se produit
dans le phagosome (Lambeth 2004). Le complexe de la NADPH oxydase, qui s’assemble aux
membranes plasmatiques et phagosomales suite a 'activation de la cellule, présente une activité
enzymatique clé dans la production de ROS. Ce complexe catalyse I'oxydation du NADPH cytosolique
par le dioxygéne 02, ce qui produit du NADP+ et des ions superoxydes (02-). Les ions superoxydes
(02-) sont des especes radicalaires hautement réactives et toxiques qui vont s’accumuler dans le
lumen du phagosome. Une superoxyde dismutase (SOD) phagosomale permet ensuite la synthése de
peroxyde d’hydrogéne (H202) a partir de I'ion superoxyde (02-) et de protons H+ (Figure 9). La
myéloperoxydase (MPO) permet ensuite la synthése d’acide hypochloreux (HOCI) a partir de I'H202,
en présence d’ions Cl-. Les catalases peuvent également catalyser la détoxification de ’'H202 en eau

(H20) et dioxygene (02) (Imlay and Linn 1988, Fang 2004).

La production de RNS par les phagocytes débute via une oxyde nitrique synthase membranaire (NOS)
qui catalyse la formation d’oxyde nitrique (NO). Le NO est trés réactif, ce qui va permettre la
formation de nombreuses d’espéces réactives de I'azote, telles que le peroxynitrite (ONOO-) qui
provient de l'interaction du NO avec I'O2-, les nitrites (NO2-) provenant de I'oxydation du NO, le
nitrosothiol (RSNO) provenant de l'interaction du NO avec des thiols (RSH) portant un groupement
cystéine-sulfhydryle (Figure 9). Le peroxynitrite (ONOO-) peut spontanément se transformer en acide
peroxynitreux (ONOOH) grace a un proton H+. Cet ONOOH peut ensuite se décomposer notamment
en hydroxyle (OH) et/ou en dioxyde d’azote (NO2). Linteraction complexe entre des thiols (RSH), de

I’02 et du NO peut également produire des nitrites (NO2-) et de I'acide sulphénique (RSOH).
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Figure 9. Espéces réactives de 'oxygéne et de I’azote chez les mammiféres.

Especes réactives de I'oxygene : Le complexe NADPH oxydase catalyse I'oxydation du NADPH cytosolique par le dioxygene
02, ce qui produit du NADP+ et des ions superoxydes : 02-. Une superoxyde dismutase (SOD) permet ensuite la synthése de
peroxyde d’hydrogéne H202 a partir de I'ion superoxyde O2- et de protons H+. En cas d'ajout de protons H+, le peroxyde
d'hydrogene peut alors former le radical hydroxylé OH- et de I'eau H202.

Espéces réactives de I'azote : L'oxyde nitrique (NO) est formé par une oxyde nitrique synthase membranaire a partir
d'arginine. Le peroxynitrite (ONOO-) provient de I'interaction du NO avec I'O2-, les nitrites (NO2-) de I'oxydation du NO et le
nitrosothiol (RSNO) de linteraction du NO avec des thiols (RSH) portant un groupement cystéine-sulfhydryle. Le
peroxynitrite (ONOO-) peut spontanément se transformer en acide peroxynitreux (ONOOH) grace a un proton H+. Cet
ONOOH peut ensuite se décomposer notamment en hydroxyle (OH) et/ou en dioxyde d’azote (NO2). L’interaction
complexe entre des thiols (RSH), de I'O2 et du NO peut également produire des nitrites (NO2-) et de I'acide sulphénique
(RSOH).Adapté de Fang, 2004.

Chez I'huitre, il a été démontré que les hémocytes sont également capables de produire des ROS et
RNS (Figure 10). La production basale des ROS (hémocytes non stimulés) se fait par la respiration
mitochondriale (Donaghy et al. 2012) (Figure 10). Suite a la phagocytose, notamment de particules
de zymosan, un burst oxydatif et une production de RNS ont été observés (Bachere et al. 1990,
Delaporte et al. 2003, Lambert et al. 2003 , Labreuche et al. 2006b). Le burst oxydatif des hémocytes

d’huitre est trés conservé par rapport a celui décrit chez I'humain et met en jeu une NADPH oxydase
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qui produit I'ion O* a partir de I'oxygéne moléculaire, des superoxydes dismutase (SOD) qui
convertissent l'ion superoxyde en peroxyde d’hydrogéne et des myéloperoxydases (MPO) aux
fonctions détoxifiantes qui convertissent le H,0, en acide hypochlorique (HOCI) en présence d’ion
chlorure (Figure 10) (Donaghy et al. 2012). De méme, la production de RNS par les hémocytes semble
étre similaire a celle décrite chez I'humain et débute grace a une oxyde nitrique synthase
membranaire (NOS) produisant du NO a partir de L-arginine. La présence de peroxynitrite (ONOO-),

formé a partir de NO et d’O2-, a également été observée dans les hémocytes (Donaghy et al. 2012).

A vacuole de
phagocytose
=4
Extracellulaire Intracellulaire
L-NIO F'
Elément étranger ‘NOS :
rginine == ‘ Arginine
l /“i\‘/l\ E\pomln ()\()0 E
o« onoo BOS{1v0] HO
ol NADPH s () i
RPPLL "\ S "'n()u |
t'é
e H Apocynin I y
i = s(}. 1,0, /
H0, i hm
SODi NADP* + 11 \) "m
& Antimycin A
Antimycin A
Espace intermembranaire 0,"
2 ¢

+++

FCcp w Fccp
Valinomycin v{ Nigericin

2 ADP  ATP

Figure 10. Espéces réactives de I'oxygéne et de I’azote produites chez les hémocytes de bivalves. A. Production des
ROS/RNS a la membrane plasmique (droite) et a I'intérieur du phagososme (gauche). B. Chaine respiratoire mitochondriale
hypothétique. Les inhibiteurs des molécules cibles sont indiqués en gris. SOD : superoxyde dismutase, NOS : oxyde nitrique
synthase, MPO : myéloperoxydase. D’apres Donaghy et al., 2012.

D’apres (Fang 2004), chacune des espéces de ROS et de RNS va avoir un mécanisme d’action, une
localisation et une activité biologique qui lui sont propres. Des études menées sur E. coli ont montré
que I’'H202 (méme a de faibles concentrations) créait rapidement des dommages a ’ADN du micro-
organisme (Imlay and Linn 1988), alors que le mécanisme d’action du NO passe par I'inhibition de la

respiration bactérienne (Wink et al. 1995).

La production de ROS et RNS constitue donc un mécanisme de I'immunité innée conservé au cours

de I'évolution. Cependant, ces molécules peuvent étre détoxifiées par certaines bactéries, telles que
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Salmonella enterica serovar Typhimurium et M. tuberculosis qui ont développé des stratégies de vie
intracellulaire (Imlay 2013). De plus, une exposition excessive des tissus de I'h6te aux ROS et RNS
peut étre nuisible et conduire a 'apoptose des cellules hotes. La production de ces radicaux doit
donc étre strictement régulée afin qu’ils remplissent leurs fonctions de défense de I'organisme tout
en protégeant I’h6te contre tout dommage. Des enzymes anti-oxydantes sont alors produites par
I'hote, comme des superoxyde dismutases (SOD), des péroxydases (catalases et glutathione
péroxydases), des péroxiredoxines et des glutathione S-transférases (Vertuani, Angusti and
Manfredini 2004). Les principales SODs sont des SODs a cuivre/zinc (Cu/Zn) extracellulaires ou
cytosoliques (Tainer et al. 1982) ou des SODs a manganése (Mn) mitochondriales (Borgstahl et al.

1992).

Chez I’huitre, les enzymes antioxydantes les mieux étudiées sont les SODs, la protéine majoritaire du
plasma étant une superoxide dismutase Cu/Zn extracellulaire (EcSOD) (Gonzalez et al. 2005, Scotti,
Dearing and Greenwood 2007b , Itoh et al. 2011 , Green et al. 2014). Les SODs sont impliquées dans
la réparation des lésions et la séquestration du fer en excés (Scotti et al. 2007b), leur role dans la
réponse anti-oxydante est cependant controversé (Gonzalez et al. 2007a , Scotti, Dearing and
Greenwood 2007a). La Cg-EcSOD, protéine majoritaire du plasma de I'huitre, est une protéine
multifonctionnelle également capable de se lier aux hémocytes via les B-intégrines, d’agir en tant
gu’opsonine (Gonzalez et al. 2005, Duperthuy et al. 2011) et présente des activités antivirales (Green

et al. 2014).

Deux superoxydes dismutases ont également été identifiées chez les amibes du genre
Acanthamoeba: une superoxyde dismutase dépendante du fer et une dépendante du cuivre/zinc.
Ces SODs amibiennes peuvent agir en tant qu’agents antioxydants et jouent alors un réle dans la
survie amibienne a la fois en les protégeant d’un stress oxydatif endogéne et en les protégeant des
défenses immunitaires d’éventuels hotes, ces amibes pouvant étre parasitaires (Lorenzo-Morales et

al. 2015).

I1l.2 Les métaux dans le phagosome

111.2.1 U'influx de métaux dans le phagosome
La participation de métaux lourds (cuivre et zinc) dans les défenses immunitaires ainsi que les
mécanismes de régulation de leur homéostasie ont récemment été décrits (Soldati and Neyrolles
2012, German, Doyscher and Rensing 2013) (Figure 11). Le zinc semble jouer un rdle essentiel dans
I'activité antimicrobienne du NO. En effet, la mobilisation de zinc active des métalloprotéines Zn-
dépendantes qui se lient a I'ADN et qui sont des cibles du NO- (Schapiro, Libby and Fang 2003).

L'accumulation de ces métaux dans les phagosomes a été décrite chez les macrophages ayant
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internalisé des bactéries. Des études menées sur les macrophages infectés par des especes
Mycobacterium ont montré que I'accumulation de zinc et de cuivre dans les phagosomes est induite
par les cytokines TNFa et INFy. De plus, le zinc s’accumule au cours du temps suite a une infection
par M. tuberculosis et est colocalisé avec les bactéries internalisées (Wagner et al. 2005 , Botella et
al. 2011). Une accumulation de cuivre dans des vésicules intracellulaires de macrophages a
également été montrée suite a une infection par Salmonella enterica serovar Typhimurium (Achard

et al. 2012).

I11.2.1.1 Le cuivre et les macrophages
Dans les systémes biologiques, le cuivre existe sous deux formes, la forme réduite Cu+ et la forme
oxydée Cu2+, utilisées par les enzymes rédox en tant qu’accepteurs ou donneurs d’électrons. Dans le
phagosome, qui est riche en ROS tels que I'0O2- et 'H202, le cuivre Cu+ peut permettre de former des
radicaux hydroxyles toxiques par la chimie de Fenton. Ces métaux sont également essentiels aux

SODs Cu/Zn qui catalysent la production de H202 a partir de I'02-.

La concentration cellulaire en cuivre est régulée par des transporteurs et des protéines de liaison au
cuivre (Stafford et al. 2013). Les principaux transporteurs de cuivre sont les protéines Ctr (Copper
transport protein) incluant Ctrl et Ctr2, localisées a la membrane plasmique et a la membrane des
vésicules intracellulaires telles que les endosomes et lysosomes (Figure 11) (Bertinato et al. 2008).
Les métallo-réductases Ctr transportent le cuivre sous la forme Cu+, de I'extérieur de la cellule vers le
cytoplasme et éventuellement jusqu’aux endosomes (Klomp et al. 2002 , Petris et al. 2003). Les
ATPases, ATP7A et les ATP7B, localisées également au niveau des membranes plasmiques et
vésiculaires (Figure 11), transportent activement le cuivre en utilisant I’hydrolyse de I’ATP (Linz and
Lutsenko 2007 , Lutsenko et al. 2008). Les protéines chaperonnes ATOX, CCS et Cox17 (Figure 11)
lient le cuivre et le délivrent respectivement aux ATP7A, aux SODs a cuivre/zinc du cytosol et aux

mitochondries (Gabbiani et al. 2012, German et al. 2013).

I11.2.1.2 Le zinc et les macrophages
La concentration cellulaire en zinc est régulée par des métallothionéines et des transporteurs de zinc
dont les 2 principales familles sont les exporteurs de zinc, SLC30A (ZnT) et les importeurs de zinc,
SLC39A (Zip) (Figure 11) (Lichten and Cousins 2009 , Botella et al. 2011, Botella et al. 2012 , German
et al. 2013). Les exporteurs ZnT transportent le zinc vers I'extérieur des cellules ou vers les vésicules
intracellulaires diminuant ainsi sa concentration cytoplasmique. A l'inverse, les importeurs Zip
transportent le zinc extracellulaire et/ou vésiculaire vers le cytoplasme. Les transporteurs Zip et ZnT
sont membranaires, soit au niveau de la membrane plasmique soit au niveau de la membrane

d’organelles intracellulaires telles que les lysosomes et les endosomes (Figure 11). Ces transporteurs
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de zinc peuvent alors se retrouver a la membrane du phagosome lors du processus de maturation.
Suite a une infection par M. tuberculosis, une surexpression du transporteur ZnT1, situé a la

membrane des vésicules intracellulaires, a été observée dans les macrophages (Botella et al. 2011).
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Figure 11. Schéma représentatif de I’homéostasie des métaux dans l'activité microbicide du phagosome. Les
transporteurs de la famille ZIP permettent I'entrée du Zn2 + dans le cytoplasme. L'entrée de Cu + dans la cellule et dans le
phagosome se font grace aux transporteurs de cuivre (Ctrl), aux protéines chaperonnes antioxydantes de cuivre (Atox1) et
aux ATPases de type ATP7A. Les ATPases provoquent I'acidification du phagosome et les protéines NRAMP1 permettent
I'efflux de Mn2 + et Fe2 +, qui peuvent permettre la croissance et la reconstruction des bactéries intracellulaires. De plus, le
Cu + amplifie la toxicité des especes réactives de I'oxygene. En réponse a ces systemes, E. coli exprime des génes codant
pour I'efflux de Zn2+: ZntA, I'efflux de Cu+ : CopA et le complexe CusCBA.

I11.2.1.3 L'influx de métaux chez C. gigas
Chez I'huitre creuse C. gigas, divers transporteurs de métaux sont exprimés par les hémocytes. On
trouve pour le transport du zinc, plusieurs métallothionéines (CgMT1, CgMT2 et CgMT3) et de
nombreux transporteurs (Zip et Znt) identifiés in silico (Tanguy and Moraga 2001, 2001, Tanguy,
Mura and Moraga 2001). Pour le transport du cuivre, des ATPases de type 1 homologues a ATP7A,
des transporteurs de cuivre homologues a Ctrl et une protéine chaperonne ATOX1 ont été retrouvés

in silico (Wang et al. 2013b).

Or, le cuivre est présent a des concentrations élevées dans I’"hémolymphe des invertébrés marins.
Ainsi chez les crustacés et les mollusques, la principale protéine de I’hémolymphe complexe le cuivre,
donnant une couleur bleutée a ’hémolymphe (van Holde and Miller 1995 , van Holde, Miller and

Decker 2001). C'est le cas de ’lhémocyanine qui assure le transport de I'oxygene chez les crustacés et
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certains mollusques. L’huitre ne posséde pas cette protéine et il est proposé que le transport de
I'oxygene se ferait sous forme dissoute dans I’hémolymphe. En revanche, elle possede une
superoxyde dismutase extracellulaire a cuivre/zinc qui est la protéine majoritaire du plasma d’huitre
(Gonzalez et al. 2005). De plus, une étude récente menée chez C. angulata a suggéré que la protéine
ABCB1 (ATP-binding cassette protein subfamily B member 1) pouvait étre impliquée dans
I'homéostasie du cuivre. En effet, le transcrit mRNA d'abcbl était fortement surexprimé en cas
d'exposition au cuivre et une expérience de mRNA interférence a conduit a I'accumulation de cuivre

dans les branchies et le manteau de I'huitre surexposée a ce métal (Shi et al. 2015).

Ce raisonnement peut également étre extrapolé aux écosystemes marins cotiers, dans lesquels sont
cultivés les huitres, comme les lagunes méditerranéennes exposées aux contaminations chimiques
d’origine anthropique, y compris aux polluants d’origine industrielle ou agricole. On retrouve ainsi
dans I'environnement lagunaire des métaux lourds tels que du mercure, du cadmium, du plomb, du
cuivre et du zinc. De plus, plusieurs études ont montré que les huitres C. gigas accumulent
fortement le cuivre et zinc présents dans l'environnement. Les huitres sur-expriment des
métallothionéines qui lient ces métaux et qui participeraient a leur stockage dans des granules

(Amiard et al. 2008).

111.2.1.4 L'influx de métaux chez les amibes

Deux revues récentes posent I'hypothése que (i) comme cela a été observé chez les métazoaires, les
amibes peuvent éliminer les bactéries grace a des mécanismes d'influx de cuivre et de zinc et que (ii)
les mécanismes bactériens de résistance au cuivre sont sélectionnés dans I'environnement par la
prédation exercée par les protistes (German et al. 2013 , Hao et al. 2015). Cette hypothéese est
supportée par le fait que les amibes possedent des systemes d'influx de cuivre homologues similaires
a ceux des cellules immunitaires de métazoaires ou ils sont impliqués dans I'influx de cuivre dans le
phagosome (Davies, Chattings and Edwards 1991 , Burlando et al. 2002 , German et al. 2013 , Hao et
al. 2015). Les amibes contiennent en effet des homologues de transporteurs de cuivre Ctrl,
d'ATPases de type P et de métallothionéines retrouvés chez les macrophages mais également chez
les hémocytes de C. gigas (Burlando et al. 2002 Wang, 2013 #3098 , German et al. 2013 , Hao et al.
2015). De plus, certaines bactéries résistantes a la fois aux amibes et aux macrophages, telles que
Salmonella spp. et des souches virulentes d'E. coli, possédent des systémes d'efflux de cuivre comme
les ATPases de type P CopA (Outten et al. 2001 , Espariz et al. 2007, Sillo et al. 2011, Chekabab et al.
2013).
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111.2.2. U'efflux de métaux du phagosome

11.2.2.1 L'efflux de métaux chez I'humain et chez I'huitre
Si I'activité antimicrobienne du cuivre et du zinc a été démontrée, il a également été montré que le
fer et le manganése sont nécessaires a la croissance de pathogenes intracellulaires. Dans un
mécanisme de défense immunitaire, au cours de la phagocytose, la cellule héte va diminuer la
concentration en fer et manganese dans le phagosome grace aux protéines de type NRAMP (natural
resistance associated macrophage protein) (Figure 11) (Forbes and Gros 2001, Cellier, Courville and
Campion 2007), aux calprotectines (Damo et al. 2013) et aux ferroportines (Madejczyk and Ballatori
2012). Les transporteurs NRAMP permettent de diminuer la concentration a la fois de Fe2+ et de
Mn2+ dans le phagosome (Jabado et al. 2000). La protéine NRAMP1 est localisée au niveau de la
membrane des endosomes tardifs et des lysosomes et va pouvoir se retrouver au niveau de la
membrane du phagosome lors du processus de maturation (Gruenheid et al. 1997 , Jabado et al.
2000, Courville, Chaloupka and Cellier 2006). Cette protéine NRAMP1 a en effet été retrouvée au
niveau de la membrane des phagosomes suite a l'internalisation de pathogénes intracellulaires tels
que des bactéries des genres Salmonella, Leishmania, Mycobacterium avium et Yersinia (Searle et al.
1998, Govoni et al. 1999). Les calprotectines lient le Mn2+ avec une haute affinité et le séquestrent.
Cette séquestration du Mn2+ permet aux calprotectines d’exercer une activité antimicrobienne
indirecte sur plusieurs especes de Staphylococcus, sur Enterococcus faecalis mais aussi sur
Pseudomonas aeruginosa, Shigella flexneri et E. coli (Damo et al. 2013). L’activité de ces protéines sur
S. aureus passe notamment par l'inhibition des SODs bactériennes qui sont dépendantes du Mn
(Damo et al. 2013). Les ferroportines sont bien connues pour leur role dans I'efflux du Fe2+ et
récemment, leur réle dans I'efflux du Mn2+ a également été démontré (Madejczyk and Ballatori
2012). Il a également été récemment démontré que des protéines régulatrices de fer : IRPs (Iron
regulation proteins), contrélant I'expression de transporteurs de maniere post-transcriptionnelle,
étaient nécessaires pour la résistance des macrophages a Salmonella Typhimurium (Nairz et al.
2015). Ces IRPs vont notamment induire I'expression de la lipocline 2, qui est un facteur de I'hGte
inhibant la synthése bactérienne de sidérophores, et vont inhiber I'expression des ferritines

permettant le stockage du fer (Nairz et al. 2015).

Chez I'huitre C. gigas, un transporteur de métaux divalents homologue a NRAMP1 a été identifié
dans le génome (Wang et al. 2013b). Plusieurs génes codant les ferritines ont également été
identifiés chez C. gigas, 3 de ces genes étant tissus-spécifiques et 1 étant un géne de ménage (Huan
et al. 2014). Il a été suggéré suite a une étude menée chez I'échinoderme Asterias forbesi que le role
de séquestration du fer par la ferritine est important dans la réponse immunitaire des invertébrés

(Beck et al. 2002).
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11.2.2.2 L'efflux de métaux chez les amibes
Chez Dictyostelium, I'homéostasie du fer est également impliquée dans la résistance aux bactéries
intracellulaires. De nombreux génes régulant la concentration en fer ont été identifiés dans le
génome de Dictyostelium et notamment des genes codant des transporteurs Nramp : Nrampl et
Nramp2 (Bozzaro, Buracco and Peracino 2013 , Peracino, Buracco and Bozzaro 2013, Buracco et al.
2015). Comme chez I'humain, le transporteur Nramp1l est présent au niveau de la membrane des
endosomes et lysosomes et in fine des phagosomes, mais également au niveau de la membrane des
macropinosomes. Le transporteur Nramp2 est localisé au niveau de la membrane de la vacuole
pulsatile amibienne (Bozzaro et al. 2013, Peracino et al. 2013, Buracco et al. 2015). Le transporteur
Nrampl joue un role important dans la résistance de Dictyostelium aux infections bactériennes. En
effet, une mutation délétére du géne Nramp1 rend I'amibe sensible aux infections bactériennes et
particulierement aux pathogenes des genres Legionella et Mycobacteria (Bozzaro et al. 2013 ,
Buracco et al. 2015). Une étude plus récente a montré que, comme chez I'humain, ce transporteur

NRAMP1 participe également a I'efflux de Mn2+ vers le cytoplasme (Buracco et al. 2015).

I1l.3 Les enzymes hydrolytiques

Pendant la maturation du phagosome, la vésicule de phagocytose contenant les micro-organismes
fusionne avec les lysosomes. Les lysosomes sont caractérisés par leur pH acide et la présence d’une
grande variété d’hydrolases acides. L’action conjointe d’une cinquantaine de ces hydrolases
lysosomales confére au phagosome sa grande capacité de dégradation des micro-organismes. Ces
enzymes comprennent des protéases, des lipases, des nucléases, des glycosidases et des
phosphatases qui peuvent permettre la destruction des structures bactériennes (Bachali et al. 2002,

Flannagan et al. 2012).

111.3.1 Les lysozymes
Les lysozymes sont les principales glycosidases contenues dans les lysosomes de macrophages
humains. Les lysozymes ont une activité antimicrobienne sur les bactéries a Gram-positif en
hydrolysant les liaisons [(1-4) glycosidiques existant entre les composants structuraux du
peptidoglycane. Ces enzymes n’ont pas d’activité antimicrobienne sur les bactéries a Gram-négatif,

du fait de leur membrane externe protégeant le peptidoglycane (Flannagan et al. 2012).

Comme chez I'humain, il a été montré chez I’huitre C. gigas que les lysozymes sont exprimés par de
nombreux tissus, incluant les hémocytes (CglL-1 ou Cg-lyzol) mais aussi les épithelia comme la glande
digestive (Cgl- 2 ou Cg-lysoz2) et le manteau (CglL-3 ou Cg-lysoz3) (Matsumoto, Nakamura and
Takahashi 2006 , Itoh and Takahashi 2007 , Itoh et al. 2010 , Xue et al. 2010). Les lysozymes CglL-1
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(exprimé par les hémocytes) et CglL-3 (exprimé dans le manteau) sont actifs contre des bactéries a

Gram positif (Itoh et al. 2010).

111.3.2 Les protéases et les inhibiteurs de protéases
Les principales protéases lysosomales humaines sont les cathepsines. Cette famille de protéases
contient des protéases a sérine, des aspartate protéases et des protéases a cystéine. Les cathepsines
G sont des protéases a sérine bien connues pour leur activité antimicrobienne. De plus, il a été
démontré que les cathepsines sont impliquées dans I'activation et le turn-over des peptides

antimicrobiens (Andrault et al. 2015).

Chez I'huitre C. gigas, des protéases et des inhibiteurs de protéases sont produits par les hémocytes.
Ces protéases et inhibiteurs de protéases peuvent participer a de nombreuses réactions
immunitaires notamment en régulant les cascades de signalisation endogénes (Hibbetts, Hines and
Williams 1999). Les inhibiteurs de protéases peuvent inactiver les protéases sécrétées par certains
agents infectieux (Armstrong 2006). De nombreuses séquences codant des inhibiteurs de protéases
tels que des serpines, des inhibiteurs tissulaires de métalloprotéases (TIMP) et des a2-
macroglobulines (Montagnani et al. 2001, Gueguen et al. 2003 , Roberts et al. 2009) ont été
identifiées chez C. gigas. L'expression de I'inhibiteur de protéase Cg-Timp, retrouvé uniquement dans
les hémocytes, est modulée suite a des dommages faits a la coquille ou suite a une infection

bactérienne (Montagnani et al. 2001 , Montagnani et al. 2007).

111.3.3 Les hydrolases amibiennes
Chez I'amibe parasitaire Entamoeba histolytica, deux enzymes lysozymes-like exprimées
constitutivement ont été identifiées. Ces enzymes stockées, dans des granules intracellulaires,
semblent étre impliquées dans la défense des amibes contre des bactéries intracellulaires (Andra,
Herbst and Leippe 2003). Des hydrolases putatives ont également été identifiées chez Dictyostelium
discoideum. Ces hydrolases comprennent des lysozymes (alyA, alyB, alyC and alyD), des glycosidases
et des endopeptidases qui semblent étre impliquées dans la dégradation du peptidoglycane des
bactéries a Gram positif, les génes codant ces protéines étant surexprimés suite a une infection a
bactéries a Gram positif. Une autre protéine lysozyme-like (alyL) et une protéase a cystéine (cprF) ont
également été identifiées chez D. discoideum, suite a une infection a bactéries a Gram négatif

(Nasser et al. 2013).

111.4 Les protéines et peptides antimicrobiens

Les phagocytes peuvent utiliser les peptides antimicrobiens (AMPs) pour tuer les micro-organismes

qui ont été phagocytés. Il existe deux grandes classes d’AMPs : les AMPs conventionnels et non-
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conventionnels, trés largement conservés dans le régne vivant. Les AMPs conventionnels se référent
a des petits peptides cationiques souvent amphipathiques. Les peptides antimicrobiens non
conventionnels se réferent a des molécules ayant habituellement un réle de maintien structurel ou
une implication dans les voies de signalisation et qui présentent également de puissantes activités

antimicrobiennes (Hirsch 1958 , Smith and Dyrynda 2015).

111.4.1 Les AMPs conventionnels des métazoaires
Les AMPs sont généralement de petits peptides cationiques et amphiphiles, considérés comme des
molécules antimicrobiennes professionnelles. Ils sont généralement retrouvés dans les cellules du
sang périphérique ou épithéliales de surface. Il existe au moins trois classes principales d’AMPs
conventionnels basées sur leur structure secondaire: les peptides linéaires a-hélicoidaux, les
peptides riches en cystéine, contenant des feuillets B et des ponts disulfure, et les peptides enrichis
en un acide aminé donné (Brogden 2005). L'action des AMPs repose dans de nombreux cas sur
I'interaction du peptide avec les membranes bactériennes, dans lesquelles ils forment des pores
(Brogden 2005). Ces interactions se font généralement via des interactions électrostatiques avec les
membranes chargées négativement des microorganismes. Cette charge peut étre conférée par les
lipopolysaccharides des bactéries a Gram négatif ou les acides teichoiques des bactéries a Gram
positif (Bulet, Stocklin and Menin 2004). Les AMPs vont ensuite souvent s’insérer dans la bicouche
lipidigue membranaire causant une altération pouvant étre a I'origine de I'activité antimicrobienne

(Brogden 2005).

Les AMPs peuvent avoir d’autres mécanismes d’action incluant I'inhibition de la synthese de la paroi
cellulaire, I'inhibition de la synthese de protéines ou d’acides nucléiques, l'inhibition d’activités
enzymatiques et la liaison aux protéines de choc thermique et aux protéines chaperonnes, ce qui
empéche la réparation ou I'élimination des protéines mal repliées et endommagées (Brotz et al.
1998, Park, Kim and Kim 1998 Kragol, 2001 #2170 , Patrzykat et al. 2002 , Srinivasan et al. 2010,
Wilmes et al. 2011). Les AMPs peuvent agir en synergie en combinant leurs mécanismes d’action

pour combattre les bactéries pathogenes (Schmitt et al. 2012).

Les phagocytes humains, en particulier les polynucléaires neutrophiles et dans une moindre mesure
les macrophages, sont connus pour exprimer une grande diversité d’AMPs (Tableau 2). Les
neutrophiles expriment notamment des oa-défensines et de la cathélicidine LL-37 (Tableau 2),
stockées dans des granules azurophiles qui fusionnent avec le phagolysosome lors de la maturation
du phagosome (Ganz 2003). Les neutrophiles expriment également une protéine antimicrobienne
appelée Bactericidal/permeability-increasing protein (BPI) (Tableau 2) (Weiss and Olsson 1987,

Calafat et al. 1998, Levy et al. 2003). Les macrophages expriment des -défensines et la cathélicidine
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LL-37, en plus faible quantité que les neutrophiles, mais également de I'hepcidine (Tableau 2) (Liu

and Modlin 2008).

Chez I’'huitre C. gigas, diverses familles de peptides antimicrobiens (Tableau 2) ont été identifiées et
notamment des défensines, des big-défensines, des peptides riche en proline, une Cg-molluscidine
récemment identifiée, ainsi que deux protéines antimicrobiennes, Cg-BPI (bacterial/permeability-
increased protein) et Cg-Mepgl (macrophage expressed gene 1-like) (Tableau 2) (Gonzalez et al.
2007b , He, Zhang and Yu 2011, Zhang et al. 2011 , Seo et al. 2013). Cg-BPI est une grosse protéine
antimicrobienne stockée dans de larges vacuoles cytoplasmiques. Active uniquement sur les
bactéries a Gram négatif, Cg-BP| est capable de se lier au LPS et de perméabiliser des bactéries
(Gonzalez et al. 2007b). Cg-Mpegl (macrophage expressed gene 1-like) appartient a la superfamille
des perforines et se révele peu active contre les bactéries a Gram négatif et positif (He et al. 2011).
Le peptide riche en proline Cg-Prp présente une faible activité antimicrobienne et agit
essentiellement en synergie avec les défensines (Gueguen et al. 2009). Les défensines Cg-Defh1 et 2,
produites par les hémocytes, présentent des activités antimicrobiennes contre les bactéries a Gram
positif grace a l'inhibition de la biosynthése du peptidoglycane (Schmitt et al. 2010). La Cg-
Molluscidine est active contre les bactéries a Gram négatif et positif (Seo et al. 2013). Enfin les big-
défensines ont un mécanisme d’action encore inconnu (Rosa et al. 2011). Il a cependant été montré
que les big-défensines de limule (Tachypleus tridentatus) étaient stockées dans des granules
hémocytaires et exercaient une activité antimicrobienne sur les bactéries a Gram positif, a Gram

négatif et sur les levures (lwanaga, Kawabata and Muta 1998)

L'expression de Cg-BPI, de Cg-Mepgl et des big-défensines 1 et 2 est régulée dans les hémocytes
circulants aprés une infection bactérienne mais I'expression des défensines est quant a elle

constitutive (Gonzalez et al. 2007b, He et al. 2011, Rosa et al. 2011).

Tous les AMPs de I’huitre ont été caractérisés a partir de formes synthétiques ou recombinantes. En
effet, ils n’ont pas pu étre purifiés a partir des tissus de C. gigas en quantités suffisantes pour pouvoir
étre étudiés sous forme native. L'immunolocalisation des AMPs d’huitre a permis de montrer leur
expression au niveau de diverses cellules épithéliales (branchies, manteau) et leur stockage dans les
granules cytoplasmiques de certaines populations hémocytaires appelées granulocytes. La structure,

les fonctions de phagocytose et l'infiltration des granulocytes rappellent les neutrophiles humains.

111.4.2 Les AMPs non conventionnels des métazoaires
Il existe également des AMPs dits non conventionnels qui ont des motifs structuraux conservés au
cours de I'évolution. Ces peptides antimicrobiens dérivent de la protéolyse des histones, des acides

gras libres dérivés de la membrane, des oxylipines, des pigments respiratoires (tels que
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I’'hémocyanine), des neuropeptides, des lectines, des molécules de liaison au LPS et des toxines
formant des pores présentes chez certaines espéces marines. Les histones sont des protéines
généralement nucléaires, formant un core protéique autour de 'ADN. Les histones ont un role
architectural essentiel mais leurs modifications post-traductionnelles jouent également un role clé
dans la régulation génétique. Cependant, en plus de cette activité nucléaire les histones ont
également des activités antimicrobiennes lorsqu’elles sont extracellulaires. Depuis 1942, le role
antimicrobien des histones chez les vertébrés, et notamment chez I’humain, a été décrit dans la
littérature (Miller et al.,, 1942). Les histones font partie des polypeptides antimicrobiens non
conventionnels les plus fréquents. L’activité antimicrobienne des histones chez I'humain a été
associée a I’histone H1 dans les cellules épithéliales intestinales, I’histone H2A dans le placenta et
I’histone H1A dans les granulocytes. L’histone H2B présente également une activité antimicrobienne
dans les macrophages murins, les ovaires de poulet et la peau des grenouilles (Seo et al. 2010). Le
réle antimicrobien des histones semble impliquer des processus de perméabilisation puis de
pénétration de la membrane bactérienne, suivies par la liaison de ces protéines aux acides
ribosomiques bactériens. Ces mécanismes permettent notamment la liaison et la neutralisation de la
toxicité du lipopolysaccharide (LPS) ainsi que I'inhibition de la liaison virale (Dorrington, Villamil and
Gomez-chiarri 2011). Des protéines homologues aux histones H2B désignées cvH2B (Seo et al. 2010,
Seo, Stephenson and Noga 2011) et H4 (Dorrington et al. 2011) ont récemment été isolées a partir de
tissus des huitres américaines Crassostrea virginica. La protéine cvH2B extraite des tissus a une
activité antimicrobienne importante contre les bactéries Gram-positives telles que les bactéries
lactiques mais également contre les pathogénes Gram-négatifs tels que Vibrio vulnificus et Vibrio
parahaemolyticus (Seo et al. 2010, Seo et al. 2011). Les isomeres d’histones H2B présents dans les
tissus des huitres pourraient jouer un rdle important dans la régulation des populations
microbiennes commensales et pathogenes (Seo et al. 2011). Au cours d’une autre étude, la séquence
de I'histone H4 a été identifiée dans une banque de génes surexprimés chez Crassostrea virginica en
cas d’infection par le parasite protozoaire Perkinsus marinus. Cette découverte laissant penser que
I’histone H4 est impliquée dans la défense immunitaire de I'huitre, les auteurs se sont intéressés a la
présence de cette protéine dans I’hémolymphe de Crassostrea virginica. L’histone H4 a pu étre
isolée a partir de lysats d’hémocytes et d’hémolymphe extracellulaire. L’histone H4 a donc, au méme
titre que I'histone H2B, une activité antimicrobienne qui pourrait étre impliquée dans la défense

immunitaire de I’huitre (Dorrington et al. 2011).

111.4.3 Les peptides antimicrobiens chez les amibes

Les premiers peptides antimicrobiens identifiés chez les amibes sont appelés amoebapores (Andra et

al. 2003). Ces amoebapores (Tableau 2) ont été retrouvés dans des phagosomes d’Entamoeba
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histolytica ayant internalisé des bactéries. Des isoformes purifiés des amoebapores ont montré des
activités antimicrobiennes puissantes in vitro sur les bactéries a Gram positif. Des expériences de
microscopie électronique et d’'imunnogold menées sur des amibes en cours de phagocytose ont
montré que les bactéries contenues dans les phagosomes étaient recouvertes de molécules
d’amoebapores et que certaines de ces bactéries étaient désintégrées (Andra et al. 2003). Lorsque
les amibes ne sont pas en cours de phagocytose, les amoebapores sont stockées dans des granules
lysosomes-like. Au cours de la phagocytose, les granules lysosomes-like fusionnent avec la vacuole de
phagocytose contenant les bactéries, ce qui permet au phagosome d’avoir une action
antimicrobienne. Au-dela des amoebapores, ces granules contiennent des lysozymes agissant en
synergie avec les peptides antimicrobiens (Andra et al. 2003). E. histolytica étant une amibe
parasitaire, les amoebapores semblent également étre impliquées dans I'activité cytolytique

nécessaire a l'invasion de I'h6te (Andra et al. 2003).

Récemment, des acanthaporines (Tableau 2) ont également été identifiées a partir d’amibes du
genre Acanthamoeba. De la méme maniére que les amoebapores, les acanthaporines sont des
molécules présentant une activité antimicrobienne et une activité cytolytique grace a la formation de
pores dans les membranes. Les acanthaporines exercent une activité antimicrobienne sur une grande
diversité d’especes bactériennes mais ont également une activité cytolytique sur les neurones
humains. Il a également été montré que ces molécules sont activées de maniéere dépendante du pH

(modifications des résidus histidine) et vont alors former des diméres (Michalek et al. 2013).
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Tableau 2. AMPs exprimés par les phagocytes

Espeéces AMPs Exemples Phagocytes Références
Homo sapiens | a-défensines HNP-1/-2/-3/-4 | Neutrophiles (Ganz 2004)
B-défensines hBD-1/-2 Macrophages, (Duits et al. 2002)
Cellules (Liu and Modlin 2008)
dendritiques
Cathélicidines LL-37 Neutrophiles (Sorensen et al. 1997)
(Agerberth et al.
2000)
Liver-expressed Hepcidine Granulocytes (Knutson et al. 2005)
antimicrobial Macrophages (Sow et al. 2007)
peptides (LEAPs)
Bactericidal- BPI Neutrophiles, (Weiss and Olsson
permeability (Eosinophiles/d | 1987) (Calafat et al.
increasing protéines ans une 1998) (Levy et al.
moindre
mesure) 2003)
Crassostrea CS-apdefensines Cg-Defh-1/h2 | Hémocytes (Schmitt et al. 2012)
gigas Big-defensines Cg-big- Hémocytes (Rosa et al. 2011)
defensin-1/-
2/-3 (contient
un motif B-
défensine)
Peptides riches en Cg-Prp Hémocytes (Schmitt et al. 2012)
Proline
Bactericidal- Cg-BPI Hémocytes (Schmitt et al. 2012)
permeability (Gonzalez et al.
increasing protéines 2007b)
Molluscidines Cg- Hémocytes (Seo, et al. 2013)
molluscidine
Acanthamoeb | Acanthaporines Acanthamoeba | (Michalek et al. 2013)

a castellanii

Entamoeba
histolytica

Amoebapores

E. histolytica

(Andra et al. 2003)
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IV. LES PIEGES D'ADN EXTRACELLULAIRES

La phagocytose est un processus cellulaire développé par les phagocytes qui est connu depuis plus
d'un siecle. Depuis une dizaine d'années, un nouveau mécanisme de défense cellulaire développé par
les phagocytes a été étudié : la formation de structures fibreuses extracellulaires appelées pieges
d'ADN extracellulaire ou ETs. Ce nouveau mécanisme cellulaire a été mis en évidence pour la
premiere fois en 2004 et a été observé a partir de polynucléaires neutrophiles (Brinkmann et al.
2004). La formation de ces ETs correspond a la libération de chromatine nucléaire décondensée et de
protéines antimicrobiennes granulaires et cytoplasmiques dans I’espace extracellulaire, en réponse a
divers stimuli tels des bactéries Gram-positives et Gram-négatives, des champignons et des parasites
qu'ils sont capables de piéger (Figure 12) (Brinkmann et al. 2004 , Papayannopoulos and Zychlinsky
2009 , Altincicek et al. 2008 , Remijsen et al. 2011a , Amulic and Hayes 2011). Une étude récente a
également démontré la formation d’ETs par les polynucléaires neutrophiles in vivo, au cours

d’infections a S. aureus de la peau (modele souris), par microscopie intravitale (Yipp et al. 2012).

Figure 12. Observation par microscopie électronique a balayage de Shigella flexneri piégée dans un NET. Image prise par
Volker Brinkmann (Amulic et Hayes, 2011).

Alors que les ETs ont été tres étudiés chez les vertébrés pendant la derniére décennie, peu d'études
ont été réalisées chez les invertébrés. Seule une étude réalisée en 2008 a suggéré que les acides
nucléiques extracellulaires pouvaient avoir un rdole dans la réponse immunitaire de la chenille
Galleria mellonella (Altincicek et al. 2008). Les auteurs ont en effet démontré que l'injection d'acides
nucléiques dans le corps de l'insecte induisait la production de molécules antimicrobiennes, la
coagulation de I'hémolymphe, l'activation des cellules immunocompétentes et conférait une

protection contre la bactérie entomopathogene Photorhabdus Iluminescens. De plus, des
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observations microscopiques de la coagulation de I'hémolymphe ont révélé que les oenocytoides (5—
10% des hemocytes totaux) sont une source potentielle d'acides nucléiques extracellulaires
(Altincicek et al. 2008). Les paragraphes suivants porteront donc sur la description de la composition,

de la formation et du r6le antimicrobien de ces structures uniquement chez les vertébrés.

IV.1 La composition des NETs

Une analyse par microscopie a balayage haute résolution des NETs a permis d’observer la présence
de structures lisses de 15 nm de diametre et de domaines globulaires de 25 nm, s’agrégeant en de
plus grandes structures filaires d’environ 50 nm (Figure 13). Une analyse par immunofluorescence de
la composition protéique des NETs a ensuite permis de mettre en évidence la présence de protéines
provenant de granules primaires (azurophiles), secondaires et tertiaires telles que la lactoferrine et la
gélatinase, I'élastase neutrophile, la cathepsine G, et la myélopéroxydase a l'intérieur des NETs
(Brinkmann et al. 2004). Le composant structural principal des NETs est I’ADN, un traitement a la
DNAse permettant la dégradation de ces structures extracellulaires (Brinkmann et al. 2004). Les NETs
contiennent également des histones H1, H2A, H2B, H3 et H4, les histones H2A et H2B formant des
complexes avec I’ADN. Les histones et I'élastase neutrophile sont retrouvées dans les domaines

globulaires des NETs (Brinkmann et al. 2004).

Figure 13. Analyse par microscopie a balayage haute résolution des NETs révélant des structures lisses (d’environ 15 a 17
nm de diameétre) et des domaines globulaires (autour de 25 nm de diamétre). Les domaines s’agrégeant en de plus grandes
structures filaires (Brinkmann et al. 2004).

IV.2 La formation de NETs ou NETose

La formation de NETSs se fait a partir de neutrophiles activés en réponse a une variété de stimuli pro-
inflammatoires comme le lipopolysaccharide (LPS), I'interleukine 8 (IL8), le phorbol myristate acétate
(PMA) et le facteur de nécrose tumorale o (TNF o). La formation de NETs constitue un nouveau type
de mort cellulaire appelé NETose (Brinkmann et al. 2004, Remijsen et al. 2011a). Les neutrophiles
activés rentrent dans un programme de mort cellulaire ou les membranes nucléaires et granulaires

sont dissolues, ou les composants nucléaires se décondensent dans le cytoplasme et ol la membrane
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plasmique se rompt pour déverser chromatine et protéines dans I'espace extracellulaire (Figure 14)

(Remijsen et al. 2011a, Brinkmann and Zychlinsky 2007).

“ Yy

N G-P—

Figure 14. Les étapes de la formation des pieges d'ADN extracellulaires. a. Photographies prises en microscopie a
épifluorescence des étapes impliquées dans la formation des piéges d'ADN extracellulaires .b. Représentation schématique
de la formation des ETs (1) L’activation des neutrophiles conduit a la formation d’espéces réactives dérivées de |'oxygene.
(2) Les membranes nucléaires se désintéegrent et I'intégrité des granules est progressivement perdue. (3) Les noyaux ne
sont plus lobulés, le matériel nucléaire remplit une grande partie de la cellule et se mélange avec le contenu des granules.
(4) Lintégrité des noyaux et des granules est complétement perdue et des réseaux d’ADN extracellulaires se forment
(Brinkmann et Zychlinsky, 2007).

<

La NETose peut étre activée par les pathogénes et leurs composants (Clark et al. 2007). Les
mécanismes moléculaires de formation des NETs restent encore peu connus cependant les espéces
actives de I'oxygene (ROS) synthétisées par la NADPH oxydase et la myélopéroxydase, la citrullination
des histones, le calcium intracellulaire et I'autophagie semblent étre requis pour l'initiation du

programme de NETose.

IV.2.1 Implication de la citrullination des histones
Dans le noyau, la chromatine est hautement condensée. Certaines modifications post-
traductionnelles des histones permettent de décondenser la chromatine. La formation des NETs
nécessite une décondensation de la chromatine qui semble impliquer une augmentation la
citrullination de I’histone H3 catalysée par la peptidylarginine déiminase 4 (PADA4). La citrullination
est la conversion d’'une arginine chargée positivement en une citrulline, un acide aminé non
conventionnel polaire mais non chargé (Wang et al. 2009 , Remijsen et al. 2011a). La PAD4 est une
enzyme calcium dépendante possédant un signal de localisation nucléaire, exprimée des divers
leucocytes dont les neutrophiles (Wang et al. 2009, Li et al. 2010, Remijsen et al. 2011a, Remijsen et
al. 2011b , Rohrbach et al. 2012 , Pisanu et al. 2015 , Lewis et al. 2015). Les histones nucléaires

semblent donc avoir un réle dans la régulation de la NETose en plus de leur role antimicrobien direct.
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IV.2.2 Implication de la production des espéces réactives de 'oxygéne
La production de ROS semble également jouer un r6le important dans l'initiation du programme de
NETose (Fuchs et al. 2007). Les neutrophiles des patients atteints de Granulomatose chronique ne
synthétisant pas la NADPH oxydase sont incapables de former des NETs ou de phagocyter les
pathogenes (Fuchs et al. 2007 , Marcos et al. 2010). De plus, une mutation de la myélopéroxydase,
une autre enzyme clé dans la formation des ROS, conduit aussi a une incapacité des neutrophiles a
former des NETs (Papayannopoulos et al. 2010). Les ROS générés lors du burst oxydatif par la NADPH
oxydase inactivent la voie des caspases dans les neutrophiles inhibant ainsi I'apoptose afin de
privilégier la NETose. Cette inhibition peut se faire directement ou indirectement par |'activation de
la voie NFkB conduisant a I'expression de génes anti-apoptotiques (Arruda et al. 2004). Les ions
superoxydes synthétisés par la NADPH oxydase sont également capables d’activer les protéases a
sérine comme la cathepsine G et |'élastase neutrophile, cette derniére contribuant également a la
décondensation de la chromatine (Papayannopoulos et al. 2010 , Remijsen et al. 2011a , Amulic and
Hayes). La cathepsine G et la protéinase 3 ne semblent pas contribuer au processus de NETose mais
sont retrouvées au méme titre que |'élastase neutrophile comme composants des NETs. Ces
protéases a sérine ont alors un rdéle antimicrobien (Papayannopoulos et al. 2010, Remijsen et al.

2011a).

IV.2.3 Role de I'autophagie
L'autophagie consiste en l'autodigestion des composants intracellulaires qui sont dégradés dans les
endosomes et lysosomes. Le processus d’autophagie permet le maintien de I’homéostasie des
organites et des biomolécules. L’autophagie intervient généralement lors du recyclage de ces
composants cellulaires en cas de carence et lors du remplacement des organites endommagés ou
des protéines mal repliées suite a un stress cellulaire. Ce processus intervient également dans le
développement, la survie et la présentation de |'antigene des lymphocytes cellulaire (Levine and
Kroemer 2008 , Huang et al. 2009, Mitroulis et al. 2010 , Deretic, Saitoh and Akira 2013). Chez les
neutrophiles, I'autophagie peut se déclencher de maniere dépendante ou indépendante de la
phagocytose. En réponse a une stimulation au PMA (phorbol myristate acétate), une augmentation
massive de la vacuolisation est observée dans les neutrophiles (Remijsen et al. 2011b). L’analyse par
microscopie électronique des vacuoles présentes dans ces neutrophiles révelent la présence
d’autophagosomes a différents stades de maturation. Lors du processus de formation des NETSs,
I'autophagie semble contribuer a I'inhibition de la voie des caspases et a la décondensation de la
chromatine (Remijsen et al. 2011a , Remijsen et al. 2011b , Mitroulis et al. 2011 , Kambas et al.

2012).
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IV.3 Le role antimicrobien des NETs

Les NETs permettent aux neutrophiles de combattre les bactéries a Gram positif et a Gram négatif,
les champignons et les parasites. En effet, les NETs sont capables de lier et tuer les bactéries
Staphylococcus aureus, Shigella flexneri, Streptococcus pyogenes et Bacillus anthracis, le champignon
Candida albicans et le protozoaire Leishmania amazonensis. De plus, les NETs ont la capacité de
piéger Streptococcus pneumoniae, Mycobacterium tuberculosis, et les Streptococci de groupe A.
Cependant ces derniers microorganismes sont piégés mais non éliminés, suggérant que la
séquestration médiée par les NETs joue un réle important dans la défense immunitaire
(Papayannopoulos and Zychlinsky 2009). L’élastase neutrophile contenue dans les NETs est capable
de dégrader les facteurs de virulence des bactéries Gram-négatives, tel que I'lpaB de Shigella flexneri.
Les facteurs de virulence des bactéries Gram-positives, telle que la toxine o de Staphylococcus
aureus, sont également sensibles aux protéases des neutrophiles. Les NETs sont donc capables de
désarmer les bactéries pathogénes grace aux protéases neutrophiles (Brinkmann et al. 2004). De
plus, l'inhibition de I'activité des complexes ADN-H2A-HAB abolit la capacité d’élimination de
Staphylococcus aureus et de Shigella flexneri par les NETs. Les facteurs responsables de I'élimination
des pathogenes semblent donc étre les histones et les protéines augmentant la perméabilité des
bactéries (BPI). L’histone H2A permettant la destruction de Shigella flexneri, Staphylococcus aureus
et Salmonella typhimurium est conservée au cours d’évolution. La structure fibreuse des NETs
semble étre nécessaire a la séquestration et a la destruction des bactéries, en délivrant localement
une haute concentration des molécules antimicrobiennes capables de lier les microorganismes.
(Brinkmann et al. 2004). En conclusion, les NETs permettent de contenir physiquement les
microorganismes, de moduler la réponse immunitaire et favorisent la synergie entre différents
agents antimicrobiens contenus dans le NETs. De plus, les NETs permettent de minimiser les effets
nocifs des antimicrobiens sur les tissus environnants en limitant la dispersion des molécules
antimicrobiennes (Papayannopoulos and Zychlinsky 2009). Plus récemment, le réle antimicrobien des
NETs a été démontré in vivo (Yipp et al. 2012). En effet, une formation massive de NETs a été
observée en intravital dans des tissus infectés par Staphylococcus aureus et il a été démontré que
cette formation de NETs est importante pour contenir l'infection bactérienne. Les auteurs ont
également injecté a des souris des neutrophiles humains provenant d'abceés pour suivre et quantifier
la formation de NETs par ces neutrophiles. 11% des neutrophiles injectés ont généré des NETSs,

suggérant une régulation de la NETose (Yipp et al. 2012).

IV.4 Les NETs, un dernier recours

Les polynucléaires neutrophiles sont capables de développer différentes stratégies

antimicrobiennes : la phagocytose, la dégranulation et la formation de pieges d'ADN extracellulaire
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ou NETs. La formation de pieges extracellulaires conduisant a la mort des neutrophiles, ce processus
doit étre finement régulé. Des expériences menées ex vivo, montrent que les neutrophiles
déclenchent la phagocytose des microorganismes dans les premiéres minutes d’exposition. La
dégranulation se produit de maniere différentielle dans le temps en fonction de la composition des
granules : des vésicules de sécrétion sont libérées pendant les premiéres minutes d’exposition,
suivies par la libération de granules de gélatinase puis de granules spécifiques et enfin de granules
azurophiles (Bentwood and Henson 1980 , Faurschou and Borregaard 2003). La formation de NETs
est un processus plus long a se mettre en place (Fuchs et al. 2007). De plus, des expériences in vitro
indiquent que les neutrophiles tuent Staphylococcus aureus avec la phagocytose en premier lieu puis
par la formation de NETs (Fuchs et al. 2007). Ces résultats suggérent que les neutrophiles vont
mettre en ceuvre les trois stratégies en effectuant tout d’abord la phagocytose puis la dégranulation

et finalement la formation de NETs (Papayannopoulos and Zychlinsky 2009).

V.LA RESISTANCE BACTERIENNE AUX PHAGOCYTES

Au cours de I'évolution, un certain nombre de bactéries ont développé des stratégies de résistance
et/ou d'échappement aux phagocytes. Ceci inclut des stratégies de résistance a la phagocytose et aux
NETs. La résistance aux NETs se fait principalement par la sécrétion de DNAses. Les stratégies de
résistance a la phagocytose consistent principalement en I'échappement a la reconnaissance et/ou a
I'internalisation, en la résistance a la digestion intracellulaire et/ou en la prolifération dans le
phagocyte. De maniére intéressante, ces mécanismes de résistance sont fréquemment similaires
entre les amibes et les métazoaires. Une revue exhaustive réalisée par Thomas et collaborateurs a
permis de montrer que, parmi plus de 500 especes bactériennes pathogenes intracellulaires pour
I'homme et les animaux recensées par I'agence américaine de protection de I'environnement (EPA),
au moins 20% sont capables de résister également a la digestion par les amibes (Thomas et al. 2010).
Ces données laissent a penser que l'acquisition de la virulence de certaines bactéries pathogenes a
pu se faire au contact d'amibes libres dans I'environnement et que les amibes peuvent représenter
un réservoir environnemental de pathogénes. Les données les plus exhaustives étant sur la
résistance aux phagocytes humains, les deux premiers sous-chapitres porteront sur les pathogenes

humains puis sur ce qui est connu chez I'huitre et chez les amibes.

V.1 Résistance aux NETs de vertébrés

Certains micro-organismes pathogénes ont la capacité d’échapper aux NETs. Les Streptocoques
peuvent éviter la liaison par les NETs grace a la modification de la surface bactérienne. Par exemple

Streptococcus pneumoniae peut s’entourer d’une capsule polysaccharidique lui permettant de se

62



protéger contre la liaison aux NETs (Wartha et al. 2007 ). Les Streptococci de groupe A, expriment et
sécretent des DNAses dégradant activement les NETSs, ce qui a pour effet d’augmenter la virulence de
ces pathogénes (Buchanan et al. 2006). Il a également été récemment démontré que Vibrio cholerae
induit I'expression de 2 nucléases extracellulaires (Dns et Xds), en réponse a la formation de NETs.
Ces nucléases dégradent rapidement les NETs et permettent |'évasion de V. cholerae a ce mécanisme
antimicrobien (Seper et al. 2013). Des hypothéses ont également été émises sur l'utilisation de
catalases par certaines espéces bactériennes telles que Staphylococcus aureus pour inhiber la

formation de NETs en prévenant la production de ROS (Piau et al. 2008).

V.2 Résistance a la phagocytose des macrophages

V.2.1 Echappement a l'internalisation
Afin de ne pas étre éliminés par les phagocytes, certains pathogenes restent extracellulaires en
échappant a la reconnaissance par les phagocytes (Kenneth 2009). Pour inhiber I'attachement et/ou
I'internalisation par les cellules immunitaires, les bactéries peuvent synthétiser des capsules
polysaccharidiques pour empécher la reconnaissance ou exprimer a leur surface des protéines
inhibant la liaison avec les récepteurs (Flannagan, Cosio and Grinstein 2009 , Flannagan et al. 2012).
Par exemple, V. vulnificus est capable de sécréter une capsule qui peut le protéger de la phagocytose
par des lignées cellulaires de type Hela ainsi que de la reconnaissance par les protéines du

complément qui peuvent servir d’'opsonines (Genthner et al. 1999, Park et al. 2006).

Certaines bactéries pathogénes peuvent également former des biofilms pour échapper a la
phagocytose de cellules immunitaires. Il a été montré que Staphylococcus aureus, par exemple,
pouvait former des biofilms et créer des infections chroniques, résistantes aux antibiotiques et aux
défenses de I’'hote (Thurlow et al. 2011). Les biofilms sont des communautés bactériennes complexes
dans lesquelles les bactéries sont enchassées dans une matrice composée de polysaccharides, d’ADN
extracellulaire et de protéines. Lance et collaborateurs ont montré que les biofilms de S. aureus
formés dans des souris transgéniques sont capables d’éviter la phagocytose par les macrophages de

I’hote, en modifiant le profil d’expression de génes de ces cellules immunes (Thurlow et al. 2011).

D’autres pathogenes peuvent adopter des formes filamenteuses pour échapper a la phagocytose.
Une étude récente menée sur les formes filamenteuses de Legionella pneumophila a montré que la
filamentation permet a ces bactéries de dévier la phagocytose des macrophages. En effet, les formes
filamenteuses de ces bactéries vont retarder la fermeture de la coupe phagocytaire et modifier la
maturation du phagosome. Les endosomes et lysosomes vont alors fusionner avec la coupe
phagocytaire avant sa fermeture, ce qui va empécher I'action microbicide engendrée par ces fusions.

La filamentation de ces bactéries va donc ralentir la phagocytose, ce qui va avoir pour effet
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d’entraver |’action microbicide des macrophages (Prashar et al. 2013). Cette inhibition de la

phagocytose a également été observée suite a la filamentation d’E. coli (Moller et al. 2012).

V.2.2 Résistance a la digestion intracellulaire
Certaines bactéries pathogenes sont intracellulaires strictes ou facultatives, et peuvent parfois
utiliser les phagocytes comme niches réplicatives. Aprés leur internalisation, ces bactéries ont la
capacité de survivre et de se répliquer dans les phagocytes. Parmi les nombreux pathogenes
intracellulaires, il est possible de citer entre autres les bactéries des genres Mycobacterium,
Salmonella, Chlamydia, Brucella, Coxiella, Legionella, Shigella et Rickettsia (Figure 15) (Diacovich and
Gorvel 2010). Ces bactéries pathogenes peuvent survivre a la phagocytose soit en établissant une

niche réplicative dans une vacuole, soit en s'échappant dans le cytosol.

Exracellulaire

Endosome précoce  Recyclage des
endososmes

= i e
O

Fusion avec les com-
partiments de la
cellule hite

Cytosol

. Salmonelio spp.
a o \ —— @\’9 Endosome taralr
qul:rlation dela »/ -
wvoie d'endocytose 2
Coxiella spp.
Salmondla spp. | \ l
—Microtubules

OO0

o Erucella spp. Lysoscmes
o R

I'actine
e
~ 4 s %

Motillie basee sur

E= X -
& e Pad] + Franciscella spp.| | = Rickettsia spp.
&———’—\ Q « Shigella spp. « Shigella spp.
. = ER |sListeria spp. « Mycobacteurim
By 0 \ « Rickettsia spp. marinum
‘\ » Burkholderia spp.
O\ « Listeria spp.

Figure 15. Les pathogénes intracellulaires. La maturation du phagosome inclut de multiples interactions entre les
compartiments de I’endocytose. Le phagosome fusionne avec les lysosomes pour former la phagolysosome, ou se déroule
la digestion des particules phagocytées. Les pathogénes ont développé différentes stratégies pour empécher la dégradation
dans le phagolysosome. Ainsi, on distingue la lyse de la membrane du phagosome suivie de I'évasion dans le cytosol avec
|'évitement de I'autophagie; un retard de la maturation du phagosome facilitant le développement de la niche réplicative;
une déviation de la voie d’endocytose ; et une survie dans I'environnement hostile du phagolysosome. Adapté de Diacovich
and Gorvel, 2010.

V.2.2.1 Pathogénes cytosoliques
Ces bactéries pathogenes vont s'échapper du phagosome et se retrouver dans le cytosol ou elles
survivent et se multiplient. C'est le cas notamment de certaines especes bactériennes des genres
Shigella, Rickettsia, Chlamydia et Mycobacterium. Toutes ces bactéries utilisent pour cela des

effecteurs moléculaires qui different en fonction de I'espece bactérienne (Hybiske and Stephens
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2008). L'échappement de la vacuole par la bactérie a Gram négatif Shigella flexnerii se fait par la
formation de pores dans la membrane de la vacuole phagocytaire, grace aux protéines IpaB, IpaC et
IpaD produites par le systéme de sécrétion de type lll. (Schroeder and Hilbi 2008). Dans le cas de
Rickettsia prowazekii, la membrane de la vacuole phagocytaire va étre perturbée puis lysée par des
phospholipases D et/ou A2 (Whitworth et al. 2005). Les bactéries du genre Chlamydia vont utiliser la
protéolyse pour détruire la membrane de la vacuole phagocytaire puis rapidement apres la
membrane plasmique de la cellule. Ce processus lytique implique principalement des protéases a
cystéine (Hybiske and Stephens 2007). Il a également été récemment montré que Mycobacterium
marinum et M. tuberculosis étaient capables de s’échapper du phagosome. Pour cela, ces bactéries
nécessitent une protéine produite par le systéme de sécrétion de type VIl nommée ESX-1, qui va
causer la rupture de la membrane du phagolysosome (Simeone et al. 2012). La rupture de cette

membrane intervient apres survie et multiplication bactériennes dans la vacuole phagocytaire.

V.2.2.1.2 Pathogeénes intravacuolaires
De nombreux pathogenes intracellulaires survivent et se multiplient a l'intérieur des vacuoles de
phagocytose. Ces bactéries se protégent de l'acidification du phagosome et/ou des effecteurs
microbicides s'accumulent dans le phagosome au cours de sa maturation tels que les especes
réactives de I'oxygéne (ROS) et de I'azote (RNS) et les métaux (Cu, Zn). Pour cela, ces bactéries vont
empécher la fusion du phagosome avec les différents compartiments vésiculaires nécessaires a la
maturation du phagosome et/ou vont développer des systémes permettant la dégradation des

ROS/RNS et/ou I'efflux des métaux microbicides.

V.2.2.1.2.1 Altération de la maturation du phagosome

Afin de survivre et se répliquer, une grande partie des pathogenes intracellulaires ont développé des
moyens de bloquer ou de détourner la maturation du phagosome. Parmi ces pathogenes, on
retrouve par exemple M. tuberculosis (Philips 2008 , de Chastellier et al. 2009 , Diacovich and Gorvel
2010 , Soldati and Neyrolles 2012), Chlamydia trachomatis (Belland et al. 2003), Legionella
pneumophila (Bruggemann, Cazalet and Buchrieser 2006 , Isberg, O'Connor and Heidtman 2009 ,
Hilbi and Haas 2012 , Herweg et al. 2015) les bactéries des genres Salmonella (Knodler and Steele-
Mortimer 2003 , Diacovich and Gorvel 2010) et Brucella (Rittig et al. 2001 , Diacovich and Gorvel
2010).

M. tuberculosis bloque tot la maturation du phagosome. En effet, les vacuoles qui contiennent ces
bactéries présentent les caractéristiques du phagosome précoce et ne fusionnent pas avec les
endosomes et les lysosomes. Il a été montré que ces vacuoles retiennent la petite GTPase Rab5 et

excluent Rab7 et EEA1 (nécessaires a la fusion avec les endosomes). Les bactéries du genre
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Salmonella bloquent plus tardivement la maturation du phagosome en inhibant la fusion avec les
lysosomes, principalement en excluant la petite GTPase Rab7. Ces bactéries se maintiennent alors
dans un phagosome tardif (propriétés similaires aux endosomes tardifs) (Knodler and Steele-

Mortimer 2003).

Legionella pneumophila (Bruggemann et al. 2006) et les espéces de Brucella (Rittig et al. 2001)
détournent la machinerie des compartiments intracellulaires pour interagir avec le réticulum
endoplasmique. Les Brucella spp. dévient la voie d’endocytose pour aboutir a la fusion du
phagosome avec le réticulum endoplasmique (RE). Pour cela, ces bactéries modifient la composition
lipidique et protéique de la vacuole par un B-glucane cyclique, pour faciliter la fusion avec les
membranes du réticulum endoplasmique (Arellano-Reynoso et al. 2005). Les Legionella pneumophila
vont se développer dans un compartiment unique appelé “Legionella-containing vacuole” (LCV).Ces
LCVs ne vont pas fusionner avec les lysosomes mais vont communiquer avec des vésicules sécrétées
par le RE puis finalement interagir avec le RE lui-méme. Les effecteurs moléculaires nécessaires sont
sécrétés par le systeme de sécrétion de type IV de Legionella (Isberg et al. 2009 , Hilbi and Haas 2012,
Herweg et al. 2015).

V.2.2.1.2.2 Résistance aux ROS/RNS
Les phagocytes produisant des ROS et RNS suite a l'internalisation des micro-organismes, les
pathogeénes ont développé des mécanismes pour détoxifier les ROS et les RNS. La détoxification se
fait par des enzymes qui convertissent les ROS en des espéeces moins toxiques, en partie grace aux

catalases, superoxydes dismutases et peroxydases.

La résistance aux ROS/RNS se fait principalement grace a l'induction soit du systeéme OxyR soit du
systeme SoxR/S (Imlay 2013). Le systéme OxyR est activé suite a l'interaction du peroxyde
d’hydrogene (H202) avec des protéines OxyR. Une fois liées a I'H202, les OxyR vont agir comme
facteurs de transcription pour les membres du régulon OxyR, codant notamment des catalases et des
réductases péroxirédoxine (Aslund et al. 1999 , Choi et al. 2001 , Pomposiello and Demple 2001 ,
Imlay 2013). De la méme maniere, les homodimeéres de SoxR peuvent étre oxydés par des composés
redox auto-oxydables. Une fois oxydés, ces dimeres agissent comme facteurs de transcription pour
SoxS. Les protéines SoxS vont alors également agir comme facteurs de transcription sur les membres
du régulon SoxRS qui codent, entre autres, des superoxydes dismutases (Greenberg et al. 1990 ,

Pomposiello and Demple 2001 , Imlay 2013).
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Ces systémes de réponse au stress antioxydant sont retrouvés chez des pathogenes intracellulaires,
tels que V. cholerae, V. vulnificus, M. tuberculosis et des bactéries des genres Shigella, Salmonella.
Selon les pathogenes, l'importance de ces systémes pour la survie est variable. En effet, chez les
bactéries des genres Shigella, Salmonella, la délétion de ces systemes rend les bactéries plus
sensibles aux ROS mais n’affecte pas leur capacité a étre infectieuses (van der Straaten et al. 2001,
Daugherty, Suvarnapunya and Runyen-Janecky 2012). A l'inverse, ces systéemes de réponse au stress
oxydant, et particulierement oxyR, sont importants pour la pathogénicité de V. cholerae et V.
vulnificus. La mutation d'oxyR chez V. cholerae entraine un défaut de colonisation chez la souris
(Wang et al. 2012b) et cette méme mutation chez V. vulnificus entraine une réduction de la
cytotoxicité pendant l'infection (Kim et al. 2014). De plus, I'augmentation du niveau de SODs par
I'induction SoxR en présence de superoxyde serait essentielle a la virulence chez V. vulnificus (Kang,
Kim and Lee 2007). Chez V. vulnificus, les systémes antioxydants peuvent se déclencher également
en cas de choc thermique ou d'exposition a un pH acide (Kim et al. 2005 , Limthammahisorn, Brady

and Arias 2008).

Les superoxydes dismutases (SODs), produites notamment suite a l'activation systéme SoxRS,
transforment I'ion superoxyde (02-) en peroxyde d’hydrogéne (H202). Ces enzymes peuvent utiliser
comme cofacteurs soit le manganése (MnSOD), soit le fer (FeSOD), soit le cuivre et/ou le zinc (Cu/Zn
SOD). Les SODs sont retrouvées chez les pathogeénes intracellulaires des genres Salmonella (Linehan
and Holden 2003), Mycobacterium (notamment M. tuberculosis, M. leprae et M. segmatis) (Bartos,
Falkinham and Pavlik 2004), Vibrio (notamment V. shiloi, V. cholerae, V. mimicus, V.
parahaemolyticus et V. alginolyticus) (Shyu and Lin 1999 , Kimoto et al. 2001 Banni, 2003 #2483 ,
Gabbianelli et al. 2004) et chez E. coli (Imlay and Imlay 1996).

L'H202 produit par le phagosome ou généré par I'action des SODs bactériennes est aussi tres toxique
pour les bactéries. L'H202 peut alors étre réduit en H20 par des péroxyrédoxines ou
alkylperoxydereductase (Ahp) et/ou des catalases. Les Ahp font partie de la superfamille des
péroxydases a thiol (ou Tsa) et sont impliquées dans la détoxification de I'H,0, mais aussi du
peroxynitrite (ONOO) chez E. coli et chez des pathogénes intracellulaires tels que M. tuberculosis,
(Master et al. 2002) et les autres espéces de mycobactéries virulentes, Legionella pneumophila et les
Vibrio pathogenes V. vulnificus (Baek et al. 2009), V. parahaemolyticus (Wang et al. 2013a) et V.
cholerae (Davies et al. 2011). Deux familles de catalases ont été décrites chez les bactéries en
fonction de leur cofacteur : les catalases a héme, utilisant le fer, et les catalases a manganeése, les
plus répandues étant les catalases a heme. Les catalases ont un turn over plus rapide que les Ahp et
leur réle serait prédominant en cas d’exposition a de fortes concentrations de H202. En effet, les

catalases utilisent le fer Fes, ou le manganese Mn,, comme donneurs d’électrons alors que les Ahp
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utilisent le NADH (Seaver and Imlay 2001). Des catalases ont pu étre identifiées chez E. coli
(Heimberger and Eisenstark 1988), chez plusieurs especes de Mycobacterium, telles que M.
tuberculosis (Ng et al. 2004), chez Salmonella spp. (Hebrard et al. 2009) ainsi que chez V. cholerae
(Wang et al. 2012b).

V.2.2.1.2.3 L'homéostasie des métaux
Le cuivre et le zinc ont un réle important dans la dégradation des micro-organismes par le
phagosome. Les bactéries intracellulaires ont alors développé des systemes d'efflux et d'oxydation
du cuivre ainsi que des transporteurs de zinc. A l'inverse, la présence de fer et de manganése est
nécessaire aux bactéries intracellulaires pour le bon fonctionnement de leurs enzymes, telles que les
MnSOD et des FeSOD, impliquées dans la réponse anti-oxydante. Les bactéries intracellulaires

expriment alors des transporteurs permettant l'influx de fer et de manganeése.

a) Le cuivre

Pour le cuivre, les principaux systemes impliqués dans I’homéostasie des bactéries sont les ATPases,
les systemes RDN (résistance-nodulation-cell division) et les « multi-copper oxydases »
périplasmiques (Rademacher and Masepohl 2012). Chez les bactéries a Gram négatif, ces effecteurs
sont principalement régulés au niveau transcriptionnel par des systémes a un ou deux composants

dont la protéine senseur détecte la concentration en cuivre (Ma, Jacobsen and Giedroc 2009b).

Le systeme a un composant Cue existe chez de nombreuses bactéries a Gram négatif et repose sur la
protéine CueR, appartenant a la famille des protéines MerR. La protéine CueR comporte 3 domaines:
un domaine de liaison a I’ADN, un domaine de dimérisation et un domaine de liaison aux métaux
(Changela et al. 2003). CueR active la transcription de deux génes codant pour CopA, une ATPase de
type P localisée a la membrane interne, et pour CueO un multi-copper oxydase (Samanovic et al.
2012). Le systeme a deux composants CusRS permet également la régulation de I'efflux de cuivre
chez E. coli. CusS, situé a la membrane cytoplasmique, est capable de détecter le cuivre
périplasmique. Aprés avoir lié le Cu+, CusS active le régulateur transcriptionnel CusR par transfert de
phosphate qui a son tour active la transcription de I'opéron cusCFBA codant pour le systéme d'efflux

de type RND nommé CusABC (Gudipaty et al. 2012).

Les ATPases de type P, activées par I'hydrolyse de I’ATP, constituent le principal mécanisme d'efflux
de cuivre chez les bactéries (Rademacher and Masepohl 2012). Parmi les ATPases de type P les plus
étudiées, on peut citer CopA qui a été retrouvée chez E. coli et Salmonella spp. (Outten et al. 2001,
Espariz et al. 2007) ainsi que CtpV et CtpC retrouvées chez M. tuberculosis (Neyrolles, Mintz and
Catty 2013).
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Les systemes d’efflux de type RND (résistance-nodulation division cellulaire) sont utilisés par de
nombreuses bactéries pour controler leur concentration en cuivre et zinc intracellulaire (Franke et al.
2003). Parmi ces systemes RND, le systeme CusABC est I'un des plus étudiés chez E. coli (Rensing and
Grass 2003). Le systéme CusABC est composé d'une pompe localisée a la membrane interne CusA,
d'une protéine périplasmique CusB et d'une protéine CusC qui forme un canal au travers de I'espace
périplasmique jusqu’au milieu extérieur. Ce complexe peut exporter le cuivre grace a une protéine
chaperonne CusF qui lie le cuivre et le leur délivre (Loftin et al. 2005, Mealman, Blackburn and

McEvoy 2012).

En condition anaérobie, le Cu+est plus toxique que le Cuz+ (Macomber and Imlay 2009), les bactéries
peuvent alors utiliser des multi-copper oxydases capables d’oxyder le Cu+. Chez E. coli, comme chez S.
enterica serovar Typhimurium, la multi-copper oxydase impliquée dans I'homéostasie du cuivre est
nommeée CueO (cuprous oxidase). Ces enzymes périplasmiques oxydent leur substrat en utilisant des

équivalents ionisés de molécules d’oxygene (Outten et al. 2001).

b) Le zinc

Pour le zinc, les principaux systéemes impliqués dans I'efflux sont des ATPases de type ls, des
transporteurs de type CDF (Cation Diffusion Facilitator), RND (Resistance Nodulation Division) et MDF
(Membrane Diffusion Facilitator). Comme pour le cuivre, certains de ces transporteurs sont régulés
au niveau transcriptionnel par des protéines capables de répondre a la concentration en zinc (Ma et
al. 2009b). Il existe également chez les bactéries a Gram négatif des transporteurs de type ABC qui

permettent I'acquisition du zinc a la membrane interne.

L’efflux du zinc est contrélé par la protéine ZntR, un facteur de transcription appartenant a la famille
des protéines MerR, comme CueR. Une fois liée au zinc, ZntR va permettre I'expression d'une ATPase
(Wang, Hosteen and Fierke 2012a). Chez E. coli et M. tuberculosis, l'efflux de zinc se fait
principalement via des ATPases : respectivement une ATPase de type P nommée ZntA (Binet and
Poole 2000 , Wang and Fierke 2013) et ATPase nommeée CptV (Botella et al. 2011). Chez E. coli,
I'efflux de zinc peut également se faire grace au systeme d’efflux de type CDF nommé ZitB (Grass et

al. 2001).

L'influx de zinc est contrdlé par les facteurs de transcription Zur et SoxR. Une fois liées au zinc, I'une
ou l'autre de ces protéines va permettre I'expression des génes znuABC. (Li et al. 2009 , Warner and
Levy 2012). Le transporteur de type ABC, ZnuABC, qui transporte le zinc du périplasme vers le cytosol
permet l'influx de zinc chez E. coli et Salmonella spp. Le complexe ZnuABC est composé d’une
protéine périplasmique liant le zinc, ZnuA, d'une perméase membranaire ZnuB et d'une sous-unité

I’hydrolysant de I’ATPase ZnuC (Hantke 2005).
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clLe fer et le manganése

Le fer et le manganése sont requis pour le bon fonctionnement de certaines enzymes bactériennes
comme les MnSODs et des FeSODs, impliquées dans la réponse anti-oxydante. Les bactéries vont
donc importer ces métaux, notamment grace a des transporteurs de type ABC présents au niveau de
la membrane interne, des transporteurs appartenant a la famille NRAMP, des transporteurs de
sidérophores présents au niveau de la membrane externe et des systemes a 3 composants
dépendants de TonB (Goswami et al. 2001, Forbes and Gros 2003 , Braun 2001, Botella et al. 2012,
Chatfield et al. 2012, Portier et al. 2015).

Les concentrations en fer et en manganese vont donc étre finement contrélées chez les bactéries.
L'homéostasie du fer implique entres autres les régulateurs de transcription Fur retrouvés par
exemple chez E. coli (Chen et al. 2007b) et Legionella pneumophila (Cianciotto 2007). Une étude
récente a également mis en évidence, chez Legionella pneumophila, des transporteurs membranaires
de fer IroT nécessaires a la virulence de la bactérie pour les macrophages et pour les amibes (Portier
et al. 2015) et DtxR (Ma et al. 2009b), tous deux identifiés chez E. coli et retrouvés chez Salmonella
spp. DtxR réprime I'expression des systemes d’efflux MntH (famille NRAMP) et SitABCD (transporteur
ABC) suite a I'exposition de la bactérie a de fortes concentrations en manganése chez E. coli et

Salmonella spp. (Patzer and Hantke 2001 , Ikeda et al. 2005).

V.3 Résistance des Vibrio pathogenes aux hémocytes d'huitre

Chez I'huitre creuse Crassostrea gigas, |'origine infectieuse des mortalités estivales a été reliée au
virus OsHV-1 (Segarra et al. 2010) et a des Vibrio (Lacoste et al. 2001, Gay et al. 2004b , Gay et al.
2004a , Saulnier et al. 2010). La plupart des Vibrio colonisant les organismes marins sont des espéces
considérées comme commensales mais quelques espéces sont devenues des pathogénes
opportunistes. Ces différentes espéces pathogénes peuvent alors affecter les larves et/ou les
juvéniles ou les adultes (Beaz-Hidalgo et al. 2010 , Romalde et al. 2014). Les larves de C. gigas
peuvent étre affectées par des Vibrio du Clade Splendidus, des V. alginolyticus, et principalement par
des V. tubiashii (Jeffries 1982 , Beaz-Hidalgo et al. 2010). V. tubiashii, causant des nécroses
bacillaires, a en effet été isolé au cours de maladies survenues dans les écloseries de C. virginica
(Tubiash, Chanley and Leifson 1965 , Tubiash, Colwell and Sakazaki 1970) et de C. gigas (Estes et al.
2004, Travers et al. 2014). La mortalité d'huitres adultes a principalement été associée a des souches
de Vibrio aestuarianus (Labreuche et al. 2006b , Labreuche et al. 2006a , Garnier et al. 2008 , Saulnier
et al. 2009 , Labreuche et al. 2010), dont la virulence a été confirmée en infections expérimentales
(Garnier et al. 2008, Saulnier et al. 2009). Les naissains et les juvéniles sont particulierement affectés
par des Vibrio du clade Splendidus (Lacoste et al. 2001, Gay et al. 2004b , Gay et al. 2004a , Saulnier

et al. 2010). Ce clade présente une diversité génétique importante et de nombreuses souches ont été
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isolées et caractérisées lors de mortalités estivales (Lacoste et al. 2001 , Waechter et al. 2002 , Gay et
al. 20044, Saulnier et al. 2010). Toutes les souches de ce clade ne sont pas pathogénes pour I'huitre.
Une étude récente menée dans la lagune de Goro en ltalie s'est intéressée a l'occurrence, aux
variations temporelles et aux réservoirs environnementaux des Vibrio du clade Splendidus et de V.
aestuarianus (Vezzulli et al. 2015). Ces travaux ont montré la présence de ces pathogenes d'huitre
dans le sédiment, dans la colonne d'eau et associés au plancton ainsi qu'aux mollusques C. gigas et

Mytilus galloprovincialis tout au long de I'année (Vezzulli et al. 2015).

A ce jour, le seul Vibrio pathogene d'huitre pour lequel la résistance a la phagocytose des hémocytes
d'huitre a été entierement démontrée et caractérisée est V. tasmaniensis LGP32 (Duperthuy et al.
2011). Les Vibrio sont généralement considérés comme des pathogénes extracellulaires. En effet, la
pathogénicité de V. aestuarianus pour I'huitre semble étre principalement liée a la sécrétion d'une
métalloprotéase a zinc (Vam) (Labreuche et al. 2010). Des études ont également montré que les
pathogenes humains V. vulnificus et V. parahaemolyticus, transmis par les huitres, étaient capables
d’échapper a la phagocytose des hémocytes de I’huitre, notamment par encapsulation (Harris-Young
et al. 1995, Genthner et al. 1999, Canesi et al. 2002). Depuis quelques années, il a été montré que les
pathogenes humains V. cholerae et V. parahaemolyticus peuvent adopter des stades de vie
intracellulaire dans des phagocytes de I'environnement comme les amibes (Abd et al., 2005; Abd et
al., 2007) ainsi que dans les cellules épithéliales et les phagocytes professionnels de I'hote colonisé

(Ma et al. 2009a, de Souza Santos and Orth 2014).

V. tasmaniensis LGP32 est une souche du clade Splendidus qui a été isolée par Le Roux et
collaborateurs lors des épisodes de mortalités de 2004 (Gay et al. 2004b). Les récents progrées faits
dans la phylogénie moléculaire des Vibrionacées par Sawabe et al. (2013) a permis de renommer la
souche pathogene d’huitre V. splendidus LGP32 du clade Splendidus en V. tasmaniensis LGP32. Ce
pathogene intracellulaire facultatif, est un pathogene intravacuolaire qui va survivre dans le
phagosome, se multiplier puis lyser les hémocytes d'huitre (Duperthuy et al. 2011 , Vanhove et al.

2015a).

V.3.2 Internalisation du pathogéne V. tasmaniensis LGP32
Des travaux récents de notre équipe ont montré que V. tasmaniensis LGP32 est un pathogéne

intracellulaire facultatif et qu’il utilise I'invasion des hémocytes d’huitre comme une étape majeure
du processus infectieux (Duperthuy et al. 2011). La présence de la porine OmpU a la membrane
externe de V. tasmaniensis LGP32 est essentielle pour la virulence de ce pathogene (Duperthuy et al.
2010). En effet, des expériences d'infections expérimentales (in vivo) ont montré que les mutants de

V. tasmaniensis LGP32 délétés du gene codant la porine OmpU sont rendus non virulents, et que ceci
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est corrélé a leur incapacité a envahir les hémocytes d’huitres (Duperthuy et al. 2011). A l'inverse, la
souche sauvage de V. tasmaniensis LGP32 envahit les hémocytes de C. gigas, dans lesquels elle
survit. Dans ce processus, OmpU sert d’adhésine/invasine nécessaire a la reconnaissance de la
bactérie par la B-intégrine hémocytaire et a l'invasion de la cellule héte. En outre, la protéine
majoritaire du plasma d'huitre, la superoxyde dismutase extracellulaire Cg-EcSOD, est utilisée comme
une opsonine promouvant la phagocytose OmpU-dépendante via sa séquence RGD. Les travaux de
Duperthuy et collaborateurs ont montré d’une part que V. tasmaniensis LGP32 est un pathogéne
intracellulaire facultatif qui manipule les mécanismes de défense de I’h6te pour entrer et survivre a
I'intérieur des cellules immunitaires, et d’autre part que la porine OmpU est un déterminant majeur
de l'invasion des cellules hotes chez les especes de Vibrio. Ces travaux ont en effet montré que la
porine OmpU est utilisée par V. tasmaniensis LGP32 pour adhérer et envahir les hémocytes d'huitre
apres opsonisation par la protéine Cg-EcSOD du plasma d'huitre (Figure 16) (Duperthuy et al. 2011)
et que cette méme porine contribue a la résistance contre les AMPs de I’huitre, Cg-Def and Cg-BPI

(Duperthuy et al. 2010).
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Figure 16. Modeéle d’invasion des hémocytes de C. gigas par V. tasmaniensis LGP32.Le mécanisme d’invasion des
hémocytes par V. tasmaniensis est dépendant de la B-intégrine hémocytaire et fait intervenir OmpU en tant qu’adhésine, et
la protéine plasmatique Cg-EcSOD en tant qu’opsonine. Dans ce modele (1) OmpU de V. tasmaniensis LGP32 est reconnu
par la Cg-EcSOD qui va alors recouvrir la bactérie. (2) V. tasmaniensis LGP32 ainsi opsonisé est reconnu au niveau de la
membrane des hémocytes par la B-intégrine qui signalise l'internalisation de la bactérie. Une fois internalisé, V.
tasmaniensis LGP32 inhibe (3) la production de ROS et (4) la formation de vacuoles acides par les hémocytes. D’aprés
Duperthuy et al., 2011.

V.3.2 Survie et multiplication dans les cellules de I'h6te
Les bactéries internalisées montrent des capacités de survie intracellulaire et d’échappement aux
défenses de I’h6te en inhibant la formation de vacuoles acides et en limitant la production d'especes
réactives de lI'oxygéne et de I'azote (ROS/RNS) (Duperthuy et al. 2011). La résistance de V.

tasmaniensis LGP32 aux défenses de I'hGte semble également impliquer la production de vésicules
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de membrane externes (OMVs) lors de ses stades intracellulaires (Vanhove et al. 2015a). Les OMVs
constituent la fraction vésiculaire des produits de sécrétion extracellulaires (ECPs). Ces OMVs
contiennent des enzymes possiblement impliquées dans la virulence de la bactérie, comme des
métalloprotéases, des hémolysines, des sérines protéases et des phospholipases. Parmi ces enzymes,
la sérine protéase Vsp encapsulée dans les OMVs a un réle démontré dans la virulence de LGP32, en
infections expérimentales d’huitre. De plus, il a été montré que les OMVs de V. tasmaniensis LGP32
protegent la bactérie contre la polymyxine B dans un mécanisme de résistance dose-dépendant, basé
sur la titration (et non la dégradation) du peptide antimicrobien (Vanhove et al. 2015a). La sécrétion
d’OMVs apparait donc comme un mécanisme d’adsorption des AMPs permettant de limiter leur
interaction avec les bactéries elles-mémes. La mise en évidence de la sécrétion intracellulaire des
OMVs par LGP32 laisse supposer gu'elles puissent jouer un réle dans la survie de la bactérie dans le

phagosome des hémocytes (Vanhove et al. 2015a).

V.4 Résistance a la phagocytose des amibes

Les amibes libres se nourrissant notamment de bactéries qu’elles «broutent» a la surface des
biofilms, elles régulent de maniere importante les populations bactériennes de ces biofilms.
Cependant de nombreuses espéces bactériennes ont développé la capacité de survivre a ces
phagocytes professionnels, en résistant a la digestion intracellulaire et/ou en proliférant de maniére
importante dans I'amibe. Or les mécanismes permettant la résistance a la digestion par les amibes
sont fréquemment similaires a ceux permettant aux micro-organismes infectieux de résister a la
dégradation par les cellules immunitaires d'organismes supérieurs ; la conséquence en est que les
especes bactériennes qui ont développé des mécanismes de résistance a la digestion par les amibes
au cours de leur évolution sont aussi potentiellement pathogenes pour les organismes supérieurs.
Une partie de ces bactéries résistantes aux amibes sont des intracellulaires facultatifs pouvant étre
dispersés dans I'environnement lors de la lyse des amibes, par formation et sécrétion de vésicules ou
lors de I'enkystement des amibes (Marciano-Cabral 2004). Ces similarités entre les mécanismes de
virulence vis-a-vis des amibes et des eucaryotes supérieurs ont été largement démontrées pour les
especes bactériennes Legionella pneumophila (Cirillo et al. 1999, Cirillo, Falkow and Tompkins 1994 ,
Bouyer et al. 2007b , Anacarso et al. 2010) pour Mycobacterium avium (Cirillo et al. 1997 , Taylor et
al. 2003 , Amissah et al. 2014), pour Salmonella enterica Typhimurium (Wildschutte and Lawrence
2007) et également pour les Vibrio pathogenes humains : Vibrio cholerae et Vibrio mimicus (Abd et
al. 2007b , Sandstrom, Saeed and Abd 2010 , Abd et al. 2010). En effet, des études récentes ont
démontré que Vibrio cholerae peut adopter des stades intracellulaires dans les amibes
Acanthamoeba castellanii (Abd et al. 2007b) et Acanthamoeba polyphaga (Sandstrom et al. 2010).

Les amibes du genre Acanthamoeba sont fréquemment retrouvées dans les environnements
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aquatiques (eaux saumatres et eaux douces). De plus, ce genre amibien est fréquemment retrouvé,
en plus de Vibrio cholerae, dans les zones aquatiques ou il y a des épidémies de choléra. L'interaction
entre les amibes du genre Acanthamoeba et Vibrio cholerae a alors été étudiée (Abd et al. 2007b ,
Sandstrom et al. 2010). Ces études ont montré que les V. cholerae sont capables de survivre au
processus de phagocytose et de proliférer dans les amibes. Les bactéries intracellulaires sont
retrouvées dans des vacuoles cytoplasmiques au sein des amibes (Figure 17). La présence de ces
bactéries intracellulaires n'affecte pas la croissance amibienne, il est donc probable que les amibes
du genre Acanthamoeba soient des hoétes environnementaux pour V. cholerae (Sandstrom et al.
2010). L'amibe Acanthamoeba castellanii est également un réservoir environnemental potentiel pour
Vibrio mimicus, une bactérie aquatique responsable de gastro-entérites généralement liées a
I'ingestion de fruits de mer crus (Abd et al. 2010). Apres avoir été phagocyté, Vibrio mimicus est
capable de survivre en intracellulaire et est retrouvé dans le cytoplasme d'A. castellanii. Cependant,
si la croissance bactérienne est fortement augmentée en présence de I'amibe, le cycle de vie d'A.
castellanii n'est pas perturbé par cette interaction. En effet, la croissance amibienne n'est pas altérée
par la présence de V. mimicus intracellulaires et A. castellanii peut s'enkyster, sans que les Vibrio ne
soient relargués dans I'environnement. Les kystes vont alors protéger les V. mimicus intracellulaires

de I'’environnement et notamment des anitibiotiques (Abd et al. 2010).
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Figure 17. Localisation intracellulaire de V. mimicus CS-5 dans les amibes A. castellanii. Ces photographies ont été prises
en microscopie électronique. b, bactéries; n, noyau; v, vacuole; x, ectokyste; y, mesokyste; z, endokyste. A. Trophozoite
d’Acanthamoeba castellanii en absence de bactéries. B. Vibrio mimicus CS5 localisées dans le cytoplasme d’un trophozoite
d’A. castellanii, apres 1 jour de co-culture. C. Des V. mimicus CS5 sont aussi contenues dans des kystes d’A. castellanii, apres
1 jour de co-culture. D. Vibrio mimicus CS5 localisées dans le cytoplasme d’un trophozoite d’A. castellanii, apres 3 jours de
co-culture. E. Des V. mimicus CS5 sont aussi contenues dans des kystes d’A. castellanii, aprés 3 jours de co-culture. F. Un
prékyste d’A. Castellanii contenant des V. mimicus CS5 intracellulaires dans I'espace entre I'ectokyste et le mesokyste, aprés
3 jours de co-culture. D’aprés Abd et al, 2010

Une fois internalisées par les amibes, les bactéries peuvent éventuellement se multiplier en grand
nombre dans la cellule infectée et elles sont par ailleurs protégées vis-a-vis de I'environnement,
notamment contre I'action de traitements biocides auxquels sont résistants certains trophozoites
mais surtout les kystes amibiens (Thomas et al. 2004 , Abd et al. 2010). Les kystes sont extrémement
résistants aux températures élevées, a la dessiccation et a différents types de traitements biocides
(Coulon et al. 2010 , Thomas et al. 2010). lls peuvent donc former des niches ou des réservoirs

environnementaux pour diverses especes bactériennes.
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CHAPITRE II: RESULTATS

Section A.

Les hémocytes de C. gigas peuvent former des pieges d'ADN
extracellulaire, contenant des histones antimicrobiennes.

Des résultats préliminaires obtenus dans notre équipe indiquaient la présence d’histones
antimicrobiennes en quantité importante dans les branchies d’huitres C. gigas infectées par V.
tasmaniensis LGP32 (SCHMITT 2010).Cependant, leur caractérisation biochimique était incomplete et
leur spectre d’activité antimicrobienne n’avait pas été étudié. Nous avons alors dans un premier
temps purifié ces antimicrobiens a partir de branchies d'huitres puis les avons caractérisés par
spectrométrie de masse. De maniére trés intéressante, cette accumulation d'histones dans les
branchies d'huitres infectées était corrélée avec une infiltration cellulaire massive au niveau de ces
tissus, laissant penser que les hémocytes infiltrants pourraient jouer un réle important dans la

réponse immunitaire au niveau des tissus (Figure 18).
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Figure 18. Infiltration hémocytaire dans des branchies d'huitres infectées avec V. tasmaniensis LGP32. A et B : coupes
histologiques d'huitres non stimulées (A) et d'huitres infectées pendant 24h avec V. tasmaniensis LGP32 (B). La coloration
hématoxyline-éosine montre une infiltration massive dans les branchies d'huitres infectées avec V. tasmaniensis LGP32.

Chez les vertébrés, des histones antimicrobiennes ont récemment été associées a des pieges
d'ADN extracellulaire formé par les neutrophiles (NETs pour Neutrophil Extracellular Traps)
(Brinkmann et al. 2004). Les especes réactives de |'oxygene jouent un réle central dans la formation

de ces NETs (Papayannopoulos and Zychlinsky 2009 , Amulic and Hayes 2011, Remijsen et al. 2011b,

78



Remijsen et al. 2011a). Toutefois, chez I'huitre C. gigas, si la production d'espéces réactives de
I'oxygéne a été démontrée comme une puissante réponse immunitaire des hémocytes (Bachere et
al. 2004), aucune étude n'avait été menée sur la capacité des hémocytes a former des pieges d'ADN
extracellulaire (ETs). L'existence méme d’un tel phénomene chez les Lophotrochozoaires n’avait

d’ailleurs jamais été rapportée.

Principaux résultats

Nous avons ici étudié la formation d’ETs chez I'huitre Crassostrea gigas en mettant en ceuvre
une approche biochimique couplée a une approche cellulaire s’appuyant sur des expériences in vivo

et in vitro.

Nous avons tout d'abord montré que des histones antimicrobiennes s'accumulent dans les
tissus de C. gigas suite a une blessure ou a une infection. Ces histones ont été purifiées par HPLC de
phase inverse a partir de branchies d'huitre infectées avec V. tasmaniensis LGP32 pendant 24h ou
blessées par piqlre stérile. L'analyse par spectrométrie de masse a permis de dire qu'il s'agissait
majoritairement d'histones H1 et H5. Nous avons également montré que ces histones exercent une

action antimicrobienne sur des bactéries a Gram positif et Gram négatif.

L'accumulation des histones antimicrobiennes dans les tissus étant corrélée a une infiltration
massive des hémocytes, nous avons développé une approche cellulaire en mettant en contact des
hémocytes et des V. tasmaniensis LGP32, afin de voir si ces cellules pouvaient libérer des structures
similaires aux NETs. Nous avons alors mis en évidence la formation rapide, par les hémocytes de C.
gigas, de pieges d'ADN extracellulaire (ETs) dans lesquels des bactéries sont piégées. Ces ETs ont
été observés aprés 1h de mise en contact des hémocytes avec V. tasmaniensis LGP32, a la fois en
microscopie a épifluorescence, apres marquage de I'ADN extracellulaire au Sytox Green et en
microscopie confocale aprés marquage des acides nucléiques totaux au DAPI et des membranes
cellulaires a la WGA-TRITC. Nos images de microscopie confocale ont aussi permis de mettre en

évidence la présence de bactéries piégées a l'intérieur des ETs.

Nous avons également démontré que les ETs de C. gigas étaient associés aux histones H5
antimicrobiennes isolées des tissus. Des plages d'histones H5 ont été observées autour des ETs,
grace a des anticorps que nous avons fait produire pour étre spécifiques des protéines
antimicrobiennes isolées des branchies de C. gigas. Ces plages d'histones nous ont alors permis de
développer une méthode de quantification de la formation des piéges d'ADN extracellulaire, en

adaptant un protocole mis au point sur les NETs de vertébrés. Cette méthode de quantification nous
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a alors permis de montrer la dépendance de la formation des ETs a la production d'espéces
réactives de I'oxygene (ROS) et sa non-spécificité aux agents pathogénes. Nous avons en effet
observé le méme taux de formation des ETs en incubant les hémocytes de C. gigas avec V.
tasmaniensis LGP32, avec d'autres bactéries a Gram positif et négatif et avec du zymosan. De plus,
nous avons pu montrer que le taux de formation des ETs était similaire aux hémocytes controle
lorsque les hémocytes étaient prétraités avec un inhibiteur de la production de ROS, avant de les
mettre en contact avec les différents agents microbiens. Ces résultats démontrent ainsi I'implication

de la production des ROS dans la formation des ETs de C. gigas.

Enfin, nous avons pu observer la présence d'ETs in vivo, suite a une blessure ou a une
infection. Nous avons en effet mis en évidence par microscopie confocale la présence de filaments
d'ADN extracellulaire sur des coupes histologiques de muscle d'huitres infectées avec LGP32 ou
piquées stérilement. Ces filaments ont été observés dans des zones fortement infiltrées en
hémocytes, au niveau du tissu interstitiel situé entre les fibres musculaires, en périphérie de la
blessure créée par l'aiguille. De plus, grace a la reconstruction en 3 dimensions des coupes
histologiques étudiées, nous avons confirmé la présence de cellules intactes au-dessus et en dessous
des ETs, indiquant que ces filaments d'ADN ne sont pas dus a des dommages faits aux noyaux

pendant la préparation des coupes.

En conclusion, cette étude a permis de démontrer I|'existence, chez C. gigas, d'un

mécanisme antimicrobien encore inconnu, conservé au sein du réegne animal.

Lors de ces travaux nous avions testé une autre méthode de quantification des ETs, par suivi
de la quantité d'ADN extracellulaire a l'aide de Sytox Green. Cette méthode, mise au point sur notre
modele pendant cette these, ne s'est pas révélée assez sensible pour suivre la formation des ETs.
Elle a cependant été utilisée par les membres de I'équipe pour quantifier la lyse des hémocytes,

notamment due a la cytotoxicité de V. tasmaniensis LGP32 (annexe I).

Publication 1:

Les résultats de ces travaux sont présentés dans la publication 1:
Aurore C. Poirier, Paulina Schmitt, Rafael D. Rosa, Audrey S. Vanhove, Sylvie Kieffer-Jaquinod, Tristan
P. Rubio, Guillaume M. Charriere and Delphine Destoumieux-Garzén, 2014, "Antimicrobial histones

and DNA traps in invertebrate immunity: evidences in Crassostrea gigas.") Biol Chem.

289(36):24821-31. doi: 10.1074/jbc.M114.576546. Epub 2014 Jul 17.
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Background: How antimicrobial histones participate in invertebrate defense was still unclear.
Results: Upon injury or infection, oyster immune cells release antimicrobial histones and extracellular DNA traps in a ROS-

dependent manner.

Conclusion: DNA traps are involved in the defense of Lophotrochozoa. Their mechanistic bases are shared with vertebrates.
Significance: This is a novel mechanism in the evolutionary conserved invertebrate immune arsenal.

Although antimicrobial histones have been isolated from multi-
ple metazoan species, their role in host defense has long remained
unanswered. We found here that the hemocytes of the oyster Cras-
sostrea gigas release antimicrobial H1-like and H5-like histones in
response to tissue damage and infection. These antimicrobial his-
tones were shown to be associated with extracellular DNA net-
works released by hemocytes, the circulating immune cells of
invertebrates, in response to immune challenge. The hemocyte-
released DNA was found to surround and entangle vibrios. This
defense mechanism is reminiscent of the neutrophil extracellular
traps (ETs) recently described in vertebrates. Importantly, oyster
ETs were evidenced in vivo in hemocyte-infiltrated interstitial tis-
sues surrounding wounds, whereas they were absent from tissues
of unchallenged oysters. Consistently, antimicrobial histones were
found to accumulate in oyster tissues following injury or infection
with vibrios. Finally, oyster ET formation was highly dependent on
the production of reactive oxygen species by hemocytes. This
shows that ET formation relies on common cellular and molecular
mechanisms from vertebrates to invertebrates. Altogether, our
data reveal that ET formation is a defense mechanism triggered by
infection and tissue damage, which is shared by relatively distant
species suggesting either evolutionary conservation or convergent
evolution within Bilateria.
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Histones play an essential role in the organization and
architecture of the chromatin, and their post-translational
modifications are essential to gene regulation (1). Since 1942
(2), histones have been shown to display antimicrobial activ-
ities against bacteria, fungi, viruses, and protozoa (3). In Pro-
tostomia, antimicrobial histones have been isolated from the
shrimp Litopenaeus vannamei (4), the scallop Chlamys far-
reri (5), the abalone Haliotis discus discus (6), and recently
the oyster Crassostrea virginica (7, 8). However, the mecha-
nisms facilitating histone release, which is a prerequisite for
their antimicrobial activities on potential pathogens, has
long remained unidentified.

In 2004, a new antimicrobial mechanism relying on the
release, by mammalian neutrophils, of extracellular DNA-car-
rying histones and granular antimicrobial proteins bound to the
decondensed nucleic acids was uncovered (9). More recently,
those extracellular traps (ETs)> have been observed to form
massively in infected tissues by intravital microscopy, demon-
strating further their role in host defense (10). ETs can be
released in response to bacteria, fungi, parasites, and viruses (9,
11, 12), to microbe-associated molecular patterns such as
lipopolysaccharide (LPS), and to host inflammatory signals
associated with tissue damage such as interleukin-8 (9) and
tumor necrosis factor (13). ETs were reported to entrap bacte-
ria, fungi, and parasites (9, 11, 12) and to kill them by their
content in antimicrobial peptides/proteins including histones,
bactericidal permeability-increasing proteins, and hydrolases
(9, 12, 14-16). However, some bacteria such as Streptococcus
pneumoniae, Mycobacterium tuberculosis, and group A Strep-
tococci are found entrapped into ETs without being killed (17,

® The abbreviations used are: ET, extracellular trap; ROS, reactive oxygen spe-
cies; PMA, phorbol myristate acetate; MIC, minimum inhibitory concentra-
tion; DPI, diphenylene iodonium chloride; WGA, wheat germ agglutinin;
TRITC, tetramethylrhodamine isothiocyanate; SSW, sterile seawater;
DAMP, damage-associated molecular pattern; HMG, high mobility group;
CIP, Collection de l'institut Pasteur.
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FIGURE 1. Antimicrobials accumulate in oyster gills 24 h after infection or injury. Reversed-phase HPLC was performed on gill extracts from non-injected
oysters (black line), SSW-injected oysters (green line), and V. tasmaniensis LGP32-injected (LGP32-injected) oysters (purple line) using a 0-80% acetonitrile
gradient (dotted line) developed over 90 min, on a UP50DB-25QS column. Absorbance at 225 nm (continuous lines) showed an increase in intensity for the
fractions eluted at 36% of acetonitrile in LGP32-injected (LGP32-36) and SSW-injected oysters (SSW36) and for the fraction eluted at 37% of acetonitrile in
LGP32-injected oysters (LGP32-37). Purple and green oblongs show antimicrobial fractions in LGP32-injected and SSW-injected oysters, respectively. LGP32-36,
LGP32-37,and SSW36 were the only fractions showing antimicrobial activity against S. aureus SG511. The molecules found by LC-MS/MS in active fractions are

displayed with arrows.

18). ETs can then play two important roles in the control of
infections, first by entrapping microbes and preventing their
dissemination, and second by concentrating antimicrobials and
potentially killing microbes (10, 16, 19).

Although ET's have been well studied in vertebrates (Deuter-
ostomia) over the past decade, studies on invertebrates have
remained sparse and limited to arthropods (Ecdysozoa, Proto-
stomia). In 2008, a first report suggested that extracellular
nucleic acids enhance immunity and induce hemolymph coag-
ulation in Galleria mellonella (20). More recently, an in vitro
study showed that hemocytes from the shrimp L. vannamei
release ETs able to entrap bacteria upon challenge with LPS,
phorbol myristate acetate (PMA), or bacteria (21). To the best
of our knowledge, clear evidences of ETs formation ixn vivo and
characterization of the underlying mechanisms have not been
reported yet in any invertebrate.

Here we performed a comprehensive study on DNA extra-
cellular traps in the defense of a lophotrochozoan, the oyster
Crassostrea gigas. Our work reveals that C. gigas hemocytes
form ETs associated with antimicrobial histones both in
vitro and in vivo, in response to infections and tissue damage,
and that these ET's can entrap bacteria. By using a quantita-
tive approach, we also show that similar to vertebrate neu-
trophils, oyster hemocytes require the production of reactive
oxygen species to release ETs. Altogether, our data reveal
that C. gigas, a lophotrochozoan, uses ET formation as
defense mechanism that can be triggered by infection and
tissue damage. From this study, this defense mechanism is
shared by distant species among the main branches of the
Bilateria.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Cationic Protein Extraction from C. gigas Tissues—C. gigas
adult oysters were carved in the dorsal side of the shell with
a small notch and acclimated for 5 days in seawater tanks.
Then, 16 oysters were challenged by injection in the adduc-
tor muscle of 100 ul of Vibrio tasmaniensis LGP32 (1 X 107
CFU/oyster), an oyster pathogen (22) recently assigned to
V. tasmaniensis within the Splendidus clade (23). After 24 h,
gills were dissected, frozen at —80 °C, and ground to fine
powder. Gill powder was resuspended in 5% acetic acid and a
mixture of protease inhibitors (Sigma). After sonication,
proteins were acid-extracted for 3 h at 4 °C and centrifuged
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twice at 13,000 X g, 4 °C, 30 min. pH was adjusted to 6.8
before the addition of a cation exchange resin (CM Macro-
Prep, Bio-Rad). After overnight incubation at 4 °C, the resin
was washed with 25 mm ammonium acetate, pH 6.8, and
proteins were eluted twice with 1% TFA in ultrapure water.

Purification of Antimicrobial Proteins—Cation exchange
extracted proteins were fractionated on a C18 reversed-phase
HPLC column (UP50DB 25QS, 5 wm, 250 X 2.0 mm, Inter-
chim) using a linear gradient of 0% to 80% acetonitrile in
0.05% trifluoroacetic acid (TFA) over 90 min at a flow rate of
0.7 ml/min. Fractions were dried under vacuum, dissolved in
ultrapure water, and tested for antibacterial activity against
Staphylococcus aureus SG511. Antimicrobial fractions were
purified by a second step of reversed-phase HPLC (X-bridge
BEH130, 4.6 mm x 150 mm, Waters) using a biphasic gradi-
ent of 0-26% and 26 —46% acetonitrile in 0.05% TFA over 5
and 80 min at a flow rate of 0.25 ml/min. Fractions were
dried under vacuum, dissolved in ultrapure water, and tested
for antimicrobial activity.

Protein Identification—Purity of active fractions was assessed
by MALDI-TOF-MS, while sequences were obtained by nano-
LC-MS/MS after digestion with trypsin or V8 endopeptidase.
LC-MS/MS spectra were analyzed using the automated Mas-
cot algorithm (Matrix Science Ltd., London, UK), and
homology searches of the purified protein sequences were
performed using a Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) search on the National Center for Biotechnology
Information (NCBI) server (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).
Results were validated by the software IRMa (Mascot Results
Interpretation). Sequence alignment was performed with the
ClustalW2 tool of European Bioinformatics Institute server
(EBI).

Antimicrobial Assays—Antibacterial activity of HPLC frac-
tions was assayed against the Gram-positive Micrococcus lyso-
deikticus Collection de linstitut Pasteur (CIP) 5345, Bacillus
megaterium CIP 66.20, S. aureus SG 511, as well as the Gram-
negative Escherichia coli SBS363 and V. tasmaniensis LGP32.
Minimum inhibitory concentrations (MICs) were determined
in poor broth (1% Bacto-Tryptone, 0.5% NaCl w/v, pH 7.5)
medium by the liquid growth inhibition assay as described pre-
viously (24). Poor broth was supplemented with 2.9% NacCl for
the marine V. tasmaniensis. Incubation was performed for 18 h
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under shaking (150 rpm) at 30 °C for M. lysodeikticus and
B. megaterium, at 37 °C for S. aureus and E. coli, and at 20 °C for
V. tasmaniensis. Growth was monitored by optical density at
620 nm on a microplate reader infinite M200 (Tecan).
Induction of Extracellular Traps—Hemolymph withdrawn
from the oyster pericardial cavity was kept on ice before
plating hemocytes on 13-mm glass coverslips in 24-well cul-
ture plates at 2.5 X 10° cells/cm® One h after plating, ET
formation was induced by adding V. tasmaniensis LGP32,
V. tasmaniensis LMG20012T, Brevibacterium stationis CIP
101282 ,or Zymosan particles to hemocytes at a multiplicity
of infection of 50:1. Plates were centrifuged for 5 min at
500 X g to synchronize binding and further incubated at
20 °C for 30 min, 1 h, or 2 h. To assess the involvement of
reactive oxygen species (ROS) in ET formation, hemocytes
were pretreated with 10 uM diphenylene iodonium chloride
(DPI, Sigma) for 1 h before microbial challenge. For micros-
copy analyses of living cells, 0.5 um Sytox Green nucleic acid
stain (Molecular Probes) was added to hemocytes. Live
imaging was performed on an Axiovert 200M Zeiss inverted
microscope. For other experiments, cells were fixed with 4%
paraformaldehyde and then permeabilized with 0.01% Tri-
ton X-100 for 10 min and stained with 1.25 pg/ml DAPI
(Sigma) and either 16.5 nm phalloidin-Alexa Fluor 488
(Molecular Probes) or 2 ug/ml wheat germ agglutinin
(WGA)-TRITC (Sigma). Immunostaining was performed
with a rabbit anti-H5-like histone antibody generated
against the NH,-TPKPAKAKKAAKPKKPASHC-COOH

TABLE 1
MICs of native H1-like histone (GenBank EKC17653)
MIC
M
M. lysodeikticus CIP 53.45 0.7
B. megaterium CIP 66.20 0.18
S. aureus SG511 0.7
E. coli SBS363 0.7
V. tasmaniensis LGP32 >0.7
TABLE 2
Estimated MIC of the LGP32-36 HPLC fraction
MIC“
M
M. lysodeikticus CIP 53.45 0.35
B. megaterium CIP 66.20 0.35
S. aureus SG511 0.7
E. coli SBS363 0.7
V. tasmaniensis LGP32 >0.7

“ MICs were determined in pg/ml and converted into um considering an average
molecular mass of 20176 Da (Fig. 2).
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peptide conjugated to Keyhole limpet hemocyanin (KLH)
(Proteogenix). Fixed and permeabilized hemocytes were first
incubated for 45 min in 50 mm NH,Cl and then for 20 min in
PBS containing 5% BSA. Then, 20 ug/ml antibody dissolved
in PBS containing 5% BSA was added to coverslips and incu-
bated for 1 h. After three washes in PBS, 10 ug/ml anti-rabbit
secondary antibody coupled to Alexa Fluor 488 was added
and incubated for 1 h. Coverslips were then washed, stained
with DAPI, and mounted with fluorescent mounting medium
(DAKO).

Monitoring of Reactive Oxygen Species Production—Hemo-
cytes freshly withdrawn from oysters were plated on a 96-well
plate at a density of 6 X 10° cells/cm®. After 1 h of incubation at
17 °C to let the cells settle down, the wells were washed with
sterile seawater (SSW) and incubated for 1 h in SSW supple-
mented with 1 um luminol (Sigma). Then, zymosan particles (at
a multiplicity of infection of 50:1) or PMA (at a final concentra-
tion of 1 uMm, Sigma) were quickly added, and the plate was
immediately placed into a microplate reader infinite M200
(Tecan) to quantify the luminescence emission every 2 min for
2 h. To inhibit ROS production, 10 uM DPI was added to hemo-
cytes 1 h before the addition of ROS inducers (PMA or
zymosan).

Histology—Whole oysters were fixed with Davidson’s fixative
for 42 h. After dissection, muscles and gills were embedded in
paraffin. Histological sections and hematoxylin-eosin staining
were performed at the technical platform of RHEM (Réseau
d’Histologie Expérimentale de Montpellier UMS3426 CNRS,
US9 INSERM, University Montpellier 1 and 2). After rehydra-
tation, histological sections were permeabilized with 0.01% Tri-
ton X-100 for 10 min, washed three times in PBS, and stained
with 0.25 pug/ml DAPI for 1 h. After three washes in PBS, cov-
erslips were mounted over histological sections with fluores-
cent mounting medium (DAKO).

Image Acquisition and Extranuclear Histone Quantification—
Histological sections stained with DAPI; coverslips labeled
with DAPI, WGA-TRITC, and phalloidin were observed
with 40X or 63X objectives, and images were captured using
a Leica TCS SPE confocal scanning laser microscope.
Extranuclear histones were quantified on hemocytes immu-
nostained with anti-H5-like histone antibody and counter-
stained with DAPI using a method adapted from Brinkmann
et al. (25). Briefly, for every conditions, 80 images were taken
randomly over the entire surface of the coverslip (covering
more than a thousand hemocytes) using a 40X objective on
a Zeiss Axio Imager upright fluorescence microscope
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FIGURE 2. Mass spectrometry analysis of antimicrobial HPLC fractions. MALDI-TOF spectra were acquired on the antimicrobial fractions issued from two
rounds of reversed-phase HPLC. The SSW36 fraction (green) is pure, showing single-, double-, and triple-charged ions of one single molecule (molecular mass
M2) at MH* = 20,749.7 Da. The LGP32-36 fraction (blue) contains two molecular species, showing ions of one major molecule (molecular mass M1) at MH* =
19,603.8 Da and ions of a minor molecule at MH™ = 20,750.7 Da also found in SSW36. The LGP32-37 fraction (red) is pure, showing ions of one single molecule
(molecular mass M3) at MH" = 20,626.8 Da. a. u., arbitrary units.
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FIGURE 3. Alignment of LC-MS/MS sequenced peptides with the full-length sequences of H1- and H5-like histones and HMGB1. A-D, H1-like histone (A),
H5-like histone (B), putative H1-like histone (C), and HMGB1 (D) full sequences were aligned with LC-MS/MS peptides. Black arrows indicate peptides obtained
after endopeptidase V8 digestion, and gray arrows indicate for peptides obtained after trypsin digestion. Sites of acetylation observed by LC-MS/MS are

displayed above the sequences.

equipped with an AxioCam MRm 2 digital microscope cam-
era. The image files were then analyzed with FIJI software
(26). For every image, the DAPI-stained nuclei of hemocytes

85 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

were counted. The total area revealed by anti-H5-like his-
tone staining and the total area revealed by DNA staining
DAPI-staining were measured in wm?®. The area occupied by

U

SASBMB  VOLUME 289+ NUMBER 36+ SEPTEMBER 5, 2014

GT0TZ ‘0T Arenuef uo SYND e /3107 0q[ mmm//:diy woy papeoumoq


http://www.jbc.org/
85


extranuclear histones only was obtained by subtracting the
DAPI-stained area to the anti-H5-like histone stained area.
The area of extranuclear histones was finally divided by the
number of counted hemocytes (nuclei) to normalize on
hemocyte density (um?/cell).

RESULTS

Antimicrobials Accumulate in Oyster Gills 24 h after Infec-
tion or Injury—Antimicrobial peptides/proteins were isolated
from gills of oysters 24 h after an intramuscular injection of
V. tasmaniensis LGP32 (LGP32) or SSW. For that, the dissected
gills were subjected to acid extraction, cation exchange chro-
matography, and reversed-phase HPLC. Gills of non-injected
oysters were used as a negative control. Two absorbance peaks
strongly increased upon injection (Fig. 1). The corresponding
HPLC fractions were the only fractions showing antimicrobial
activity against S. aureus SG511 (Fig. 1, Tables 1 and 2). Two
were isolated from LGP32-injected oysters (LGP32-36 and
LGP32-37), and one was isolated from SSW-injected oysters
(SSW36). No antimicrobial activity could be recorded in any
fractions isolated from non-injected oysters.

After a second reversed-phase HPLC step, the active frac-
tions were analyzed by MALDI-TOF mass spectrometry (Fig.
2). The SSW36 fraction contained one single molecule with a
measured molecular mass of 20,748.7 Da. The LGP32-36 frac-
tion contained two molecules: a major one of 19,602.8 Da and a
minor one of 20,749.7 Da, similar to that found in the SSW36
fraction. Finally, the LGP32-37 fraction contained one single
molecule of 20,625.8 Da (Fig. 2).

HI- and HS-like Histones Are the Major Antimicrobials of
Challenged Oyster Gills—The SSW36, LGP32-36, and LGP32-
37 antimicrobial fractions were analyzed further by LC-MS/MS
after trypsin and endopeptidase V8 digestion. Histones were
found in all three fractions (Fig. 1). An H5-like histone (Gen-
Bank™ EKC36743) present in the three fractions was identi-
fied with a coverage of 81.6% (Fig. 34). From the molecular
mass measured by MALDI-TOF on the LGP32-36 fraction
(19,602.8 Da) (Fig. 2) and from the modifications observed by
MS/MS sequencing (Fig. 3), it could be deduced that it lacks its
N-terminal methionine (—131 Da) and carries one lysine acety-
lation (+42 Da) (calculated mass = 19,601.8 Da). An H1-like
histone (GenBank EKC17653) only found in LGP32-36 and
SSW-36 was identified with a coverage of 57.1% (Fig. 3B). This
lower coverage prevented its post-translational status to be
established accurately. Finally, traces of a putative histone H1
(GenBank EKC28013) and an high mobility group 1 domain
protein (HMGB1, GenBank AGH28093) were found in the
LGP32-37 fraction (Figs. 1 and 3, C and D). Interestingly, this
accumulation of antimicrobial histones in oyster tissues in
response to damage/infection (Fig. 1) correlated with hemocyte
infiltration in gill tissue (Fig. 4). This suggests that H1-like and
H5-like antimicrobial histones could be brought by hemocytes.

Opyster Histones Present Potent Antibacterial Activity—Due
to minute amounts of native proteins purified to homogeneity
from oyster tissues, only the Hl-like histone (isolated from
SSW36) was tested for antimicrobial activity in a low range of con-
centrations (0—0.7 um). Potent activities were observed against
M. lysodeikticus CIP 53.45, S. aureus SG511, E. coli SBS363, and
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FIGURE 4. Hemocyte infiltration in gills of LGP32-infected oysters. Aand B,
histological sections of gills of unchallenged oyster (A) and of oysters infected
for 24 h with V. tasmaniensis LGP32 (B). Hematoxylin-eosin staining shows a
major hemocyte infiltration in gills of oyster infected with V. tasmaniensis
LGP32.

FIGURE 5. Living oyster hemocytes release extracellular DNA upon bac-
terial challenge. A-D, cultures of unchallenged hemocytes (A and B) and
hemocytes challenged for 45 min with V. tasmaniensis LGP32 (C and D) were
stained with Sytox Green and observed by epifluorescence microscopy to
reveal extracellular DNA and dead cell nuclei. B and D, bright field images
acquired to visualize total cells were merged to epifluorescence images. C
and D, extracellular DNA networks (yellow arrowheads) were observed in
areas where cells are dead (orange arrowheads) after V. tasmaniensis LGP32
challenge only.

B. megaterium CIP 66.20 with MICs < 0.7 uM but not against
V. tasmaniensis LGP32 (Table 1). The MICs estimated for
LGP32-36, which contains the H5-like histone together with low
amounts of H1-like histone, were also in the low micromolar range
against most of the tested strains (Table 2).

Opyster Hemocytes Release DNA Extracellular Traps in
Response to Bacterial Challenge—To identify the defense
mechanism by which histones are released in oyster tissues,
oyster hemocytes were challenged with LGP32 in vitro. The
cell-impermeant nucleic acid dye, Sytox Green, added to the
primary cultures revealed clusters of permeabilized cells and
extracellular DNA only 45 min after LGP32 challenge,
whereas most of the hemocytes remained unstained (Fig. 5,
C and D). In control hemocytes, permeabilized cells were
rarely detectable without any visible extracellular DNA (Fig.
5, A and B). To get higher imaging resolution of the extra-
cellular DNA structures, confocal microscopy was per-
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FIGURE 6. Oyster hemocytes release DNA extracellular traps in which bacteria are entrapped. A and B, DNA ETs released by oyster hemocytes challenged
for 1 h with V. tasmaniensis LGP32. Confocal microscopy images were acquired after staining of DNA with DAPI (blue) and filamentous actin with phalloidin-
Alexa Fluor 448 (green). A, projections of a z stack and a y stack made from 20 confocal sections. An extracellular DNA ET can be observed extending from 5 to
10 um above the layer of adherent hemocytes (yellow arrowhead). B, an upper confocal section depicting the longest ET observed in the preparation. Cand D,
bacteria entrapped in ETs of hemocytes challenged for 1 h with V. tasmaniensis LGP32. Confocal microscopy images were acquired after staining of DNA with
DAPI (blue) and cellular membranes with WGA-TRITC (red). C, projections of a z stack and a y stack made from 125 confocal sections. ETs stained with DAPI
(yellow arrowheads) were observed in areas with a high bacterial density and extending up to 10 wm above adherent hemocytes. D, bacteria were found
entrapped in ETs (white arrowheads), as revealed by their blue nucleic acid staining (DAPI) and red membrane staining (WGA-TRITC) on one representative

confocal section of 0.2-um thickness. See Online supplement 1 for full z-stack.

formed. Extracellular networks of DNA filaments were
observed 1 h after LGP32 challenge. They were found to
extend 5-10 wm above the hemocyte monolayer whose actin
cytoskeleton was stained with fluorescent phalloidin (Fig. 6,
A and B). To determine whether vibrios could be entrapped
into the extracellular DNA, confocal three-dimensional
imaging was performed at a higher magnification after stain-
ing the bacterial cell wall with the WGA-TRITC lectin.
Numerous vibrios were found entrapped in these extracellu-
lar DNA networks as shown on a representative confocal
section (0.2-um thickness) (Fig. 6, C and D) and in the recon-
stituted z-stack containing all the focal planes (Online supple-
ment 1). Altogether, these data show that (i) C. gigas hemocytes
can form large DNA ET's upon challenge with V. tasmaniensis
LPG32, and (ii) vibrios are entrapped into these ETs.

Release of H5-like Histones Is Associated with ET Formation
and Dependent on the Production of ROS—To determine
whether the antimicrobial histones isolated from gills of
infected/wounded oysters could be released during ET for-

87  JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

mation, a polyclonal antibody was raised against an N-ter-
minal peptide designed on the sequence of the H5-like his-
tone. Immunostaining was performed on both control and
LGP32-challenged hemocytes. As expected, in control
hemocytes, H5-like histones were found only within hemo-
cyte nuclei (Fig. 7, A—C and I). Conversely, in LGP32-chal-
lenged hemocytes, a significant amount of H5-like histones
was found to be extranuclear both in the cytosol and in the
extracellular space surrounding ETs, showing that H5-like
histones are released along with DNA during ET formation
(Fig. 7, D—F and I). Thanks to the H5-like histone immuno-
staining, we were able to develop a method by automated
image analyses to quantify the release of H5-like histone by
oyster hemocytes, which is indicative of ET formation (see
“Experimental Procedures”). In control hemocytes, the
amounts of extranuclear histones remained stable over time
(Fig. 7G). In accordance with our previous observations
(Figs. 5 and 6), a significant nuclear release of H5-like his-
tones was measured in LGP32-challenged hemocytes as soon
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FIGURE 7. ET release is triggered by different microbes and depends on ROS production. A-F, H5-like histone immunostaining of ETs. Epifluorescence
microscopy images were acquired after staining of DNA with DAPI (blue, A and D) and immunostaining of C. gigas H5-like histones (green, B and E). In
unchallenged hemocytes (A-C), H5-like histones co-localized with nuclear DNA (merge in C). In hemocytes challenged for 1 h with V. tasmaniensis LGP32 (D-F),
H5-like histones formed large extranuclear areas around ETs (merge in F). G, time course of ET formation in response to challenge with V. tasmaniensis LGP32.
Extranuclear histone areas (um?/cells) were similar to unchallenged hemocytes (controls (CTRL), black) at 30 min. A 2-fold increase was observed 1 and 2 h after
V. tasmaniensis LGP32 challenge (V. tasmaniensis, light gray). Averages and standard deviations were calculated from two independent experiments. ***, p <
0.001 (Student's t test). H, inhibition of ET formation upon blocking of ROS production. V. tasmaniensis LGP32 (LGP32), V. tasmaniensis LMG20012" (LMG200127),
B. stationis CIP101282 (BS), or zymosan (2) triggered similar ET formation (black) after a 1-h challenge as indicated by extranuclear histone quantification. In all
challenge conditions, DPI treatment (light gray) was sufficient to inhibit release of extranuclear histone down to levels of unchallenged hemocytes. Averages
and standard deviations were calculated from three independent experiments. ***, p < 0.001 (Student'’s t test). /, the most representative photographs of the
hemocyte response to microbial challenge in the presence/absence of DPI. Epifluorescence microscopy images were acquired after staining of DNA with DAPI
(blue) and immunostaining of C. gigas H5-like histones (green). The extracellular histones observed in non-treated samples (SSW) are absent in DPI-treated
samples. Sets of eighty similar images were used for extranuclear histone quantification.

as 1 h after challenge with a 2-fold increase in the average nized for most hemocytes capable of forming ETs in our
size of extranuclear histone areas (p < 0.001, Fig. 7G). There experimental conditions.

was no significant difference in the amount of extranuclear To investigate the diversity of microbial challenges that
histones between 1 and 2 h, indicating that the release of could trigger ET formation, different bacterial strains and
H5-like histone and ET formation was rapid and synchro- microbe-associated molecular patterns were tested including
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FIGURE 8. Zymosan but not PMA induces ROS production and ET forma-
tion by oyster hemocytes. A, representative photographs of the hemocyte
response to stimulation with PMA or zymosan. Epifluorescence microscopy
images were acquired after staining of DNA with DAPI (blue) and immuno-
staining of C. gigas H5-like histones (green). The extranuclear histones and ETs
observed in zymosan-stimulated samples are absent in PMA-stimulated sam-
ples. B, ROS production was monitored in control hemocytes (black line) and
after hemocyte stimulation with PMA (blue line) or zymosan (green line). The
inhibition of ROS production by DPI treatment was monitored in control
hemocytes (red line), PMA-stimulated hemocytes (pink line), and zymosan-
stimulated hemocytes (orange line). Results are expressed in relative lumines-
cence units (RLUs) indicative of luminol oxidation. Averages and standard
deviations were calculated from three independent experiments.

the Gram-negative Vibrio tasmaniensis LMG20012" and
LGP32, the Gram-positive B. stationis CIP 101282, and zymo-
san particles used as a yeast surrogate. All of them induced a
massive release of H5-like histones indicative of ET formation
without significant difference between microbial challenges
(Fig. 7, H and I). As neutrophil ET formation in mammals has
been shown to depend on the production of ROS (27), a ROS
production inhibitor (DPI) was used in our assays. Remarkably,
DPI treatment was sufficient to completely inhibit the release of
extranuclear H5-like histones, whose quantities remained as
low as in unchallenged hemocytes for any kind of microbial
challenge (Fig. 7, H and I).

To determine whether ROS production is sufficient to
induce ET formation by oyster hemocytes, we used PMA, a well
described inducer of oxidative burst and ET formation in mam-
malian neutrophils (27). Surprisingly, in contrast to zymosan,
PMA did not induce ET formation nor the release of extranu-
clear H5-like histones by hemocytes (Fig. 84). This correlated
with a lack of ROS production in PMA-stimulated hemocytes,
as determined by chemiluminescence (Fig. 8B). On the con-
trary, zymosan induced a strong oxidative burst in hemocytes,
which correlated with the induction of ET formation and the
release of extranuclear H5-like histones (Fig. 8, A and B). Sup-
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porting the hypothesis of a ROS-dependent process, DPI was
sufficient to inhibit zymosan effects, i.e. ROS production (Fig.
8B) and ET formation (Fig. 7). Taken together, these results
show that ET formation in C. gigas hemocytes can be triggered
by a broad diversity of microbial agents and depends strongly
on ROS production.

ETs Are Observed in Vivo in Infected or Wounded Tissues—
Finally, we assessed whether ETs could form in vivo. Oysters
were either challenged with a sublethal injection of V. tasmani-
ensis LGP32 or injured by a sterile puncture in the adductor
muscle. Massive hemocyte infiltrations were observed in gills
(Fig. 4) and in the adductor muscles (Fig. 9A4). In gills, the high
hemocyte density precluded the imaging resolution needed to
observe extracellular DNA filaments. In adductor muscles, cell
infiltrates were found within interstitial tissue between fascicles
of muscle fibers at the wound periphery in both LGP32-chal-
lenged and injured oysters 1 day after the challenge (Fig. 9, A
and B). More importantly, DNA filaments were observed in
these hemocyte-infiltrated regions, whereas only intact cell
nuclei were observed in control animals after DAPI staining
(Fig. 9C). Confocal microscopy was performed on a thick tissue
section to get a better three-dimensional reconstruction of
the areas containing extracellular DNA. Images confirmed the
presence of ETs between fascicles of muscle fibers, and in the
z-projected image, intact cell nuclei were observed above and
below the ET areas, indicating that the DNA was not released as
a result of any nuclei damaging during the preparation of his-
tological sections (Fig. 9C). Taken together, these data showed
that infiltrating hemocytes can release ET's in vivo in response
to infection or tissue damage.

DISCUSSION

Results showed that antimicrobial histones accumulate
together with extracellular DNA in oyster tissues in response to
infection and injury. Tissues of non-injected oysters were
devoid of such antimicrobial histones (Fig. 1), indicating that
histone accumulation in tissues was induced by the challenges.
The major antimicrobial histones isolated here were H5-like
and H1-like histones. Antimicrobial H2B and H4 histones have
also been isolated from another oyster species, C. virginica (7)
(8). Similar to our observations, protein levels of H4 histone
strongly increased in hemocyte lysates and extracellular hemo-
lymph of C. virginica oysters infected with Perkinsus marinus
(8). Therefore, accumulation of histones in oyster tissues could
be a common response to infection and injury.

The antimicrobial histones isolated from oyster gills showed
abroad spectrum of antimicrobial activities with MICs as low as
0.18 uMm against Bacillus megaterium CIP 66.20 for native
H1-like histone (Table 1). Together with oyster defensins (24),
the H1-like histone is therefore one of the most potent antimi-
crobials of C. gigas described so far. No activity could be
recorded against the oyster pathogen V. tasmaniensis LGP32,
whereas the H2B and H4 histones from C. virginica were
reported to be active against vibrios (7, 8). This may be due to
the intrinsic resistance of V. tasmaniensis LGP32 to antimicro-
bials (28) or to the low range of concentrations tested (0—0.7
uM). Because tissues of C. gigas oysters are poor in antimicro-
bial peptides/proteins (29), the isolation of histones as the only
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FIGURE 9. ETs are observed in vivo in muscles of infected or injured oysters. A, hematoxylin-eosin stained adductor muscles of unchallenged (Control),
V. tasmaniensis LGP32-infected, and injured oysters. Infiltrating hemocytes are found between muscle fascicles after injury (black arrows, middle panel) or after
infection (black arrows, right panel). B, epifluorescence microscopy observation of DAPI-stained ETs within histological sections of muscle infiltrated with
hemocytes. Contrast phase images are shown below epifluorescence images. ETs are observed in cell-infiltrated interstitial tissues between fascicles of muscle
fibers after injury (yellow arrows, middle panel) or after V. tasmaniensis LGP32 infection (yellow arrows, right panel). No ETs are observed in muscle of control
animals (left panel). C, confocal microscopy observation of DAPI-stained ETs within a thick histological section of muscle infiltrated with hemocytes. Projections
of a z stack and a y stack display several ETs (yellow arrowheads, left panel). Intact cell nuclei are observed above and below ETs (z projection, left panel).
Superposition of the phase confocal section and y projection (right panel) shows that ETs located in cell-infiltrated interstitial tissues between fascicles of

muscle fibers.

antimicrobials found in gills of challenged oysters strongly
argues in favor of their role in the oyster antimicrobial defense.

In vitro, antimicrobial histones were rapidly released (in
less than 1 h) by oyster hemocytes together with extracellu-
lar DNA when exposed to diverse microbial agents (Figs.

SEPTEMBER 5, 2014-VOLUME 289-NUMBER36  SASBMB

5-8 and Online supplement 1). Importantly, this phenome-
non was also observed in vivo (Fig. 9). Indeed, both LGP32-
infected and injured oysters showed a massive hemocyte
infiltration and release of extracellular DNA in tissues sur-
rounding the site of injury (Fig. 9). These DNA structures are
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reminiscent of the neutrophil ET's well studied in vertebrates such
as mammals, birds, and fish over the past decade (15, 16, 30). In the
present work, bacteria were found entrapped into such extracellu-
lar DNA networks (Fig. 6 and Online supplement 1). This strongly
suggests that, as in vertebrates, oyster ETs participate in host
defense by capturing large numbers of microbes and preventing
their dissemination (16). Surrounding and entangling of bacte-
ria in DNA or peptide networks are indeed increasingly recog-
nized as conserved mechanisms of antimicrobial defense (31).
Moreover, as shown in some vertebrates, the antimicrobial
properties of the ET-associated antimicrobials including his-
tones (Table 1) and their concentration on ETs could also con-
tribute to kill the entrapped microorganisms (10, 16, 19).

The formation of oyster ET's was shown here to be depend-
ent on ROS production by hemocytes (Fig. 7H), which
results from NADPH-oxidase activity and/or mitochondrial
respiration (32). Indeed, we observed a strong positive cor-
relation between ROS production and ET formation (Figs. 7
and 8). This result is particularly important because ROS
play a central role in initiating ET formation in vertebrates
(27). However, unlike in vertebrates, PMA failed to trigger
the oxidative burst and the formation of ET's by oyster hemo-
cytes under our experimental conditions. Along with ROS,
damage-associated molecular patterns (DAMPs) released by
injured tissues (33) likely regulate ET formation in oysters.
Indeed, we first showed that an aseptic injury is sufficient to
induce accumulation of histones and extracellular DNA
release in vivo. Second, an HMG domain protein group 1
(HMGB1) was identified in the LGP32-37 HPLC fraction,
issued from LGP32-infected oysters (Fig. 1). HMGBI is a
DAMP of intracellular origin well known in vertebrates (34)
but also in C. gigas, in which it enhances the Rel-dependent
NE-«B activation (35). Importantly, HMGB1 was recently
shown to promote neutrophil ET formation through TLR-4
activation (36). Therefore, the ROS-dependent production
of ETs by oyster hemocytes can be triggered by microbial
agents and potentially by DAMPs released in the extracellu-
lar milieu in response to injury or cell lysis.

One limitation of the present study is that the hemocyte sub-
set producing ET's has not been identified. We believe that ETs
are produced by certain hemocyte subsets only because numer-
ous intact cells are observed in ET-containing regions in both in
vivo and in vitro microscopy observations (Figs. 5 and 8). In
vertebrates, ETs are formed mostly by neutrophils (9, 15, 16).
However, the accurate determination of ET-forming hemo-
cytes remains challenging in oysters, hemocytes subsets being
still mainly classified based on morphological features rather
than molecular markers (37).

In conclusion, the present study shows that oysters use the
release of DNA extracellular traps and antimicrobial histones as
part of their immune defense. Therefore, this defense mecha-
nism is shared by relatively distant species belonging to the
different branches of the Bilateria, not only the Deuterostomia
(mammals, birds, fishes) and the Ecdysozoa (shrimp) but also
the Lophotrochozoa (oyster). The identification of ROS as a
secondary messenger required for ET formation in oysters sup-
ports the evolutionary conservation within Bilateria of an
important immune strategy without ruling out the hypothesis

91  JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

of a convergent evolution between phylogenetically distant
species.
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Section B.

V. tasmaniensis LGP32 résiste a la phagocytose des protistes
hétérotrophes présents dans I'environnement des huitres.

Dans de précédents travaux, il a été montré que la souche V. tasmaniensis LGP32, isolée
d’événements de mortalité massive de I’huitre C. gigas est un pathogene intracellulaire facultatif.
Ce Vibrio est capable de détourner la phagocytose des cellules immunitaires de C. gigas, les
hémocytes, afin de les envahir (Duperthuy et al. 2010). Sa virulence dépend de la porine OmpU qui
est nécessaire a l'invasion des hémocytes (Figure 19). Une fois a [lintérieur des cellules
immunitaires, les bactéries sont capables de survivre en inhibant certains mécanismes de

dégradation intracellulaire (Duperthuy et al. 2010).

V. splendidus / Hemocyte

OmpU
(adhesin) /
(3) ¥ ROS

e \ » \ phagosome
» /0 IF ?Ai ‘ .
Cg-EcSOD B-integrin ©

(© . (receptor)
psonin) e

y (4)8 phagosome maturation stosome

(1) coating (2) invasion

Figure 19. Modeéle d’invasion des hémocytes de C. gigas par V. tasmaniensis LGP32. Le mécanisme d’invasion des
hémocytes par V. tasmaniensis LGP32 est dépendant d’une intégrine B hémocytaire et fait intervenir OmpU en tant
qgu’adhésine, et Cg-EcSOD en tant qu’opsonine. Dans ce modeéle (1) OmpU de V. tasmaniensis LGP32 est reconnu par
la Cg-EcSOD qui va alors recouvrir la bactérie. (2) V. tasmaniensis LGP32 ainsi opsonisé est reconnu par l'intégrine B des
hémocytes ce qui induit (4) l'internalisation de la bactérie dépendante de I'actine et de la clathrine. (5) Une fois
internalisé, V. tasmaniensis LGP32 inhibe la synthese de ROS et la formation de vacuoles acides (Duperthuy et al., 2010)

Plus récemment, les travaux réalisés dans I'équipe au cours de cette thése (annexe 1) ont
montré que V. tasmaniensis LGP32 est cytotoxique et induit la lyse des hémocytes de maniére
dépendante de la phagocytose. Ces travaux ont également identifié la réponse anti-oxydante et
I'efflux de cuivre comme des éléments nécessaires a la survie intracellulaire et a la cytotoxicité de

cette souche pathogéne.

La résistance a la phagocytose étant un élément clé pour la virulence de V. tasmaniensis

LGP32 chez I’huitre, nous avons émis I’hypothése selon laquelle ces traits de résistance auraient pu
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étre acquis et/ou sélectionnés dans I'environnement. En effet, dans le milieu aquatique, les Vibrio
sont en contact avec des protozoaires environnementaux tels que les amibes ou les ciliés qui se
nourrissent de micro-organismes par phagocytose. Or, la phagocytose est un processus tres conservé
au cours de I'évolution, plus de 73% des protéines du phagosome étant conservées des protistes
jusqu'aux mammiféres (Boulais et al. 2010). Notre hypothése de travail est donc que I’émergence des
traits de virulence de V. tasmaniensis LGP32, et notamment sa résistance a la phagocytose, pourrait
provenir de la pression de sélection exercée par les phagocytes environnementaux. Cette hypothese
est soutenue par le fait qu’il a été montré dans la littérature que les vibrios pathogénes humains : V.
cholerae (Abd et al. 2007b , Abd et al. 2009, Sandstrom et al. 2010, Valeru et al. 2014, Van der Henst
et al. 2015) et V. mimicus (Abd et al. 2010) sont capables de résister a la phagocytose de I'amibe
d'eau douce, Acanthamoeba castellanii. Les amibes Acanthamoeba castellanii présentes avec V.
cholerae dans les zones endémiques de cholera (Sandstrom et al. 2010, Shanan et al. 2011) peuvent
alors servir de réservoirs environnementaux pour ce pathogene intracellulaire facultatif (Abd et al.
2007b , Abd et al. 2007a , Abd et al. 2009, Sandstrom et al. 2010, Valeru et al. 2014, Van der Henst
et al. 2015).

Principaux résultats

Afin de tester I'hypothése d’'une conservation des mécanismes de résistance a la
phagocytose du vibrio pathogéne d’huitre LGP32 chez les protistes environnementaux, nous avons
entrepris une étude pionniére dans laquelle nous avons : (i) caractérisé la survie de LGP32 chez des
amibes et autres protistes environnementaux présents dans I'environnement des huitres, et (ii)
comparé les phénotypes de survie et de cytotoxicité de LGP32 a celle d’'une autre souche du clade

Splendidus isolée d’huitre mais avirulente (J2-8) (Lemire et al. 2015).

Nous avons d’abord démontré que, contrairement a V. tasmaniensis LGP32, la souche J2-8
ne résiste pas a la phagocytose des hémocytes d’huitres et n’induit pas la lyse des hémocytes. En
effet, a I'inverse de LGP32, la souche avirulente J2-8 n’a pas montré de croissance lorsqu’elle était en
co-culture avec les hémocytes. De plus, notre test de cytotoxicité a montré que, contrairement a
LGP32, J2-8 n‘induisait pas la lyse des hémocytes par cytotoxicité. Cette souche avirulente a donc été

choisie contre contréle négatif de résistance a la phagocytose pour la suite des manipulations.

Nous avons ensuite montré que des amibes appartenant a I’ordre des Vannellidae étaient
présentes a toutes les saisons de I'année, dans I’environnement direct des huitres. Nous avons en

effet pu identifier des Vannella sp. et des Platyamoeba sp. a partir d’échantillons de colonne d'eau,
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de branchies d'huitre et de sédiment prélevés aux 4 saisons. Une espéce d'amibe appartenant au

genre Acanthamoeba a également été identifiée a partir de I'échantillon de branchies prélevé en été.

Enfin, nous avons montré que LGP32 résiste a la phagocytose des amibes
environnementales et des Euplotes sp. Nous avons testé |'effet des souches J2-8 (avirulente) et
LGP32 (virulente) sur la croissance d'amibes environnementales, appartenant a une espece
retrouvée aux 4 saisons et dans les 3 compartiments de prélevement dans I'étang de Thau, ainsi que
sur la croissance d'Euplotes sp. qui sont des ciliés abondants en milieu marin. Nous avons alors
démontré que la souche LGP32 affectait la croissance de ces deux protistes hétérotrophes, en
comparaison a J2-8. Ce pathogene intracellulaire facultatif d'huitre résiste donc a la dégradation
intracellulaire par les protistes environnementaux. De plus, nos images de microscopie confocale ont
montré que les LGP32 étaient internalisés par les amibes et les Euplotes, suggérant que cette

résistance a la phagocytose se fait de maniére intracellulaire.

En conclusion, cette étude a permis d'isoler des amibes de I'étang de Thau pour la premiére
fois et de démontrer que V. tasmaniensis LGP32 est capable de résister a la phagocytose des

protistes hétérotrophes présents dans I'environnement direct des huitres.

Publication 2 :

Les résultats de ces travaux sont présentés dans la publication 2:

Aurore C. Poirier, Cécile Roques, Carmen Lopez-Joven, Tristan P. Rubio, Jean-Christophe Auguet, Julie
Nicod, Thibaud Groult, Jean-Luc Rolland, Audrey Caro, Delphine Destoumieux-Garzon and Guillaume

M. Charriére. "Phagocytosis resistance against marine grazers by the facultative intracellular

pathogen Vibrio tasmaniensis LGpr32". (en préparation)
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ABSTRACT

Heterotrophic protists, such as amoebae and ciliates, play an important ecological role as predators in microbial
communities. Because of their close interactions with bacteria they have been suggested to contribute to the
evolution of virulence of numerous pathogens. While their phylogenetic diversity is starting to be documented,
marine amoebae and their interactions with bacteria remains poorly understood. We previously described that
the Vibrio tasmaniensis LGP32, an oyster pathogen, resist to phagocytosis by the oyster immune cells, the
hemocytes. Here we wondered whether LGP32 also resist to phagocytes in the marine environment. First, we
describe the seasonal diversity of the marine amoebae found in the oyster farming area in the Thau lagoon
(South of France). Second, we characterized the interactions between environmental heterotrophic protists and
two strains of Vibrio belonging to the Splendidus clade isolated from oysters: the virulent Vibrio tasmaniensis
LGP32 and the avirulent Vibrio crassostreae J2-8. Analyses of 18S rRNA sequences from all the isolated amoebae
showed that they mostly belong to Vannellidae class. In interactions studies, both vibrio strains were
internalized by environmental protists, however, only the virulent V. tasmaniensis LGP32 resisted to degradation
and created cytotoxic damages to the different types of phagocytes. Altogether, these results indicate that the
phagocytosis resistance traits of the facultative intracellular pathogen Vibrio tasmaniensis LGP32 are conserved
across phagocytes from protozoans to metazoans, and suggest this pathogen could have acquired these
important virulence traits as the result of the selective pressure generated by environmental protists. The study
of interactions between Vanellidae amoebae and marine vibrios represent promising model to study bacteria

phagocytes interactions in marine environment.
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INTRODUCTION

Vibrios are y-proteobacteria living in aquatic environments ranging from saline to freshwater. They are
ubiquitous in marine coastal environments and have evolved the capacity to colonize a broad range of hosts
from protozoans to metazoans. Vibrios are normally present in the tissues of healthy animals. Sometimes they
become pathogenic in wild marine animals such as corals, in particular as a result of environmental changes
including shifts in seawater temperature and salinity, or, for aquacultured animals, upon exposure to high
animal densities or stressful farming practices (1). Currently, vibrioses are recognized as a major factor limiting
the development of aquaculture. In addition, vibrios can cause severe disease outbreaks in human populations,
the best-known example being cholera for which environmental drivers govern the occurrence of the disease in
human populations (2). Vibrios have long been considered as extracellular pathogens. However, an increasing
number of studies have demonstrated that pathogenic Vibrio species can adopt intracellular stages. Indeed, the
capacity to invade host cells and survive in these cells were reported for several vibrios pathogenic for humans,
including strains of Vibrio cholera (3), or Vibrio parahaemolyticus (4-6) but also for animal pathogens like Vibrio
shiloi (7) and Vibrio coralliilyticus (8), which have the ability to invade coral epithelial cells and this ability is
essential for their pathogenic process. Similarly, we found that the oyster pathogen V. tasmaniensis LGP32
(previously assigned to V. splendidus) enters and survives in oyster immune cells, the hemocytes, and this
intracellular stage is required for virulence in oysters (9). Entry into hemocytes was required for this pathogen to
create cytotoxic damages to oyster immune cells and the molecular functions required for survival in such a

hostile intracellular environment were identified (10).

LGP32 was shown to be associated with plankton fractions and found in sediment of the Goro lagoon (11)
Moreover, it was found to be able to form biofilms and to adhere to chitin rich surfaces (11). Therefore we
studied the interactions between LGP32 and environmental grazers. In marine environments, heterotrophic
protists are major players in the regulation of microbial communities. Ciliated protozoa represent a basic
component of both microplankton and the microbenthic communities of aquatic environments. Different
studies have shown that ciliates are involve in the regulation of the bacterial biomass, by the removal of most of
the dispersed bacteria/pathogens (12 ,13) Ciliates belonging to Euplotes genera have been shown to natural
bacterivorous in benthic systems (13). Free living amoebae are ubiquitous (14 ,15) and have been isolated from
soil (16 ,17 ,18), freshwater (19 ,20), marine/brackish water (21-27) and air (28 ,29 ,30). Free living amoebae
feed mainly by phagocytosis, however an increasing number of studies showed that some bacteria have evolved
to become resistant to protists phagocytosis, either because they are not internalized or are able to survive after
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internalization. These studies demonstrated that a number of human pathogens are amoeba-resistant bacteria,
resisting the phagocytosis of freshwater or soil amoebae belonging to Acanthamoeba and Dyctiostelium genera
(15). Indeed, resistance to amoebae phagocytosis was demonstrated for pathogenic bacterial species Legionella
pneumophila (31-34), Mycobacterium avium (35,36 Cirillo, 1997 #243), Salmonella enterica Typhimurium (37)
and was also proposed for human pathogenic Vibrio cholerae et Vibrio mimicus (38-40). Recent studies showed
that Vibrio cholerae can adopt intracellular stages in the freshwater amoebae Acanthamoeba castellanii (38) and
Acanthamoeba polyphaga (40). Intracellular vibrios have been observed in cytoplasmic vacuoles inside amoebae
(38-41). Thus, free living amoebae appear could constitute an environmental reservoir for pathogens in

freshwater environments.

Marine amoebae have been recently shown to host symbiotic bacteria (42). However, it is still unknown
whether they can host pathogenic strains. We used here V. tasmaniensis LGP32, which has evolved intracellular
resistance traits required for pathogenicity in oysters (10,43 ), to determine whether it can adopt similar
intracellular stages in marine grazers. In this study, we isolated amoebae seasonally from the direct environment
of oysters. Analyses of 18S rRNA sequences showed that these amoebae mostly belong to Vannellidae class. We
characterized the cellular interactions between phagocytes —both oyster hemocytes and environmental protists-
and two Vibrio strains of the Splendidus clade, namely the oyster pathogen LGP32 and J2-8, an avirulent strain
of isolated from oysters (44), which we used here as a negative control for resistance to phagocytosis. Our
results indicate that, like in hemocytes, V. tasmaniensis LGP32 resists to predation by marine grazers and induce
damages to amoebae after its internalization, indicating that the phagocytosis resistance phenotype of this
facultative intracellular pathogen Vibrio tasmaniensis LGP32 is conserved across phagocytes. From the present
study, we hypothesize that grazing pressures by marine grazers found in marine environments may select for

intracellular survival traits involved in pathogenicity against marine metazoan.

Experimental procedures

Animals and culture conditions of bacterial strains
Adult triploid Crassostrea gigas were purchased from the local oyster farm in CAT de Maguelone (Palavas,
France) to perform in vitro cell biology experiments.
Vibrio tasmaniensis LGP32 and Vibrio crassostreae 128 were grown in Zobell or Zobell agar, Luria-Bertani (LB) or
LB-agar (LBA) + NaCl 0.5M, at 20°C. Chloramphenicol (10 pg/mL), was added as supplements when we cultured

GFP mutant strains.
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Quantification of Vibrio phagocytosis by hemocytes

Hemolymph was withdrawn from the oyster pericardial cavity and was kept on ice before counting the
hemocytes concentration. Then, freshly collected hemolymph was dispensed into a 24-well culture plate, so as
to plate 3x10° hemocytes/cm®. After 16h of growing in Zobell medium + 10pg/mL chloramphenicol & 20°C, Vibrio
strains (LGP32 and J2-8) carrying high copy pMRB-GFP were incubated in 0.22 um filtered oyster plasma for 1h,
to allow opsonisation. Opsonized bacteria were then washed in SSW to remove plasma, and were added to
hemocytes monolayers in SSW, at a multiplicity of infection of 50:1. Plates were centrifuged for 5 min at 400 g to
synchronize binding. After 1h of phagocytosis, hemocytes were carefully washed three times with SSW and then
incubated with trypsin 0.2%-EDTA 0.4% for 20 min. After incubation with trypsin 0.2%-EDTA 0.4% and flushing,
the cell suspension was withdrawn and fixed with 2% paraformaldehyde for 30 min. After fixation,
paraformaldehyde was removed by centrifugation for 5 min at 1000 g and cell pellet was re-suspended in PBS
and conserved into round bottomed test tubes (BD Falcon 734-0442). Cell suspension was then analyzed by flow
cytometer FacsCanto. Within a single experiment, each condition was performed in triplicates. The depicted
results are representative of three independent experiments. Statistical analysis was performed using Student’s

t test over the independent experiments.

Vibrio - hemocytes co-cultures

Hemolymph was withdrawn from the oyster pericardial cavity and was kept on ice before counting the
hemocytes concentration. Then, freshly collected hemolymph was dispensed into a black 96 wells plate with
transparent flat bottom, so as to plate 6x10°> hemocytes/cm®. In parallel, after growing vibrio strains (LGP32 and
12-8) carrying high copy pMRB-GFP at 20°C in Zobell medium +10ug/mL chloramphenicol for 16h, bacteria were
washed in SSW by two successive centrifugations (10min, 1000g, 20°C) and diluted in SSW at a working dilution
of 2.10°cfu/ml deduced from ODgy, reads. One hour after plating, Vibrio strains (LGP32 and J2-8) carrying high
copy pPMRB-GFP were added to hemocytes, at a multiplicity of infection of 100:1. Plates were centrifuged for 5
min at 400 g to synchronize binding. After 1h of phagocytosis, hemocytes were carefully washed three times
with SSW to remove any remaining extracellular bacteria. Then GFP fluorescence was measured every 1h over
20h using a TECAN plate reader (480nm/520nm). Within a single experiment, each condition was performed in
triplicates. The depicted results are representative of three independent experiments. Statistical analysis was

performed using two-ways repeated measures ANOVA over the independent experiments.
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Cytotoxicity assay

Hemolymph was withdrawn from the oyster pericardial cavity and was kept on ice before counting the
hemocytes concentration. Then, freshly collected hemolymph was dispensed into a black 96 wells plate with
transparent flat bottom, so as to plate 6 x 10° hemocytes/cm?”. After 16h of growing in Zobell a 20°C, Vibrio
strains (LGP32 and J2-8) were incubated in 0.22 um filtered oyster plasma for 1h, to allow opsonisation.
Opsonized bacteria were then washed in SSW to remove plasma, and were added to hemocytes monolayers in
SSW containing 10ug/mL of Sytox Green (Molecular Probes) at a multiplicity of infection of 50:1. Plates were
centrifuged for 5 min at 400 g to synchronize binding. Sytox Green fluorescence was measured at 480nm/550nm
every 30 min over 17h30, by using a TECAN microplate reader. As controls, hemocytes were incubated in Sytox
diluted in SSW in presence (positive control) or absence (negative control) of Triton X-100 (0,1%). Washed
bacteria were also incubated in Sytox diluted in SSW. The depicted results are representative of three
independent experiments. A two-ways repeated measures ANOVA test was used to estimate p-values for

comparing cytotoxicity phenotype.

Vibrio - hemocytes interactions for microscopy

Hemolymph was withdrawn from the oyster pericardial cavity and was kept on ice before counting the
hemocytes concentration. Hemocytes were plated onto 13-mm glass coverslips in a 24-well culture plate to
obtain monolayers of 3 x 10° cells/cm2. In parallel, after growing vibrio strains (LGP32 and J2-8) carrying high
copy pMRB-GFP at 20°C in Zobell medium +10ug/mL chloramphenicol for 16h, bacteria were washed in SSW by
two successive centrifugations (10min, 1000g, 20°C) and diluted in SSW at a working dilution of 2.10°cfu/ml
deduced from ODgy reads. One hour after plating, hemocytes were exposed to SSW washed vibrios (LGP32 and
J2-8) at a multiplicity of infection of 50:1. Plates were centrifuged for 5 min at 400 g to synchronize binding.
After 1h and 6h-incubation, the hemocytes monolayer was fixed with 2% paraformaldehyde for 15 min and
stained with 0.25 pg/mL DAPI (Sigma) and 0.5 pg/mL Phalloidin-TRITC (Sigma). Coverslips were then observed

with 63X objective and images were captured using a Leica TCS SPE confocal scanning laser microscope.

Grazing test with Euplotes sp.

Culture of Euplotes sp. CCAP 1624/23 was distributed in wells of a 24-well culture plate, at a concentration of
230 Euplotes sp./well (1mL/well). After growing vibrio strains (LGP32 and J2-8) carrying high copy pMRB-GFP at
20°C in Zobell medium +10pg/mL chloramphenicol for 16h, bacteria were washed in SSW by two successive

centrifugations (10min, 1000g, 20°C) and diluted in SSW at a working dilution of 2.3 x 10° cfu/ml deduced from
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ODgq reads. Vibrios were then added in triplicates to Euplotes sp. at a rate of 10 000 bacteria/ciliates. After 0, 4
and 8 days of incubation at 20°C, in the dark, 1 mL of suspension was withdrawn and fixed in a new 24-well
culture plate with formaldehyde 4%. After 24h of sedimentation, Euplotes sp. were counted in the whole well,
using an inverted microscope OLYMPUS IX53 at 100X objective. The depicted results are representative of three
independent experiments. A two-ways ANOVA test was used to estimate p-values for comparing Euplotes sp.
growth. Images were also captured on these samples using an inverted confocal scanning laser microscope Zeiss

LSM780 at 100X objective.

Isolation and identification of environmental amoebae from Thau Lagoon

Water, oyster and sediment from the Thau lagoon (South France) were sampling once per season in 2014. Water
was collected next to oyster tables at the Bouzigues station REPHY (monitoring network of phytoplancton and
phytotoxins , Ifremer) and filtered, on the boat, with a 180 um pore size nylon filter. At the lab, the water was
re-filtered with a 8.0 um pore size MF-Millipore membrane. The 8.0 um pore size membrane was then cut in 4
and each quarter was put upside down on an E. coli layer seeded on SSW,,,-agar. Oysters (adults) were taken on
the tables of the Bouzigues station REPHY and were dissected at the lab. Oyster gills were cut in 4 and each
quarter was put upside down on an E. coli layer seeded on SSW,,-agar. Sediment was collected under the oyster
tables (depth of 9 meters) by core sampling. One gram of sediment was then deposited onto an E. coli layer
seeded on SSW,,-agar, in triplicate. After 1 to 3 weeks, depending of the sampling season, sorting amoebae
were observed at the periphery of the deposit (filter, oyster gills or sediment). An agar square of 0,5 x 0,5cm
containing a single amoeba was then cut and deposited upside down on a fresh E. coli layer seeded on SSWy,-
agar. This was repeated several times to conserve and replicate amoebae. For DNA extraction and interaction
with vibrios, amoebae were suspended into SSW;,, and this suspension was placed into a culture flask to let
amoebae adhere during maximum 3 days. After adherence and a 24h treatment with Penicilline/Streptomycine
(Gibco), amoebae were treated with trypsin 0.2%-EDTA 0.4% for 30 min, to unstick them. After incubation of
Platyamoeba sp. with trypsin 0.2%-EDTA 0.4%, amoebae were re-suspended and centrifuged 15 min at 800g.
Amoebal pellet was then re-suspended in SSW;;,, and amoebal DNA was extracted using the High Pure PCR
Template Preparation Kit (Roche), according to the manufacturers' protocol.

In order to identify environmental amoebae by PCR and sequencing, we design primers. For that, we extracted
sequences representing environmental species of amoebae from GenBank, and aligned them using the program
BioEdit (45).The alignment (3815 nucleotides) included: 10 sequences of Vannella, 10 of Platyamoeba, 6 of

Neoparamoeba, 2 of Paravannella, 2 of Acanthamoeba, 2 of Naegleria, 2 of Hartmanella, 2 of Alexandrium, 2 of
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Euplotes, 2 of Uronema, 2 of Acartia, the sequence of Mytilus edulis and the sequence of Crassostrea gigas.
Sequences representing Alexandrium, Euplotes, Uronema, Acartia, Mytilus edulis and Crassostrea gigas, which
are organisms also presents in Thau lagoon, were included as “negative control of hybridization”. The alignment
file is available from the corresponding author upon request. Primers candidates were assessed by using the
website http://www.arb-silva.de/search/testprime. The sequences of selected primers are: Amo_AP_1154 F: 5
GAGRAAATTAGAGTGTTYAAAG 3’ and Amo_AP_1470_R: 5’TTATRGTTAAGACTA CGACGG 3. These primers amplified the
hypervariable region V7 of 18S rRNA gene of only 25% of Eukaryota, including Amoebozoa (36%) which includes
Discosea (70%) and Tubulinea (33%) (prediction of website http://www.arb-silva.de/).

PCR were performed with these primers, at an annealing temperature of 54°C. PCR reactions typically contained
100 ng of template DNA, 0.4 uM of each primer, 1 unit of Tag DNA polymerase (Promega), 5x Taq buffer, 2 uM
MgClI2 and 0.4 uM of each deoxynucleotide in a total volume of 25 ul. The PCR amplicons were cloned using the
TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen), according to the manufacturers' protocol. Nucleotides sequences were
determined using the Sanger technology (Plateforme Génomique Environnementale du Labex Centre
"Méditerranéen Environnement Biodiversité", Montpellier, France). Sequence homology were searched for all
sequences, using BLASTn available at the NCBI web site (National Centre for Biotechnology Information (46)
(47)). For phylogenetic analyses, sequences were aligned in MOTHUR (Schloss et al., 2009) and imported into
ARB software (Ludwig et al., 2004; http://www.arb-home.de) loaded with the silva database (http://www.arb-
silva.de). A base frequency filter was applied to exclude highly variable positions before adding sequences to the
maximum parsimony backbone tree using the parsimony quick add marked tool implemented in ARB, thereby

maintaining the overall tree topology provided by default.

Grazing test with Platyamoeba sp.

A 3-days suspension of environmental Platyamoeba sp., pre-treated 24h with Penicilline/Streptomycine (Gibco),
was treated with trypsin 0.2%-EDTA 0.4% for 30 min. In parallel, after growing vibrio strains (LGP32 and J2-8) at
20°C in Zobell medium for 16h, bacteria were washed in SSW diluted at 1/2 with sterile H,0 (SSW;,,) by two
successive centrifugations (10min, 1000g, 20°C) and diluted in SSW,,, at a working dilution of 2.10%cfu/ml
deduced from ODgq reads. The working solution (5 mL) was then spread onto SSW;,, agar plate to obtain
regular layers of bacteria after 10min of incubation and liquid surplus elimination. Three bacterial layers were
prepared for each strain. After incubation of Platyamoeba sp. with trypsin 0.2%-EDTA 0.4%, amoebae were re-
suspended and centrifuged 15 min at 800g. Amoebal pellet was then re-suspended in SSW,,,cells were counted

and the amoebal concentration was adjusted at 5x10* amoebae/mL. Sterile paper disks (Sigma Z741310) were
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loaded with 25 pL of amoebal suspension. Using a sterile crowbar, paper disks loaded with amoeba were deposit
above bacteria (3 plates for each strain) and onto 3 control plates : SSW;,, agar plates without any bacteria.
Grazing diameters of Platyamoeba sp. on the two strains were measured, after 4, 5, 7, 8 and 9 days of
incubation at 20°C. Control plates didn't expose any growth of amoeba, so diameter couldn't be measured. The
depicted results are representative of four independent experiments. Statistical analysis was performed using

two-ways repeated measures ANOVA over the independent experiments.

Vibrio - Platyamoeba sp. interactions for microscopy

A 3-days culture of environmental Platyamoeba sp., pre-treated 24h with Penicilline/Streptomycine (Gibco), was
treated with trypsin 0.2%-EDTA 0.4% for 30 min. In parallel, after growing vibrio strains (LGP32 and J2-8)
carrying high copy pMRB-GFP at 20°C in Zobell medium +10pug/mL chloramphenicol for 16h, bacteria were
washed in SSW;,, by two successive centrifugations (10min, 1000g, 20°C) and diluted in SSW,,, at a working
dilution of 2.10°cfu/ml deduced from ODgy, reads. After incubation of Platyamoeba sp. with trypsin 0.2%-EDTA
0.4%, amoeba were re-suspended and centrifuged 15 min at 800g. After re-suspension of the pellet in SSWy;,
amoebae were counted and plated onto 13-mm glass coverslips in a 24-well culture plate to obtain monolayers
of 1,5 x 10* amoebae/cm?. Washed vibrios (LGP32 GFP and J2-8 GFP) were added to amoebae monolayers at a
rate of 10 000 bacteria/amoeba. Plates were centrifuged for 5 min at 400 g to synchronize binding. After 24h of
incubation, the cells were fixed with 20% formaldehyde for 30 min and stained with 1pug/mL of Blue Evans
(Sigma E2129). Coverslips were then observed with 63X objective and images were captured using a Leica TCS

SPE confocal scanning laser microscope.

Results

LGP32 but not J2-8 resists to phagocytosis and creates damages to oyster hemocytes. We compared the
phagocytosis efficiency, cytotoxicity and percentage of oyster hemocyte lysis induced by LGP32 and J2-8, two
vibrio strains of the Splendidus clade, virulent (Gay 2004) and non-virulent for oysters (Lemire et al, 2014),
respectively. Primary cultures of adherent oyster hemocytes were incubated with GFP-expressing strains at a
MOI of 100:1. The phagocytosis efficiency monitored after 1h was significantly (p<0.001) higher for LGP32 than
for J2-8, as indicated by our flow cytometry measurements (Fig 1A). Indeed 50% of adherent hemocytes had
internalized LGP32 when only 37% had internalized J2-8. The difference of GFP fluorescence intensity/cell which

reflect the number of internalized bacteria per cells was less contrasted between the two strains (Fig. 1B). We
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also monitored the growth of the GFP-expressing LGP32 and J2-8 in contact with hemocytes during 20h. Primary
cultures of oyster hemocytes were infected at a MOI of 100:1, and the GFP fluorescence intensity was measured
every 1h. LGP32 showed a significant growth in such hemocyte co-cultures (p<0.001) (Fig.1C) and was unable to
grow in SSW in the absence of hemocytes (Fig.1C), confirming our recently published results (Vanhove, 2015
#3155). On the contrary, J2-8 did not show any growth when co-cultured with hemocytes. This indicated that
while both strains are phagocytosed by oyster hemocytes, only LGP32 is able to survive phagocytosis killing and
grow afterward. In contrast to LGP32 which has a strong cytotoxic effects (Vanhove, 2015 #3155), J2-8 did not
show any cytotoxic effects towards hemocytes. Consistent with phagocytosis quantification, when we quantified
the phenomenon of hemocytes cytolysis by monitoring the uptake of the cell-impermeant Sytox green DNA dye
into hemocytes, only hemocyte monolayers infected with LGP32 were massively labeled by Sytox green, no

significant labeling being observed with J2-8 (p<0.001) (Fig. 1D).

Growth of marine ciliates Euplotes sp. is affected by internalized LGP32. LGP32 was shown to be associated
with plankton fractions and found in sediment of the Goro lagoon (11). Moreover, it was found to be able to
form biofilms and to adhere to chitin rich surfaces (11). Therefore we studied the interactions between LGP32
and benthic grazers. Euplotes sp. are benthic ciliates commonly found in marine habitats, heterotrophic ciliate
are hard to cultivate from environmental samples. We therefore used a culture of Euplotes sp. from the Scottish
CCAP (Culture Collection of Algae and Protozoa) to monitor the growth of Euplotes sp. in the presence of GFP-
expressing LGP32 (black Fig. 2A), GFP-expressing J2-8 (light grey Fig. 2B) or in the absence of bacteria as a food
source (dark grey Fig.2 A). At day 0, day 4 and day 8, Euplotes sp. were fixed and counted. At day 4, the amount
of control Euplotes (no food source) had not changed compared to day O (Fig. 2A). Euplotes in contact with the
strain J2-8 had significantly grown, Euplotes density being 1.5 time higher than in controls (p<0.001, Fig. 2A). On
the contrary, density of Euplotes grown with the strain LGP32 were significantly lower (1,3 time less, p<0.001,)
than those observed with J2-8. After 8 days, the same significant difference (1,3 time less) was still observed
between Euplotes grown with J2-8 and LGP32 (Fig. 2A). We verified that Euplotes were able to internalized both
strains of vibrios by confocal inverted microscopy. After 4 days of interaction, GFP-expressing LGP32 and J2-8
had been both internalized by Euplotes sp. (Fig. 2B). These results showed that LGP32 was phagocytosed by

Euplotes sp. like J2-8, but did not support Euplotes sp. growth as well as than J2-8.

Marine amoebae isolated from the oyster environment mostly belong to the Vanellidae order. As amoebae
represent another important category of benthic grazers, we investigated the amoebic diversity in the direct

environment of oysters. Amoebae were isolated from water column, oyster gills and sediment of the Thau
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lagoon, at each season of the year 2014. Cultured amoebae were identified by sequencing the hypervariable
region V7 of 18S rRNA. A total of 110 sequences were analyzed from 15 different cultures. Most of the
sequences showed more than 90% of sequence homologies with Vannella or Platyamoeba genera, which both
belongs to the Vannellidae order. Indeed according to sequences homologies, 103 amoebae sequences from 12
samples isolated from water column (blue squares in Fig. 3 and S1) and/or oyster gills (light green squares in Fig.
3 and S1) and/or sediment (brown squares in Fig. 3 and S1) during winter (blue circles in Fig. 3 and S1) and/or
spring (green circles in Fig. 3 and S1) and/or summer (yellow circles in Fig. 3 and S1) and/or autumn (orange
circles in Fig. 3 and S1) belong to these two genera of Vannellidae. By applying a 97% homology cutoff, the 103
environmental amoebae sequences could be classified into 11 different Operational Taxonomic Units (OTUs)
(Fig. 3). This phylogenetic analysis confirmed that most of the isolated amoebae are deeply branched into
Vannellidae order, Flabellinia subclass, Discosea class and Amoebozoa phylum and are branching into two
distinct clusters of Vannellidae. (Fig. 3). An amoeba showing 98% of sequence homology with Acanthamoeba sp.
was found in one isolate from oyster gills during summer (light green square and yellow circle in Fig. 3 and S1).
For both Vannella and Platyamoeba, no correlation between species distribution and sampling season or
habitats were found. Interestingly, one OTU of Platyamoeba sp. was found in the 3 habitats and at any seasons.
As they appeared to be ubiquitous, we chose one isolate belonging to this OTU, a summer isolate of

Platyamoeba issued from the water column, to study further amoebae-Vibrio interactions.

Growth of Platyamoeba sp. is affected by internalized LGP32. To study interactions between Vibrios and
environmental amoeba we monitored the growth of Platyamoeba sp. in the presence of LGP32 or J2-8, and in
the absence of any other food source (no bacteria). Diameters of halos resulting from amoebae grazing activity
were measured 4, 5, 7, 8 and 9 days after the seeding amoebae onto Vibrio layers. No grazing halo was observed
on control plates, indicating that amoebae could not grow in the absence of bacteria. After 8 days, the grazing
halo of Platyamoeba sp. was significantly (p< 0.01) smaller on LGP32 layers (3.5cm) than on J2-8 layers (4.3cm)
(Fig. 4A). The difference of grazing between LGP32 and J2-8 was even more significant (p< 0.001) after 9 days
(4.4cm for LGP32 and 5.8cm for J2-8) (Fig. 4A). Because bacteria were the only source of nutrients in our
experiments, these results indicate that LGP32 does not support amoebae growth as well as J2-8. To get further
details at the cellular level, Platyamoeba sp. were observed 24 h after contact with GFP-expressing LGP32 and
J2-8 by confocal microscopy. After 24h of contact, no extracellular J2-8 remained and vibrio appeared mostly
degraded as the remaining GFP fluorescence was diffused in the amoebae cytosol (Fig. 4B). In contrast, intact

LGP32 cells were observed both intracellular and extracellular. Numerous extracellular clumps of LGP32 were
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observed in the surrounding of amoebae. Amoebae were also heavily loaded with intact brightly fluorescent
bacteria (Fig. 4B). In addition, amoebae colonized by LGP32 showed important cellular alterations: they were
both smaller than those in contact with J2-8 and retracted suggesting that these cells were stressed. Together,
these results suggest that LGP32 resists to amoebal phagocytosis, inhibiting their growth by resisting

degradation hence providing less nutrients.

Discussion

Our results showed that Vibrio tasmaniensis LGP32 resistance traits are conserved between oyster hemocytes
and heterotrophic protists living in the marine environment of oysters. While the virulent strain V. tasmaniensis
LGP32 was extensively studied in our team for its capacity to survive in oyster phagocytes (43) and induce cell
cytolysis in a phagocytosis-dependent manner of (10), it was still unknown whether such an intracellular
phenotype could have been acquired under selective environmental pressure. To ask this question, we studied
its resistance to phagocytosis by marine protozoan species present in the environment oysters and compared it
to that of the avirulent strain V. crassostreae J2-8 also isolated during a mortality event of C. gigas oysters,
which also belongs to the Vibrio Splendidus clade (44). We demonstrated here that J2-8 was efficiently
phagocytosed by hemocytes but that in contrast to LGP32, it did not induce hemocyte cytolysis (Fig. 1). We then
used V. crassostreae J2-8 as a negative control for resistance of phagocytosis by oysters hemocytes and

compared the phenotypes of both strains when exposed environmental grazers.

We isolated here amoebae essentially branching in Vannella and Platyamoeba sp., which both belong to
Vannellida order, in the direct environment of oysters including oyster tissues themselves but also the water
column and the sediment below oyster farming tables in the Thau lagoon, south of France. Only one isolate
belonged to another order (Acanthamoebae). Thus, the diversity of marine amoebae living on the environment
of oyster found in the present study appears rather poor as compared to the known genera previously
characterized in marine environments that includes Gruberella, Vahlkampfia, Paratetramitus (Heterolobosea
class, Percolozoa phylum), Nolandella, Hartmanella, Saccamoeba, Flabellula, Rhizamoeba, Paraflabellula
(Tubulinea class, Lobosa subphylum, Amoebozoa phylum), Thecamoeba, Platyamoeba, Vannella, , Mayorella,
Dactylamoeba, Paramoeba, Cunea, Pseudoparamoeba, Neoparamoeba, Vexillifera, Squamamoeba
Acanthamoeba, Protcanthamoeba, , and Vermistella, (21,24-27,48) (Discosea class, Lobosa subphylum,
Amoebozoa phylum). The presence of amoebae belonging to Lobosa subphylum (including Discosea and

Tubulinea classes) and Conosa subphylum (including Variosea and Mpyxogastrea classes) were confirmed by
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Tara ocean consortium Brum, 2015 #598 ; Villar, 2015 #599 ; de Vargas, 2015 #596 ; Sunagawa, 2015 #597;
Lima-Mendez, 2015 #595}. The present inventory of marine amoebae from the Thau lagoon represent the first
record from this environment, however it is not exhaustive as only a limited number of samples were collected,
and only cultivable amoebae were characterized. To better investigate amoeba diversity in the Thau lagoon, a
more exhaustive sampling and metagenomic analyses should be performed with any culturing step. However
culturing samples was a prerequisite here to be able to study the mechanisms of interactions between marine

amoebae and the vibrio LGP32.

We showed that LGP32, which resists to hemocyte phagocytosis, also resists to Euplotes sp. and Platyamoeba
sp. predation. Indeed, both ciliates and amoebae grow more efficiently on J2-8 than on LGP32. It is admitted
that this phenotype in indicative of bacterial resistance to phagocytosis (15,49) as in axenic medium, the only
source of nutrients derives from the degradation of bacteria. As Euplotes and Platyamoeba internalized both of
the vibrio strains tested, we could conclude that their lower growth on LGP32 was due to bacterial resistance to
intracellular degradation. This is supported by confocal microscopy observations after 24h of interaction, in
which both intracellular and extracellular LGP32 were observed while on the contrary J2-8 was apparently
digested by amoebae. Intracellular LGP32 remained fluorescent, when most of J2-8 GFP were degraded by
amoebae. In addition, amoebae in contact with LGP32 showed cellular alterations not observed in J2-8 controls.
These results are reminiscent of the phenotype of both strains on oyster hemocytes and consequently, they
suggest that like in hemocytes, LGP32 resists to amoebae phagocytosis after internalization and induces cellular
alterations. Therefore, we show that LGP32 resistance traits are conserved across phagocytes from protozoans
to metazoans. We hypothesize that intracellular survival phenotype such as that observed for the oyster
pathogen LGP32 may have evolved in the wild under grazing pressures imposed by protozoans. Very recently,
Vibrio cholerae was also shown to resist grazing by the freshwater Acanthamoeba by hyper-production of
exopolysaccaride (41). It would be interesting to define whether LGP32 resist to marine grazer and oyster
hemocytes using a similar mechanism. Therefore as in freshwater, marine amoebae and benthic ciliate exert
strong selective pressure on marine bacteria communities that could favor the acquisition of resistance traits

required for bacteria pathogenicity in metazoan hosts.
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Figure legends

Figure 1. Cellular characterization of the interaction between oyster hemocytes and V. crassostreae J2-8, a
negative control for phagocytosis resistance. J2-8 is less phagocytosed by hemocytes than LGP32. In 3
independent experiments, (A) phagocytosis efficiency and (B) GFP fluorescence intensity/cell were measured by
FACS for both LGP32 and J2-8. These analyzes were performed by infecting primary cultures of adherent oyster
hemocytes maintained in sterile sea water (SSW) with GFP-expressing strains at a MOI of 100:1 during 1h before
fixation. Both strains were phagocytosed by hemocytes, but phagocytosis efficiency is lower for J2-8 than for

*

LGP32. Values are presented +/- SEM. ~ p<0.001 (Student’s t test). (C) J2-8 didn't grow in hemocyte co-cultures,
in contrast to LGP32. In 3 independent experiments, hemocyte monolayers were incubated with a MOI of 50:1
with GFP-expressing virulent LGP32 (black triangles) or the avirulent J2-8 (light grey boxes). Control hemocytes
(grey symbols) were incubated in sterile sea water (SSW) in the absence of bacteria. Controls bacteria (white
symbols) were incubated in sterile sea water (SSW) in the absence of hemocytes. Growth was monitored by the
fluorescence of the GFP-expressing bacteria. J2-8 GFP remains stable when LGP32 GFP significantly increased,
indicating that LGP32 were growing in presence of hemocytes. The depicted results are representative of three
independent experiments. Values are presented +/- SEM. "~ p<0.001 (repeated measures two ways ANOVA). (D)
J2-8 didn't induce hemocytes cytolysis, contrary to LGP32. Hemocyte monolayers were incubated with LGP32
(triangles) or J2-8 (boxes) at a MOI of 50:1. Their cytotoxicity to hemocytes was monitored by the Sytox green
assay. The percentage of hemocyte lysis was obtained by comparison with lysis induce by triton X100 (100%
lysed hemocytes). Percentage of hemocyte lysis induced by J2-8 wasn't significantly different from control
values, whereas percentage of hemocyte lysis induced by LGP32 was significantly higher than that induce by J2-

8. The depicted results are representative of three independent experiments. Values are presented +/- SEM.

"’p<0.001 (repeated measures two ways ANOVA).

Figure 2. Growth of marine ciliates Euplotes sp. is affected by internalized LGP32. (A) Growth of marine ciliates
Euplotes sp. is affected co-incubation with LGP32. The growth of Euplotes sp. was monitored in the presence of
LGP32 GFP (black) or J2-8 GFP (light grey) and without bacteria (dark grey). Euplotes sp. were fixed and counted
0, 4 and 8 days after the contact with bacteria. After 4 and 8 days, Euplotes sp. growth in contact with LGP32
was significantly lower than that in presence of J2-8. The depicted results are representative of three
independent experiments. Values are presented +/- SEM.~ p<0.001 (two ways ANOVA). (B) Both LGP32 and J28

were internalized by Euplotes sp. Localization of bacteria during Euplotes/Vibrio interaction was investigated by
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confocal inverted microscopy, after 4 days of interaction. Bright field images acquired to visualize Euplotes cells
were merged to epifluorescence images acquired to visualize GFP-expressing bacteria. Pictures showed that

LGP32 GFP and J2-8 GFP had been both internalized by Euplotes sp. Scale bar: 10um.

Figure 3. Phylogenetic relationships of our isolated amoebae belonging to Vannellidae class and
Acanthamoeba genera within the Amoebozoa. Phylogenetic 18S rRNA-based trees of the Amoebozoa
constructed with ARB software (Ludwig et al., 2004; http://www.arb-home.de) loaded with the silva database
(http://www.arb-silva.de). A base frequency filter was applied using the parsimony quick add marked tool
implemented in ARB. Our isolates are written in red. Colored squares indicate the habitat of our isolates : blue
for water column, light green for oyster gills and brown for sediment. Colored circles indicate the sampling
season of our isolates : blue for winter, green for spring, yellow for summer and orange for autumn. * A detailed
version of this branch is available as supplementary Figure S1. Most of our isolated amoebae were deeply
branched into Vannellidae class. Only one species of Acanthamoeba was isolated and is phylogenetically closely

related to the 95 Acanthamoeba species available into silva database.

Figure 4. Growth of environmental amoebae Platyamoeba sp. is affected by internalized LGP32. (A) The
growth of isolated Platyamoeba sp. was monitored in the presence of LGP32 (black) or J2-8 (light grey), and
without bacteria. A filter loaded with Platyamoeba sp. was placed upside down on layers of J2-8 and LGP32
seeded on SSW,,, agar and on SSW,,, agar only (control plates). Diameters of grazing halo, which correspond to
amoebal migration and multiplication front, were measured after 4, 5, 7, 8 and 9 days of filter deposit. No
grazing halo was observed on control plates, at any time. After 8 and 9 days, grazing halos of Platyamoeba sp.
were significantly smaller on LGP32 layers than on J2-8 layers. The depicted results are representative of three
independent experiments. Values are presented +/- SEM. ’ p<0.01 and ***p<0.001 (repeated measures two ways
ANOVA). (B) Both LGP32 and J28 were internalized by Platyamoeba sp. Localization of bacteria during
Platyamoeba/Vibrio interaction was investigated by confocal microscopy, after 24h of interaction. GFP-
expressing LGP32 and J2-8 (green) were added to adherent Platyamoeba sp on glass coverslips 24h before
fixation. J2-8 GFP bacteria were totally internalized by amoebae and most of the bacteria appeared to be
degraded. In contrast, LGP32 GFP bacteria were both intracellular and extracellular, and amoebae colonized by

LGP32 GFP showed cellular alterations. Amoebal proteins were stained with Blue evans (red). Scale bar: 5um.
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CHAPITRE Ill: DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Dans cette these, nous nous sommes attachés a caractériser les interactions entre différents
phagocytes et la souche pathogene d’huitre Vibrio tasmaniensis LGP32 a diverses échelles

(moléculaire, cellulaire et environnementale).

Formation d'ETs par les hémocytes d'huitres

La formation d'ETs : un mécanisme antimicrobien conservé dans le regne animal. Cette thése a

permis de démontrer la conservation chez I'huitre C. gigas de la formation de pieges d'ADN
extracellulaire (ETs), identifiée en 2004 chez les vertébrés comme un mécanisme participant a la
réponse antimicrobienne. In vitro, nous avons mis en évidence la formation de ces ETs par les
hémocytes d'huitre C. gigas, en réponse a divers agents microbiens. Nous avons également
démontré que cet ADN extracellulaire était associé a des histones H5, dont nous avions démontré
I'activité antimicrobienne sur diverses souches bactériennes a Gram positif et négatif. In vivo, nous
avons également pu observer des ETs, dans des coupes histologiques de muscle de C. gigas, en
réponse a une blessure ou a une infection par V. tasmaniensis LGP32. Des histones H5
antimicrobiennes ont également été isolées a partir de tissus huitres, en réponse a une blessure ou
une infection (article ). La formation d'ETs par les polynucléaires neutrophiles (NETs) a été décrite
pour la premiere fois en 2004 par Brinkmann et collaborateurs (Brinkmann et al. 2004). Le
composant structural principal des NETs est I’ADN qui est associé a des histones (H1, H2A, H2B, H3 et
H4) mais aussi a des protéines granulaires et cytoplasmiques (Brinkmann et al. 2004). Les histones et
certaines protéines granulaires contenues dans ces pieges de vertébrés vont exercer une activité
antimicrobienne sur certains micro-organismes (Brinkmann et al. 2004), comme nous I'avons observé

pour les histones H5 de C. gigas.

Si depuis 2004, de nombreuses études ont été réalisées chez les vertébrés, aucune étude n’avait
démontré la présence d’ETs chez les invertébrés avant le début de cette thése en 2012. Seule une
étude, réalisée en 2008, avait suggéré que linjection d’acides nucléiques pouvait renforcer
I'immunité chez Galleria mellonella, et que ces acides nucléiques induisaient la coagulation de
I’hémolymphe (Altincicek et al. 2008). Puis, en 2013, des travaux ont montré que les hémocytes de la
crevette Litopenaeus vannamei étaient capables de libérer des ETs en réponse au phorbol myristate
acétate (PMA), au LPS et a E. coli (Ng et al. 2013). Les ETs de crevettes sont associés a des histones
H1, dont I'activité antimicrobienne avait été démontrée antérieurement, et ces ETs sont capables de

piéger des E. coli. Parmi les bactéries piégées, certaines apparaissent perméabilisées ou lysées,
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cependant les auteurs n’avaient pas démontré que ces altérations étaient dues aux ETs, les bactéries
ayant pu étre altérées avant d’étre piégées (Ng et al. 2013). De plus, contrairement a nos travaux,
cette étude n’a montré ni mode régulation de la formation des ETs ni évidences in vivo. De maniéere
concomitante a la publication de nos travaux, une étude montrant la formation d’ETs, par les
hémocytes de crabe Carcinus maenas, de moule Mytilus edulis, et les cellules mésogléales
d’anémone de mer Actinia equina, a été publiée en 2014 (Robb et al. 2014). Chez C. maenas, les
auteurs ont montré que les hémocytes pouvaient libérer de 'ADN extracellulaire associé a des
protéines homologues de la myéloperoxydase et a des histones H2A, en réponse au PMA et a des
bactéries qui ont été retrouvées piégées dans les ETs. La dépendance de la formation de ces ETs a la
production de ROS a été démontrée chez cette espéce de crabe. Ces travaux ont également montré,
qu’in vivo, la « ETose » pouvait participer au phénoméne d’agrégation hémocytaire (Robb et al.
2014). En 2015, le réle antimicrobien des ETs de crevette L. vannameij a été exploré, par une étude
réalisée par le méme groupe que la premiere étude de 2013 (Ng et al. 2015). Cette étude a montré
que le nombre d’E. coli viables (suivi par microscopie de la fluorescence de bactéries GFP) diminuait
avec I'augmentation du temps d’incubation ETs-bactéries et qu’un traitement a la DNAse permettait
une augmentation significative du nombre de bactéries cultivables. De plus, les auteurs ont suggéré
gu’en cas de haute densité bactérienne, les ETs avaient une activité antimicrobienne plus importante
que la phagocytose. En effet, I'inhibition de la formation des ETs par un traitement a la DNAse
semble induire une persistance de bactéries cultivables plus importante que par l'inhibition de la
phagocytose par cytochalasine D (Ng et al. 2015). Lors de nos travaux, nous n’avons pas étudié
I'activité antimicrobienne des ETs d’huitres sur les différentes bactéries permettant d’induire la
formation de ces pieges d’ADN. Nous pourrions de la méme fagon que cela a été fait dans cette
étude tester la cultivabilité de différentes bactéries a Gram positif et Gram négatif avec et sans
traitement a la DNAse. Il serait également possible de suivre la viabilité de bactéries GFP, par suivi de
la fluorescence, au cours d’interactions avec des hémocytes, dans les conditions permettant la
formation d’ETs, par vidéo-microscopie. L'activité microbicide des piéges pourrait également étre
bloquée avec des anticorps ciblant les histones H5 ou des AMPs de C. gigas. Nous pourrions ainsi

évaluer I'importance des pieges d’ADN extracellulaire dans la réponse antimicrobienne de C. gigas.

La production de ROS : un signal conservé qui initie la formation des ETs d’huitre. La présence de

plages d'histones H5 autour des pieges d'ADN, nous a permis de développer une méthode de
quantification de la formation des ETs, par imagerie. Grace a cette méthode de quantification, nous
avons pu montrer que la formation d'ETs chez C. gigas est dépendante des espéces réactives de
I'oxygene (ROS). De nombreuses études menées chez les vertébrés ont montré I'implication de la

production de ROS, de l'autophagie et de la citrullination des histones dans la formation des ETs.
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Cependant, si I'implication de la production des ROS dans la formation des ETs d’invertébrés a été
démontrée par notre étude et celle de Robb et collaborateurs (article I; Robb et al. 2014), aucune
donnée n’a a ce jour été publiée sur I'implication de I'autophagie ou de la citrullination des histones,
chez les invertébrés. Chez les vertébrés, il a été montré que la décondensation de la chromatine
nécessaire a la libération des ETs se fait principalement suite a la citrullination de I’histone H3
catalysée par la peptidylarginine déiminase 4 (PAD4) (Wang et al. 2009, Li et al. 2010, Remijsen et al.
2011a, Remijsen et al. 2011b , Rohrbach et al. 2012 , Pisanu et al. 2015 , Lewis et al. 2015). La
citrullination est la conversion d’une arginine chargée positivement en une citrulline qui est un acide
aminé non conventionnel polaire mais non chargé. Une étude récente menée in vivo et in vitro a
montré que l'inhibition de I'activité de la PAD4 permet de prévenir la formation d’ETs par les cellules
immunes humaines et murines (Lewis et al. 2015). Il est cependant apparu que l'inhibition de la
PAD4 n’est pas suffisante pour prévenir completement la formation d’ETs par les neutrophiles
humains. Le role de I'élastase neutrophile a également été démontré dans la décondensation des
histones. Cette sérine protéase dégrade partiellement les histones et conduit a la relaxation et a la
décondensation de la chromatine (Amulic and Hayes). A ce jour, aucun gene codant pour une
enzyme homologue de la PAD4 n’a été identifié chez C. gigas, malgré le récent séquencage du
génome de C. gigas (Zhang et al. 2012). De plus, nous n’avons pas retrouvé cette modification par les
analyses de spectrométrie de masse a haute résolution effectuées au CEA de Grenoble (données non
présentées). La régulation par citrullination ne semble donc pas exister chez I'huitre (Zhang et al.
2012). Il est également intéressant de souligner que ni le(s) géne(s) codant pour la PAD4 ni la
protéine n'ont été identifiés a ce jour parmi les invertébrés, la décondensation de I'ADN semble donc
se faire grace a un autre mécanisme, encore non élucidé, chez les espéces d'Ecdysozaoaires et de

Lophotrochozoaires.

L'autophagie semble également contribuer au processus de formation des NETs, par inhibition de la
voie des caspases et décondensation de la chromatine (Remijsen et al. 2011b , Mitroulis et al. 2011,
Kambas et al. 2012). L'autophagie consiste en I'autodigestion des composants intracellulaires qui
sont dégradés dans les endosomes et lysosomes. Le processus d’autophagie permet le maintien de
I’'homéostasie des organites et des biomolécules. L'autophagie intervient généralement lors du
recyclage de ces composants cellulaires en cas de carence et lors du remplacement des organites
endommagés ou des protéines mal repliées suite a un stress cellulaire (Levine and Kroemer 2008,
Huang et al. 2009 , Mitroulis et al. 2010, Deretic et al. 2013). La stimulation de neutrophiles avec du
PMA induit une augmentation massive de la vacuolisation. L’analyse par microscopie électronique
des vacuoles présentes dans ces neutrophiles révélent la présence d’autophagosomes a différents

stades de maturation. De plus, l'inhibition de I'activité de la PI3-K a I'aide de wortmannine inhibe
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cette hyper-vacuolisation. L'absence des autophagosomes étant corrélée avec l'inhibition de la
formation d’ETs, les auteurs ont alors suggéré que l'autophagie était impliquée dans la NETose
(Remijsen et al. 2011b). La décondensation de I’ADN peut notamment étre liée a la formation des
vacuoles d’autophagie qui dérivent de la membrane et causent des déchirements de la membrane du
réticulum endoplasmique, ce qui a pour effet d’'augmenter le calcium intracellulaire et donc I'activité
de la PAD4 permettant la citrullination des histones. Cette étude a également montré que I'induction
a la fois de I'autophagie et de la production de ROS était nécessaire pour induire la NETosis, ces deux
phénoménes agissant en synergie pour décondenser I’ADN (Remijsen et al. 2011a , Remijsen et al.

2011b, Mitroulis et al. 2011 , Kambas et al. 2012).

Chez I'huitre C. gigas, il a récemment été démontré que l'autophagie jouait un role clé dans la
protection contre le virus pathogéne OsHv1 (ostreid herpesvirus 1) (Moreau et al. 2015, Green et al.
2015) et la bactérie pathogeéne Vibrio aestuarianus (Moreau et al. 2015). La publication du génome
de C. gigas a permis d'identifier de nombreux genes impliqués dans I'immunité innée et, entre
autres, dans I'autophagie (Zhang et al. 2012). De maniére surprenante, la voie de l'autophagie de C.
gigas est plus proche de la voie décrite chez I'humain que de celles de Drosophila melanogaster ou
Caenorhabditis elegans (Zhang et al. 2012 , Moreau et al. 2015, Green et al. 2015). Moreau et
collaborateurs se sont plus particulierement intéressés au géne codant la protéine LC3 qui, une fois
clivée et lipidée (LC3-Il), est retrouvée a la surface des autophagosomes. La formation des
autophagosomes ainsi que leur fusion avec les lysosomes ont pu étre étudiées a I'aide d'anticorps
ciblant LC3-Il. Les auteurs ont alors montré que les 2 pathogenes étudiés (un viral et un bactérien)
induisaient I'autophagie et que l'inhibition de cette voie augmentait la susceptibilité de C. gigas aux
infections (Moreau et al. 2015). Les auteurs de cette étude ont utilisé le NH4 Cl, qui diminue
I'acidification des lysosomes, pour inhiber le déclenchement du processus d’autophagie et la
carbamazepine pour stimuler cette voie (Hidvegi et al. 2010). L'autophagie jouant un role important
dans l'immunité de I'huitre C. gigas, il pourrait étre intéressant d'étudier son réle dans la formation
d'ETs, notamment en l'inhibant ou en la stimulant (réactifs utilisés par Moreau et al, 2015) afin de

voir si cela module la formation d’ETs.

Populations hémocytaires productrices d’ETs. Si la formation d’ETs est clairement associée a

I'infiltration hémocytaire dans les tissus d’huitre blessés ou infectés, on ignore a ce jour si leur
formation implique des types hémocytaires particuliers. Les hémocytes de I'huitre ont été classifiés
en 2 catégories : cellules agranuleuses et granulocytes (Cheng 1981 , Bachere et al. 1988 , Ashton-
Alcox and Ford 1998, Hine 1999, Aladaileh et al. 2007). Les cellules granuleuses ou granulocytes ont
été divisées en basophiles et en éosinophiles (Hine 1999, Bachere et al. 2004). Cependant, si les

hémocytes ont pu étre classifiés, nous ne disposons pas a ce jour de techniques permettant de trier
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les différentes populations sans les fixer. Seules la taille et la granulosité des hémocytes permettent
de les différencier, le tri est alors possible par cytométrie en flux. Cependant, les hémocytes vivants
s’agglutinent rendant ce tri impossible pour des cellules uniques. Il faudrait alors mettre au point un
protocole permettant de contrer I'agglutination des cellules immunitaires de I’huitre afin d’identifier
la population hémocytaire a 'origine des ETs. L'étude de Robb et al, en 2014 a montré qu'un
prétraitement des hémocytes de crabe avec de la DNAse-1 permettait d'inhiber I'agrégation, nous
pourrions donc envisager de prélever les hémocytes de C. gigas en présence de cette DNAse (Robb
et al. 2014). La structure, les fonctions de phagocytose et l'infiltration des granulocytes rappelant les
neutrophiles de vertébrés, nous pouvons supposer que c'est cette population hémocytaire qui est a

I'origine des ETs de C. gigas.

En conclusion, la formation de pieges d’ADN extracellulaire est un mécanisme antimicrobien tres
nouvellement connu chez les invertébrés, qui s’ajoute chez I'huitre a un arsenal antimicrobien déja
bien décrit (pour revue voir annexe Il). Il a en effet été décrit que les hémocytes, cellules circulantes
jouant un role majeur dans I'immunité de I’huitre, sont capables de phagocytose. La dégradation
des microorganismes phagocytés repose en partie sur le burst oxydatif qui est une réponse
majeure a linfection caractérisée depuis de nombreuses années dans cette espéce (Bachere et
al. 2004). L'immunité de ces mollusques bivalves met également en jeu une réponse non oxydative
trées conservée dans le régne vivant, reposant sur des enzymes et des peptides possédant des
propriétés antimicrobiennes. Parmi ces effecteurs, quatre lysozymes ainsi que plusieurs familles de
peptides antimicrobiens produits par les hémocytes et parfois aussi par les tissus de C. gigas ont été
identifiés (pour revue voir Schmitt P et al,. 2011 et annexe Il). Ces peptides antimicrobiens (AMPs),
qui sont des effecteurs majeurs de la défense immunitaire des invertébrés ont été décrits pour
intervenir en cas d’infection mais aussi de traumatismes mécaniques, de dommages aux tissus ou de
mort cellulaire contrélée. La libération d’histones extracellulaire via une réponse de type ETose vient

donc compléter I'arsenal antimicrobien caractérisé chez I'huitre.
Résistance de V. tasmaniensis LGP32 a la phagocytose

V. tasmaniensis LGP32 résiste a la phagocytose des hémocytes de C. gigas. Des travaux réalisés

dans I'équipe au cours de cette thése ont montré que V. tasmaniensis LGP32 est un pathogene
résistant a la dégradation intracellulaire par les hémocytes de C. gigas, du fait de ses capacités de
survie intracellulaire et de sa cytotoxicité pour ces cellules immunitaires (annexe 1). Si les Vibrio ont
longtemps été considérés comme des pathogénes extracellulaires, de plus en plus d'études récentes
menées sur des Vibrio pathogénes ont montré que ces bactéries peuvent adopter des stades de vie

intracellulaire. En effet, il a été démontré que les pathogenes humains V. cholerae et V.
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parahaemolyticus (de Souza Santos and Orth 2014, Ma et al. 2009a) ainsi que les pathogenes de
coraux Vibrio shiloi (Rosenberg and Falkovitz 2004) et Vibrio coralliilyticus (Vidal-Dupiol et al. 2011)
sont capables d'envahir des cellules épithéliales, de survivre et de se répliquer en intracellulaire. Une
étude récente a également montré que le pathogene humain V. cholerae était capable de résister a
la phagocytose par des macrophages de souris, grace a la translocation d'effecteurs bactériens. De
maniére intéressante, ces effecteurs bactériens sont nécessaires a la virulence de V. cholerae : une
fois ces effecteurs transloqués, V. cholerae s'était en effet montré capable d'envahir les cellules
épithéliales et ainsi de coloniser leur hote (de Souza Santos and Orth 2014). V. tasmaniensis LGP32
est donc a jour le seul Vibrio décrit pour envahir uniquement des phagocytes professionnels, que

sont les hémocytes de C. gigas, au cours du processus infectieux.

V. tasmaniensis LGP32 lyse les hémocytes de C. gigas, par cytotoxicité. De plus, ces travaux ont

montré que la lyse par cytotoxicité de LGP32 était dépendante de la phagocytose. Enfin, ces travaux
ont identifié la réponse anti-oxydante et |'efflux de cuivre comme des éléments majeurs dans les
phénomeénes de survie intracellulaire et de cytotoxicité (annexe ). Si la lyse des cellules cibles est une
caractéristique commune aux pathogenes intracellulaires, la cytotoxicité des pathogenes n'est pas
corrélée a leur capacité d’'invasion cellulaire. Par exemple, la cytotoxicité de Salmonella spp. pour
les macrophages ne dépend pas de l'invasion cellulaire mais de systemes de sécrétion de type llI
injectant des effecteurs protéiques impliqués dans I'apoptose des cellules immunitaires (Chen,
Kaniga and Galan 1996). A l'inverse, Shigella est capable d'induire la nécrose des macrophages de
maniere dépendante de l'invasion des cellules de I’"hdte mais aussi I'apoptose des cellules de maniére

indépendante de cette invasion (Nonaka et al. 2003).

L'interaction entre V. tasmaniensis et LGP32 est maintenant bien décrite, cependant il n'est pas
élucidé a ce jour si la lyse des hémocytes est suffisante pour causer la mort des huitres ou si LGP32
cible d'autres tissus de C. gigas. De plus, une grande diversité de Vibrio du clade Splendidus a été
associée aux épisodes de mortalités estivales de juvéniles de C. gigas (Lemire et al. 2015). |l serait
intéressant d'explorer cette diversité de pathogénes et d'étudier leur tropisme tissulaire ainsi que
leurs mécanismes d’interactions avec les hémocytes, afin de déterminer si certains mécanismes de
virulence peuvent étre communs aux Vibrio du clade Splendidus pathogénes. Cette question sera

abordée dans le cadre de la thése de Tristan Rubio.

V. tasmaniensis LGP32 résiste a la phagocytose de phagocytes environnementaux. Cette these a

également montré que V. tasmaniensis LGP32 est capable de résister a la phagocytose de protistes
environnementaux, tels que des ciliés appartenant au genre Euplotes sp. et des amibes appartenant

a la classe des Vannellidae, isolées de I'environnement direct des huitres de I'étang de Thau. De plus,
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il a été montré que ce pathogene intracellulaire facultatif de I'huitre était internalisé par les protistes
environnementaux (article IlI). Nous avons en effet montré dans cette these que V. tasmaniensis
LGP32 affecte la croissance des protistes hétérotrophes environnementaux que sont les Euplotes sp.
et les amibes appartenant a la classe des Vannellidae isolées de I'étang de Thau. Or il est admis dans
la littérature que la discrimination des bactéries résistantes a la phagocytose peut se faire par suivi
de la croissance des protistes hétérotrophes (Greub and Raoult 2004). De plus, nos images de
microscopie confocale ont montré que LGP32 avait été internalisé par les protistes. Nous avons donc
conclu que V. tasmaniensis LGP32 est résistant a la dégradation intracellulaire par les protistes
hétérotrophes, comme cela a déja été montré pour les vibrios pathogéenes humains : V. cholerae
(Abd et al. 2007b , Abd et al. 2009, Sandstrom et al. 2010, Valeru et al. 2014, Van der Henst et al.
2015) et V. mimicus (Abd et al. 2010). Ces vibrios sont en effet capables de résister a la dégradation
intracellulaire par les amibes modeles, d'eau douce, Acanthamoeba castellanii qui sont des
régulateurs aquatiques des communautés bactériennes, présents avec V. cholerae dans les zones
endémiques de cholera (Sandstrom et al. 2010 , Shanan et al. 2011). Ces études ont montré que V.
cholerae est capable de survivre et de se multiplier dans les amibes, faisant d'A. castellanii des
potentiels réservoirs environnementaux pour ce pathogene intracellulaire facultatif (Abd et al.
2007b , Abd et al. 2007a , Abd et al. 2009, Sandstrom et al. 2010, Valeru et al. 2014, Van der Henst
et al. 2015). De plus, il a également été montré que la co-culture de V. cholerae avec A. castellanii
améliore le taux de survie des bactéries en milieu contrdlé riche en glucose (Abd et al. 2007b , Abd et
al. 2009, Sandstrom, Saeed and Abd 2011, Valeru et al. 2014) et en milieu pauvre (Van der Henst et
al. 2015).

Y

Mécanismes de résistance a la dégradation intracellulaire. Les V. cholerae résistants a la

dégradation peuvent étre libérés par exocytose dans le milieu extracellulaire ou établir une niche de
réplication dans la vacuole contractile d'A. castellanii (Van der Henst et al. 2015). Lorsque V. cholerae
envahit la vacuole contractile, les amibes A. castellanii s'enkystent avec le pathogéne en
intracellulaire. Apres prolifération, les bactéries vont s'échapper dans le cytosol du kyste puis vont le
lyser pour étre libérées dans l'environnement extracellulaire (Van der Henst et al. 2015). Si les
mécanismes conduisant a la lyse des vacuoles contractiles et des kystes amibiens restent inconnus,
Van der Henst et collaborateurs ont démontré que l'exopolysaccharide VPS impliqué dans la
formation de biofilms est nécessaire a ces phénomenes (Van der Henst et al. 2015), cette production
de VPS est négativement régulée par le régulateur de quorum sensing HapR. De maniere
intéressante, Valeru et collaborateurs ont récemment démontré que les mutants OmpA produisaient
plus de vésicules de membrane externe (OMVs) et que les OMVs (des mutants OmpA et WT)

induisaient une diminution de la viabilité des amibes et une augmentation de la viabilité des
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bactéries (Valeru et al. 2014). Les OMVs de V. cholerae ont été proposés pour favoriser la délivrance
de facteurs de virulence aux cellules hotes (Smith et al. 2007 , Valeru et al. 2014). Or il a récemment
été démontré par notre équipe que V. tasmaniensis LGP32 produisaient des OMVs a la fois en
extracellulaire et en intracellulaire, dans le phagosome des hémocytes d'huitre. Ces OMVs de V.
tasmaniensis LGP32 jouent un réle dans la virulence de la bactérie, notamment par encapsulation de
protéases, et dans sa résistance aux défenses de I'hOte, et plus particulierement aux peptides
antimicrobiens (Vanhove et al. 2015a). Nous pourrions alors étudier le réle des OMVs de V.
tasmaniensis LGP32 dans l'interaction protistes - LGP32 et leur impact sur la survie des protistes, plus
particulierement des amibes environnementales Platyamoeba sp., que nous sommes désormais en

mesure de cultiver au laboratoire.

Mécanismes d’échappement au « grazing ». De plus, il a été montré que les V. cholerae pouvaient

également résister a la phagocytose en empéchant leur internalisation par les protistes. En effet,
I'équipe de McDougald a montré qu'en réponse au grazing par des protistes hétérotrophes (A.
castellanii et ciliés), ces bactéries vont d'une part subir une variation de phase (phénotype du
lipopolysaccharide) pour passer des variants lisses a rugueux et d'autre part former des biofilms pour
résister a l'internalisation et persister dans I'environnement. Ces variations de phase et formation de
biofilms ont été corrélés a la production d'exopolysaccharide VPS et a I'expression du régulateur du
quorum sensing hapR (Matz et al. 2005 , Erken et al. 2011, Sun, Kjelleberg and McDougald 2013). Le
régulateur du quorum sensing HapR a également été montré impliqué dans la régulation de la
formation des biofilms, de I'expression de genes de virulence chez V. cholerae, et a été relié a la
production d'un facteur anti-protozoaire qui induit la mort de ces cellules (Hammer and Bassler 2003
, Waters et al. 2008 , Matz et al. 2005, Erken et al. 2011, Sun et al. 2013, Erken, Lutz and McDougald
2015). Le VPS est le composant majeur de la matrice extracellulaire des biofilms et semble protéger
les bactéries en empéchant I'accés du prédateur (Erken et al. 2011, Sun et al. 2013). De maniére
intéressante, Van der Henst et collaborateurs ont démontré que le polysaccharide VPS était
également nécessaire a la lyse des amibes lorsque les V. cholerae résistent a la phagocytose de
maniére intracellulaire (Van der Henst et al. 2015). La formation de biofilms semble donc avoir un
role central dans la résistance de V. cholerae a la phagocytose des protistes hétérotrophes, que ce
soit par échappement a l'internalisation ou par survie et multiplication intracellulaire puis lyse des
cellules. Une récente étude menée sur V. tasmaniensis LGP32 a montré la capacité de cette bactérie
a former des biofilms sur des surfaces PVC (Vezzulli et al. 2015). Des génes codant pour des
protéines impliquées dans la formation de biofilms ont également été montrés différentiellement
exprimés dans des V. tasmaniensis LGP32 internalisés par des hémocytes de C. gigas, par RNA-seq

(Table S1 annexe I). Ces résultats nous amenent a nous demander si V. tasmaniensis LGP32 présente
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également ce double phénotype de résistance a la phagocytose : résistance a la dégradation
intracellulaire et résistance a l'internalisation, et si la formation de biofilms joue un role aussi
important que chez V. cholerae dans la résistance a la phagocytose. Pour cela, nous pourrions faire
des premiers tests en vidéo-microscopie afin de voir si tous les V. tasmaniensis LGP32 sont
internalisés par les protistes. Nous pourrions également nous intéresser a l'importance de la
formation de biofilms par V. tasmaniensis LGP32 lors de leur mise contact avec des protistes, a |'aide

de mutants Vps et HapR de LGP32.

Autres espéces bactériennes résistantes a la dégradation par les amibes. Les vibrios pathogenes

humains ne sont pas les seules bactéries résistantes aux amibes décrites dans la littérature. En 2010,
Thomas et collaborateurs ont établi une liste de 102 pathogenes qui ont été décrits pour leurs
interactions avec des protistes environnementaux (amibes libres mais aussi Dictyostelium discoideum
et les ciliés Tetrahymena pyriformis) (Thomas et al. 2010) Parmi ces pathogénes sont notamment
retrouvés : Legionella pneumophila (Anacarso et al. 2010, Bouyer et al. 2007b, Cirillo et al. 1999,
Cirillo et al. 1994), Mycobacterium spp. (Cirillo et al. 1997 , Taylor et al. 2003 , Amissah et al. 2014),
Salmonella enterica serovar Typhimurium (Wildschutte and Lawrence 2007 , Douesnard-Malo and
Daigle 2011, Sillo et al. 2011), Francisella tularensis (Abd et al. 2003) et Shigella spp. (Saeed et al.
2009). Si la croissance de ces pathogénes est toujours augmentée en présence d'amibes, leur effet
sur ces protistes differe. En effet, certains pathogénes comme Mycobacterium spp. et Shigella spp.
vont uniquement résister a la phagocytose et utiliser les amibes comme réservoirs
environnementaux (Cirillo et al. 1997 , Taylor et al. 2003 , Amissah et al. 2014 , Saeed et al. 2009 ,
Thomas et al. 2010) quand d'autres pathogénes comme Legionella pneumophila et Francisella
tularensis vont causer une diminution du nombre d'amibes, par lyse cellulaire (Richards et al. 2013,
Qureshi et al. 1993 , Pukatzki, Kessin and Mekalanos 2002 , Abd et al. 2003 , Abd et al. 2008). Les
mécanismes induisant la lyse des amibes par Legionella pneumophila et Francisella tularensis restent
a ce jour inconnus. Des travaux réalisés pendant cette these (annexe ) ont montré que V.
tasmaniensis LGP32 induisait la lyse par cytotoxicité des hémocytes qu'il infecte. De plus, nos images
de microscopie confocale ont montré que V. tasmaniensis LGP32 induisait des dommages cellulaires
aux Platyamoeba sp. environnementales (article Il), il serait donc intéressant d'étudier le taux de
survie des amibes mises en contact avec LGP32. Pour cela, nous pourrions notamment suivre la lyse
amibienne, grace au test de cytotoxicité développé au laboratoire au cours de cette thése (annexe ).
Il pourrait également étre intéressant de suivre l'interaction V. tasmaniensis LGP32/Platyamoeba sp.,
en eau de mer diluée au demi, pendant plusieurs jours en microscopie confocale inversée afin de voir
si les bactéries se multiplient dans les amibes et/ou si elles ont toujours la méme localisation au

cours de l'interaction. Nos images de microscopie montrant qu'une partie des V. tasmaniensis LGP32
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sont extracellulaires apres 24h de contact avec les Platyamoeba sp. nous pourrions également voir si
ces bactéries ont été internalisées par les amibes puis en sont ressorties ou si elles ont résisté a

I'internalisation.

Role des antioxydants et de I'efflux de cuivre dans les mécanismes de survie. Des travaux réalisés

dans I'équipe au cours de cette thése ont montré que I'efflux de cuivre et la réponse anti-oxydante
jouent un role important la survie intracellulaire et la cytotoxicité de V. tasmaniensis LGP32, lorsqu'il
est en contact avec des hémocytes d'huitres (annexe 1). Les mémes observations ont été faites pour
les pathogénes intracellulaires Mycobacterium tuberculosis (Wolschendorf et al. 2011 , Neyrolles et
al. 2013), Salmonella enterica serovar Typhimurium (Osman et al. 2010 , Achard et al. 2012),
Pseudomonas aeruginosa (Schwan et al. 2005) et Listeria monocytogenes (Francis and Thomas 1997).
Ceci peut s’expliquer par la grande conservation des mécanismes de dégradation des microbes
phagocytés au travers des espéces. Deux revues récentes posent I'hypothese que (i) comme cela a
été observé chez les métazoaires, les amibes peuvent éliminer les bactéries grace a des mécanismes
d'influx de cuivre et de zinc et de production d'espéces réactives de l'oxygéne, et que (ii) les
mécanismes bactériens de résistance au cuivre ont été sélectionnés dans I'environnement par la
prédation exercée par les protistes (German et al. 2013 , Hao et al. 2015). Cette hypothése est
soutenue par le fait que les amibes possédent des systemes d'influx de cuivre et de burst oxydant
similaires a ceux des cellules immunitaires de métazoaires (Davies et al. 1991, Burlando et al. 2002,
German et al. 2013 , Hao et al. 2015). Les amibes contiennent en effet des homologues de
transporteurs de cuivre Ctrl et d'ATPases de type P, retrouvés chez les macrophages mais également
chez les hémocytes de C. gigas (Wang et al. 2013b , German et al. 2013 , Hao et al. 2015). De plus,
certaines bactéries résistantes a la fois aux amibes et aux macrophages, telles que Salmonella spp. et
des souches virulentes d'E. coli possedent des systemes d'efflux de cuivre comme les ATPases de
type P dénommées CopA (Outten et al. 2001 , Espariz et al. 2007, Sillo et al. 2011 , Chekabab et al.
2013) qui ont été retrouvées chez LGP32 (annexe |). Au vue des ces données, nous pourrions étudier
I'impact de l'efflux de cuivre sur la survie de V. tasmaniensis LGP32 au contact des amibes
environnementales Platyamoeba sp. Pour cela, nous envisageons de caractériser les interactions
entre les Platyamoeba sp. et les mutants AcopA et AcusAB construits récemment au laboratoire

(annexe ).

Interactions vibrios/amibes dans I'environnement. Nos travaux ont permis de démontrer les

possibilités d'interaction entre les amibes environnementales de la classe des Vannellidae et les
Vibrio du clade Splendidus. Cependant, les mises en contact ayant été réalisées en laboratoire, nous
pouvons donc nous demander si ces micro-organismes interagissent dans leur environnement

naturel. Pour étudier cela, des expériences d'Hybridation in situ en fluorescence (FISH) pourraient
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étre réalisées directement sur des échantillons d'eau, aprés filtration, en utilisant des sondes
spécifiques aux V. tasmaniensis LGP32 et aux amibes de la classe des Vannellidae. Cette technique a
récemment été utilisée pour localiser des endosymbiontes d'amibes marines (sondes spécifiques des
endosymbiontes bactériens et larges pour les eucaryotes, les amibes étant isolées) (Schulz et al.
2015). Il serait également possible de cultiver les amibes isolées de I'environnement sur des levures
telles que Saccharomyces cerevisiae afin de réaliser des analyses ciblant le géne codant ADN
ribosomal bactérien 16S, comme cela a été fait pour étudier les associations bactériennes existant
avec des amibes d'eau douce isolées de réseaux d'eau (Delafont et al. 2014, Delafont et al. 2013). Ces

analyses pourraient également cibler des genes spécifiques des Vibrio du clade splendidus.

Vers une caractérisation fine des mécanismes d’échappement a la dégradation intracellulaire. Au

cours de cette thése, nous avons également essayé de développer des interactions entre |'amibe
modele A. castellanii et V. tasmaniensis LGP32, le modéle environnemental présentant certaines
limitations. Nous avons choisi A. castellanii car il s'agit d'une amibe libre aquatique dont le génome a
récemment été séquencé (Clarke et al, 2013) et dont la culture et la biologie cellulaire sont
maitrisées. De plus, des transfections de génes ont été réalisées sur cette amibe modéle (Peng et al,
2005), ce qui aurait pu nous permettre d'étudier les mécanismes moléculaires fins de I'interaction
entre ces phagocytes et V. tasmanienis LGP32. Toutefois, A. castellanii étant adaptée a |I'eau douce et
V. tasmanienis LGP32 au milieu marin cétier, nous n'avons pas réussi a trouver des conditions
expérimentales dans lesquelles ces deux organismes pouvaient présenter de bonnes conditions
physiologiques. Selon les conditions testées, soit les amibes s'enkystaient, soit les V. tasmaniensis

LGP32 avaient une croissance ralentie ou devenaient viables non cultivables.
Diversité amibienne dans I'environnement proche des huitres

Les amibes isolées de I'environnement direct des huitres sont majoritairement des Vannellidae. Au

cours de cette thése, nous avons pu isoler des amibes appartenant a la classe des Vannellidae, a
chaque saison de I'année 2014, a partir de la colonne d’eau et du sédiment situés a proximité des
tables a huitres ainsi qu’a partir de branchies d’huitres, tous issus de I'étang de Thau. Une amibe
appartenant au genre Acanthamoeba a également pu étre isolée de branchies d’huitres pendant
I’été (article Il). Les amibes appartenant a la sous-classe des Vannellidae sont décrites depuis 1983
pour faire partie des amibes marines (Page 1983). La premiere étude portant sur les amibes marines
est celle de Page en 1983, qui a défini 22 genres d’amibes marines en se basant sur la taille, la
structure nucléaire, 'apparence de la forme locomotive (trophozoite), les inclusions cytoplasmiques,
le cycle de vie, I'ultra-structure et les caractéres physiologiques de chacun de ces protistes (Page

1983). Les Vannella et Platyamoeba faisaient partie de ces 22 genres amibiens, dont 19
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appartenaient aux classes des Discosea et Tubulinea du sous regne des Lobosa lui-méme compris
dans le regne des Amoebozoa, et 3 a la classe des Heterolobosea, du régne des Percolozoa. La
présence de ces Vannellidae dans I'environnement marin a ensuite été confirmée par les données
moléculaires ciblant le géne codant I'ARNr 18S (Moran et al. 2007 , Nassonova et al. 2010), ainsi que
le géne codant cytochrome C oxydase et les espaceurs internes de transcrits (ITS) (Nassonova et al.
2010). De plus, une étude phylogénétique réalisée a partir de I'alignement de 1906 résidus du géne
codant I'ARNr 18S a montré que les genres Platyamoeba et Vannella étaient mixés et que ces deux
genres peuvent se réunir en un seul (Smirnov et al. 2007). Ces travaux ont demandé un effort de
mise au point pour la culture de ces amibes et leur maintien en milieu liquide. En effet, nos travaux
ont permis la premiére isolation d’amibes a partir de I'étang de Thau. Les amibes de cette classe
disponibles dans le commerce sont cultivées uniquement en présence de bactéries, sur géloses. Nous
avons donc mis au point un protocole permettant le passage de ces amibes en milieu liquide, avec un
traitement aux antibiotiques assurant I'absence de bactéries. Les Vannellidae ont alors pu étre
maintenues jusqu’a 7 jours en milieu liquide exempt de bactéries, afin de pouvoir réaliser des

contacts avec V. tasmaniensis LGP32 et V. crassotreae J2-8.

Les amorces que nous avons dessinées pendant ces travaux étaient prévues pour réaliser des
expériences de métagénomique sur des échantillons environnementaux d'eau, de sédiment et de
branchies d'huitres, sans étape de culture. Elles étaient donc tres stringentes et n'ont peut étre pas
permis d'identifier toutes les amibes présentes dans nos échantillons. Afin d'étre plus exhaustifs,
nous pourrions réaliser des expériences de métagénomique en prélevant des échantillons tous les
mois ou utiliser le protocole mis en place par le consortium "CBOL Protist Working Group"
(Pawlowski et al. 2012). Ce consortium a proposé d'identifier les protistes environnementaux par un
barcoding en 2 étapes. Dans ce protocole, chaque protiste serait isolé en cellules uniques, afin de
réaliser des cultures clonales. L'ADN de ces protistes serait alors extrait et le pré-barcoding pourrait
étre réalisé en ciblant la boucle V4 du gene codant I'ARNr 18S. Ensuite, ce consortium suggére de
réaliser une deuxieme étape de barcoding groupe spécifique, pour les amibes il faudrait cibler le

gene codant cytochrome C oxydase (Pawlowski et al. 2012).
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Les surmortalités d’huitres C. gigas juvéniles, dites « estivales », sont le fruit d’'une maladie

multifactorielle qui se produit dans des milieux marins cotiers fortement anthropisés et qui met en
jeu des associations de pathogenes (virus herpes OsHV-1 et vibrios du clade Splendidus) et des
conditions climatiques particuliéres (température de I'eau de mer). La génétique de I'hGte joue aussi
un réle déterminant dans la susceptibilité aux mortalités estivales (Segarra et al. 2010, Lacoste et al.
2001, Gay et al. 2004b , Gay et al. 2004a , Saulnier et al. 2010). On ignore encore trés largement a
I’heure actuelle les mécanismes explicatifs de ces mortalités et le poids relatif de chacun des facteurs

décrits ci-dessus.

Cette these s’est concentrée sur les interactions entre les phagocytes et une souche de Vibrio
pathogéne associée a ces mortalités : la souche V. tasmaniensis LGP32 isolée par Le Roux et
collaborateurs en 2004 (Gay et al. 2004a, Gay et al. 2004b) et dont la capacité a envahir les
hémocytes de I’huitre avait été mise en évidence plus récemment dans notre équipe (Duperthuy et
al. 2011). De plus, des travaux réalisés dans I'équipe au cours de cette these ont permis de compléter
la compréhension du processus infectieux de LGP32 vis-a-vis des hémocytes de I'huitre. Ces travaux
ont mis en évidence une cytotoxicité de LGP32 sur les hémocytes qui s’exprime quelques heures
apres l'internalisation des LGP32 et qui est dépendante de la phagocytose. Cette cytotoxicité conduit
a la lyse des hémocytes, les bactéries se retrouvant alors libérées dans le milieu extracellulaire

(annexe 1).

Dans un premier temps, nous nous sommes attachés a la caractérisation d'un mécanisme
antimicrobien encore inconnu chez les invertébrés, qui est mis en place par les hémocytes de C.
gigas, en réponse a V. tasmaniensis LGP32 mais aussi a d'autres agents microbiens. Ce mécanisme
est la formation de pieges d'ADN extracellulaire, associés a des histones antimicrobiennes (ETs), qui
sont capables de piéger les bactéries. Nous avons montré que, comme chez les vertébrés, la
formation de ces ETs est dépendante de la production d'especes réactives de |'oxygene. De plus, la
présence de ces ETs a été confirmée in vivo et a été associée a une accumulation d'histones
antimicrobiennes dans les tissus, suite a une blessure ou a une infection (article ). Ce mécanisme
antimicrobien s'ajoute chez I'huitre a un arsenal antimicrobien déja bien décrit (pour revue voir
annexe Il). Au dela d'une meilleure compréhension de l'immunité de I'huitre, ce mécanisme
antimicrobien conservé au sein du régne animal est un nouvel élément qui montre la tres grande

conservation des mécanismes de l'immunité innée chez les métazoaires.
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Dans le milieu aquatique, les Vibrio sont en contact avec des protistes hétérotrophes tels que les
amibes et les ciliés, véritables phagocytes de |’environnement qui se nourrissent de micro-
organismes par phagocytose. Or, la phagocytose est un processus trés conservé au cours de
I'évolution (Boulais et al. 2010). Nous nous sommes donc intéressés aux interactions que le
pathogene d'huitre V. tasmaniensis LGP32 pouvait avoir avec ces protistes environnementaux. Un
résultat important de cette thése a été de montrer que V. tasmaniensis LGP32 résiste a la
dégradation intracellulaire par des protistes hétérotrophes environnementaux. Les amibes que nous
avons isolées étaient présentes dans I'environnement direct des huitres et V. tasmaniensis LGP32
s'est montré résistant a la phagocytose de ces protistes, nous pouvons donc supposer que la
pression de grazing exercée par les phagocytes environnementaux a pu permettre de sélectionner
des souches résistantes a la phagocytose, comme V. tasmaniensis LGP32 (article Il). La théorie de la
reine rouge formulée par Leigh Van Valen en 1973 se base sur le fait que les interactions entre
organismes conduisent a des courses évolutives permanentes pour éviter I'extinction et seraient
donc le principal moteur de I'évolution (Van Valen 1973). Les interactions vibrios/amibes pourraient
alors s'inscrire dans la coévolution antagoniste ou théorie de la reine rouge, reposant sur le fait que
les proies ont la capacité de répondre a la pression de sélection permanente liée a la présence de
prédateurs, et inversement. Dans le contexte de nos travaux, une telle course évolutive aurait pu

conduire a I'émergence de phénotypes intracellulaires chez les vibrios.

La sélection de tels phénotypes peut résulter d’évéenements de transfert horizontal de genes. Les
bactéries sont capables d’acquérir des mécanismes de résistance par mutation, par les intégrons et
par transferts génétiques horizontaux ou verticaux, grace aux éléments génétiques. Les éléments
génétiques mobiles, tels que les plasmides, les transposons, les cassettes géniques associées aux
intégrons jouent un réle évolutif majeur dans I'adaptation des communautés microbiennes car ils
sont le support, par exemple, de génes de résistance aux antibiotiques ou aux métaux lourds et de
genes de virulence impliqués dans la pathogénicité. Une étude récente a montré que de nombreux
geénes transférés et éléments génétiques mobiles étaient présents dans le génome des micro-
organismes vivant dans les amibes. Les auteurs ont suggéré que ces protistes constituent un "melting
pot" de génes permettant |'évolution des divers micro-organismes dans la méme direction, pour
s'adapter a la vie intra - amibienne, ce qui peut aboutir a la création de nouveaux agents pathogenes
(Moliner, Fournier and Raoult 2010). Les amibes environnementales ont donc pu favoriser par
transfert de genes I'émergence de pathogénes d'huitres. Chez la souche LGP32, il a été montré que
I’'homéostasie du cuivre est un composant majeur de la capacité de survie de LGP32 dans les
hémocytes d’huitre (annexe I). Or les amibes utilisent également des mécanismes d'influx de cuivre

pour éliminer les micro-organismes phagocytés. Nous pouvons donc nous demander si les géenes
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impliqués dans I’homéostasie du cuivre qui sont essentiels a la vie des vibrios chez les invertébrés
marins le sont aussi chez les protistes hétérotrophes environnementaux, et s’ils ont pu étre acquis

par transfert horizontal de génes.

Enfin, I'étude des mécanismes moléculaires permettant la résistance de V. tasmaniensis LGP32 a la
phagocytose des protistes de I'étang de Thau pourrait permettre de mieux comprendre comment

LGP32 résiste aux hémocytes d'huitres.
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Summary

Recent studies revealed that several vibrio species
have evolved the capacity to survive inside host cells.
However, it is still often ignored if intracellular stages
are required for pathogenicity. Virulence of Vibrio
tasmaniensis LGP32, a strain pathogenic for
Crassostrea gigas oysters, depends on entry into
hemocytes, the oyster immune cells. We investigated
here the mechanisms of LGP32 intracellular survival
and their consequences on the host-pathogen inter-
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action. Entry and survival inside hemocytes were
required for LGP32-driven cytolysis of hemocytes,
both in vivo and in vitro. LGP32 intracellular stages
showed a profound boost in metabolic activity and a
major transcription of antioxidant and copper detoxi-
fication genes, as revealed by RNA sequencing.
LGP32 isogenic mutants showed that resistance to
oxidative stress and copper efflux are two main func-
tions required for vibrio intracellular stages and
cytotoxicity to hemocytes. Copper efflux was also
essential for host colonization and virulence in vivo.
Altogether, our results identify copper resistance as a
major mechanism to resist killing by phagocytes,
induce cytolysis of immune cells and colonize
oysters. Selection of such resistance traits could
arise from vibrio interactions with copper-rich envi-
ronmental niches including marine invertebrates,
which favour the emergence of pathogenic vibrios
resistant to intraphagosomal killing across animal
species.

Introduction

Vibrios have long been considered extracellular organ-
isms. However, an increasing number of studies show
that some vibrio strains have evolved cell invasive prop-
erties. The capacity to survive in host cells was reported
for vibrio strains pathogenic for humans. Examples
include Vibrio cholerae, which survives in mouse cell lines
(Duperthuy et al., 2010), and V. parahaemolyticus, which
disrupts the intestinal epithelium (Ritchie et al., 2012) and
can also invade and replicate in human HelLa cell line
(Zhang et al.,, 2012; de Souza Santos and Orth, 2014).
Interestingly, in a few animal species, such vibrio intrac-
ellular stages have been associated with diseases. For
example, the coral pathogens V. shiloi (Rosenberg and
Falkovitz, 2004) and V. coralliilyticus (Vidal-Dupiol et al.,
2011) enter coral epithelial cells as part of their pathogenic
process. Similarly, the oyster pathogen V. tasmaniensis
LGP32 enters oyster immune cells, the hemocytes, and
this is required for virulence in oysters (Duperthuy et al.,
2011).

Survival in professional phagocytes requires evading or
resisting the phagosome hostile environment. Multiple
stresses are used by professional phagocytes to Kkill
phagocytosed microorganisms (Flannagan et al., 2009).
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The NADPH oxidase produces potent reactive oxygen
species (ROS) which are delivered into the
phagolysosome during its maturation together with a
series of hydrolytic enzymes and antimicrobial peptides.
Moreover, an acidic environment is created by accumu-
lating protons in the lumen of the phagosome. This envi-
ronment is both aggressive to the phagocytosed bacteria
and optimal for the activity of the hydrolytic enzymes.
Such microbicidal mechanisms are broadly conserved
throughout evolution (Boulais et al., 2010) and they have
been well described in oyster hemocytes (Bachere et al.,
2015).

While vibrio intracellular stages have been associated
with the expression of key virulence factors (Ma et al.,
2009; Zhang et al., 2012), it is still often unknown whether
those stages play an essential role in pathological pro-
cesses induced by vibrios. In the V. tasmaniensis LGP32/
oyster interaction, where vibrios behave as facultative
intravacuolar pathogens (Vanhove et al., 2015), a tight
correlation has been found between entry into host
immune cells and virulence in experimental infections
(Duperthuy et al., 2010; 2011). We indeed previously
showed (i) that the major outer membrane protein OmpU
of LGP32 was required for efficient plasma opsonization,
B-integrin recognition and subsequent entry into oyster
hemocytes (Duperthuy et al., 2011) and (ii) that ompU-
deletion mutants were strongly attenuated in terms of
virulence (Duperthuy etal., 2010). We also observed
important cell damages in hemocytes heavily loaded with
LGP32 (Vanhove etal, 2015), suggesting that
phagocytosed LGP32 could be cytotoxic to oyster
hemocytes. Supporting this hypothesis, some virulence
factors were shown to be secreted by outer membrane
vesicles released by LGP32 inside the phagosome
(Vanhove et al., 2015). To the best of our knowledge, it is
so far the only model in which invasion of professional
phagocytes by vibrios has been so clearly associated with
disease expression in vivo. Therefore, this model offers a
great opportunity to decipher the causal relationships
between intracellular stages and virulence in vibrios and
decipher the molecular bases of vibrio survival in the
hostile environment of the phagosome.

Here, we took advantage of this model to characterize
vibrio intracellular stages and identify key functions
required for vibrio intracellular survival in immune cells.
LGP32 cytotoxicity was found to depend upon entry
and survival in oyster hemocytes. By comparative
transcriptomics, we identified antioxidant responses and
copper efflux as functions highly induced intracellularly.
Their key role in intracellular survival and cytotoxicity to
host immune cells was demonstrated genetically. Alto-
gether, our results identify copper homeostasis as a key
player in the vibrio/phagocyte interaction and copper
efflux as a major vibrio adaptive trait for oyster tissue

colonization and virulence in oyster experimental
infections.

Results

Phagocytosis and intracellular survival of LGP32 are
required to induce cytolysis

Characterization of the V. tasmaniensis strain LGP32/
hemocyte interactions at the cellular level was performed
by infecting primary cultures of oyster hemocytes main-
tained in sterile sea water (SSW) with GFP-expressing
strains opsonized in oyster plasma. Plasma-opsonized
LGP32 grew significantly in hemocyte co-cultures
(P < 0.001), unlike the phylogenically related LMG 200127
(Thompson et al., 2003), an avirulent control strain used
in our previous study (Duperthuy et al., 2011; Fig. 1A).
However, plasma-opsonized LGP32 was unable to grow
in SSW in the absence of hemocytes (Fig. 1A), which
showed that hemocytes are required to support the
growth of LGP32 in such a nutrient-poor environment. The
hemocyte/vibrio interaction was then monitored over the
first 5 h of contact by epifluorescence microscopy. After a
1 h contact, oyster hemocytes were already heavily
loaded with either LGP32 or LMG 20012T. After 3 h, most
LGP32 were intravacuolar but some bacteria-containing
hemocytes harbouring cellular alterations had lost adher-
ence: they were found in the culture supernatant together
with some extracellular vibrios. After 5 h, no more LGP32-
containing hemocytes were adherent; several hemocytes
were present in the supernatant and most of the LGP32
were extracellular (Figs 1B, Supporting Information
Fig. S1). On the contrary, LMG 20012T remained within
hemocytes over the course of the experiment without any
sign of hemocyte alteration. Therefore, LGP32 entry into
hemocytes triggers a loss of hemocyte integrity leading to
the release of LGP32 through cytolysis ~5h after
phagocytosis.

To quantify the LGP32-induced cytolysis of hemocytes,
we used the cell impermeant Sytox green DNA dye. In
agreement with our microcopy data (Fig. 1B), 5to 7 h after
LGP32 phagocytosis, hemocyte monolayers generated a
massive Sytox green fluorescent signal as opposed to
LMG 20012" (P<0.001; Fig. 1C). Thus, alteration of
hemocyte membrane integrity is observed after LGP32
phagocytosis. Remarkably, cytochalasin D, an inhibitor of
F-actin polymerization that prevents phagocytosis, abol-
ished LGP32-induced hemocyte cytolysis (Fig. 1C). We
concluded that cytotoxicity of LGP32 towards oyster
hemocytes is strictly dependent on phagocytosis. Alto-
gether, those results show that intracellular LGP32 resists
to the hemocyte killing machinery, and within few hours
becomes cytotoxic, thereby promoting a hemocyte
cytolysis that could sustain its own growth.

© 2015 Society for Applied Microbiology and John Wiley & Sons Ltd, Environmental Microbiology
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Fig. 1. Hemocyte phagocytosis and cytolysis support efficient replication of LGP32.

A. Phagocytosis-dependent growth of LGP32 in hemocyte co-cultures. In three independent experiments, hemocyte monolayers were
incubated at a MOI of 50:1 with LGP32 or the avirulent control LMG 20012™. In controls, vibrios were incubated in SSW in the absence of
hemocytes. Growth was monitored by the fluorescence of the GFP-expressing bacteria. Values are presented + SEM ***P < 0.001 (two-way
rANOVA).

B. LGP32-induced hemocyte cytolysis and extracellular release of bacteria. Monolayers of hemocytes infected at a MOI of 50:1 with
GFP-expressing LGP32 or LMG20012T were observed 1 h and 5 h after contact. Both strains were rapidly phagocytosed. Major hemocyte
lysis and release of extracellular vibrios was observed after 5 h upon exposure to LGP32 but not LMG 20012". Nuclei were stained with DAPI
and actin cytoskeleton with phalloidin-TRIC. Scale bar: 5 um.

C. Phagocytosis-dependent cytolysis of hemocytes. Hemocyte monolayers were incubated with LGP32 or LMG 20012" at a MOI of 50:1 for
phagocytosis in the presence/absence of cytochalasin D. Hemocyte cytolysis was monitored by using cell impermeant Sytox green DNA dye.
The percentage of hemocyte lysis was obtained by comparison with a Triton X100-incuded lysis (100% lysed hemocytes). Values are
presented = SEM. **P < 0.01 (RM-ANOVA).

© 2015 Society for Applied Microbiology and John Wiley & Sons Ltd, Environmental Microbiology
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Antioxidant responses and metal homeostasis genes
are highly expressed intracellularly

To identify the mechanisms involved in LGP32 resistance
to the hemocyte killing machinery and phagocytosis-
dependent cytotoxicity, we used a global comparative
RNAseq approach early after vibrio entry into hemocytes
(1 h after phagocytosis). Transcripts of intracellular
LGP32 were obtained from hemocyte monolayers and
their relative level of expression was compared with that
of transcripts of extracellular LGP32 obtained from vibrios
kept in SSW alone. Out of 3230 genomic elements (not
including rRNA genes), transcript levels of 1280 genes
varied by more than fourfold in the intracellular condition,
with a false detection rate of 5% in all triplicate conditions
(Supporting Information Table S1; GEO Submission
GSE73260). The RNAseq results were validated by qRT-
PCR for 84% of the tested genes on another set of three
independent experiments  (Supporting Information
Fig. S2). RNAseq revealed a massive activation of LGP32
metabolism inside the hemocytes. Indeed, the three func-
tional categories that gathered most of the differentially
expressed genes were protein synthesis, carbon com-
pound utilization and transport, and amino acid transport
and metabolism. An important up-regulation of genes
involved in glycogenesis, gluconeogenesis, TCA cycle, as
well as in envelope, LPS and capsule biogenesis was also
observed (Supporting Information Table S1; Table 1).

Table 1. Functional categories referring to gene transcripts over/sub-
represented in the intracellular condition.

Functional category Number of genes

Protein synthesis 105/12
Carbon compound utilization and transport 83/31
Amino acid metabolism and transport 93/19
Transport (others) 22/41
Energy production and respiration 34/28
Stress response 25/32
Metal homeostasis 39/9
Nucleoside and nucleotide metabolism 30/5
Cofactor and small molecule carrier biogenesis 23/8
DNA replication, recombination and repair 21/9
Signalization 8/21
LPS and capsule biogenesis 21/7
Pilus biogenesis 18/10
Glycolysis/gluconeogenesis/TCA cycle 26/1
Virulence 10/13
Envelope biogenesis 15/6
Fatty acid and phospholipid metabolism 12/9
Central intermediary metabolism 13/3
Transcriptional regulation 6/7
Chemotaxis 9/3
Mobile genetic elements 0/11
Protein and peptide degradation 5/5
Cell division 6/0
DNA metabolism 2/3
Transcription 3/1
Motility 3/0

Finally, stress response and metal homeostasis
were functions highly impacted by the intracellular
environment.

Copper efflux and antioxidant genes were the most
highly induced in the intracellular environment. Indeed,
among 34 genes overexpressed more than 50 times (i.e.
0.8% of the transcriptome; Table 2), five genes were
involved in copper efflux: cusCBAF (VS_IlI0514,
VS_110515, VS_I10516, VS_110517) and copA (VS_0768),
which encode a RND-transporter and a P-type ATPase
respectively. Three additional genes were involved in the
antioxidant response, namely sodA (VS_2918) and ahpC/
ahpF (VS_2126, VS_2127), which encode a superoxide
dismutase and an alkyl hydroperoxide reductase complex
respectively. As RNAseq was performed in whole
hemolymph, we evaluated the respective role of plasma
versus the intracellular environment on the expression of
candidate genes. As a control, vibrios were incubated in
SSW for the same times. While the antioxidant genes
ahpC and sodA were induced only after entry into
hemocytes (P<0.01), copper efflux genes copA and
cusB were already induced in oyster plasma (P < 0.01).
Still, after 1 h, copA expression remained 20 times higher
in the intracellular condition than in the extracellular con-
trols (P < 0.01; Fig. 2).

The antioxidant sodA gene is required for intracellular
survival and cytotoxicity in phagocytes

To determine whether the antioxidant response was nec-
essary for LGP32 intracellular survival and phagocytosis-
dependent cytotoxicity, we constructed deletion mutants
lacking sodA (VS_2918) and ahpC (VS_2126). As a
second copy of ahpC (VS_2126) referred to as tsa
(VS_0593) was found in LGP32 genome (39.8% amino
acid identity), we also constructed a AahpC/tsa double
mutant. Deletions were confirmed by PCR and sequenc-
ing (Supporting Information Fig. S3). Growth in Zobell
medium or plasma and phagocytosis efficiency did not
significantly differ from the wild-type LGP32 (Supporting
Information Figs S4 and S5). Interestingly, for AsodA, but
not AahpC nor AahpC/tsa (Supporting Information
Fig. S6), we observed a strongly attenuated
phagocytosis-dependent  growth  (P<0.001) and
cytotoxicity (P<0.001) compared with the wild-type
LGP32 (Fig. 3A and B). Complementation of AsodA with
pMRB plasmids encoding sodA led to a dose-dependent
restoration of the LGP32 cytotoxicity to hemocytes
(Fig. 3B). Altogether, those results show the essential role
of sodA in LGP32 resistance to phagocyte killing and
subsequent cytotoxicity to hemocytes. However, the
AsodA deletion mutant did not show any significant viru-
lence attenuation in oyster experimental infections
(Fig. 3C).
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Table 2. List of the 34 transcripts enriched by more than 50 times in the intracellular condition.

Label Product log2 fold change
VS_110905 Putative endoribonuclease, translation inhibitor 9.49
VS_lio514 Copper efflux outer membrane protein, cusC 9.2
VS_I10517 Periplasmic copper-binding protein, cusF 8.15
VS_110904 Aldehyde dehydrogenase 7.65
VS_1283 Conserved hypothetical protein 7.26
VS_l10149 Phospholipase 6.96
VS_II1062 Secreted metalloprotease PrtV/InhA prtV 6.94
VS_2126 Alkyl hydroperoxide reductase subunit C, ahpC 6.9
VS_2127 Alkyl hydroperoxide reductase subunit F, ahpF 6.84
VS_ll0515 Copper efflux membrane fusion protein, cusB 6.76
VS_1282 Putative methylcobalamin:homocysteine methyltransferase, metE 6.73
VS_2591 Maltodextrin transport system permease protein, malC 6.58
VS_1145 5-methyltetrahydropteroyl 6.55
triglutamate-homocysteine methyltransferase
VS_1068 Outer membrane protein 6.39
VIBSP2_misc_RNA_19 IGR VS_l10219-VS_l10220, vsr217 6.37
VS_2589 Cytoplasmic membrane-associated tetrahaem c-type cytochrome, cymA 6.33
VS_3121 Phosphoribosylaminoimidazole carboxylase ATPase subunit, purK 6.33
VS_0992 Oligopeptide transport system permease protein oppC 6.28
VS_2246 Putative succinate dehydrogenase, flavoprotein subunit 6.13
VS_1313 Putative tricarboxylate transport, tctC 6.12
VS_2244 succinate dehydrogenase, sdhB 6.06
VS_110903 Putative dipeptidase 6
VS_1461 Cytochrome ¢ oxidase subunit, ccoQ 5.93
VS_2585 Cyclomaltodextrin glucanotransferase precursor 5.92
VS_0768 Copper-exporting P-type ATPase A, copA 5.87
VS_0175 Cold shock protein, cspA 5.84
VS_1967 Anthranilate synthase beta subunit, trpD 5.81
VS_2927 Aspartate carbamoyltransferase, catalytic chain, pyrB 5.72
VS_l10545 Putative glycine betaine transporter, betT 5.71
VS_2382 D-methionine transport ATP-binding protein, metN 5.7
VS_2241 Succinyl-CoA synthetase beta chain, sucC 5.7
VS_lI0516 Copper efflux membrane component, cusA 5.69
VS_2918 Superoxide dismutase, sodA 5.69
VS_2242 Dihydrolipoyllysine-residue succinyltransferase 5.66

See Supporting Information Table S1 for extensive list of differentially represented transcripts. Genes characterized in the present study are in
boldface.
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2400 copper efflux gene expression monitored by
2 — w7 qRT-PCR. Vibrio gene expression was
£ 80 —t— 030min analysed for every time point in three
o 60 independent experiments. Conditions included
2 40 O1h vibrios in SSW (control), vibrios in oyster
2 49 w2h plasma (opsonization) and intracellular vibrios
[7] . . . .

§ in oyster hemocytes. Three incubation times
%_20 SsSw Plasma Hemocytes 4] SSW Plasma Hemocytes were tested (30 min, 1h, 2 h). Relative

expression was calculated by normalization
using three constitutively expressed genes
AcopA AcusB VS_2913, VS_0852 and VS_I11055. Results
were standardized relative to the control

g - R S o 180

§100 —— — — Tt condition (vibrios in SSW). Data are the mean
5 80 140 of gene expression in the three independent
= 60 100 experiments + SEM. Data were analysed by
T 40 ) two-way ANOVA and Tukey’s post-test for

2 5 multiple comparison, *P < 0.05, **P < 0.01,

3 20

L — I , P < 0,001,

%.20 | Ssw Plasma Hemocytes 200 ssw Plasma Hemocytes

© 2015 Society for Applied Microbiology and John Wiley & Sons Ltd, Environmental Microbiology



6 A. S. Vanhove et al.

27000
w
& 6000 55
=
@ 5000 245
§ 4000 =35
* ]
£ 3000 ¥ Oug
S R
&= 2000
o 15
E 1000 5
¢ 0
0 5 Time (h) 10 15 00
1 XXX XXX
0.8 #* LGP32

— < LGP32 AsodA

$0.6

s * LGP32 AsodAlpsodA low copy

204 < LGP32 AsodA/psoedA high copy

*02 ® LMG20 012T

X SSW
0

Days

Fig. 3. sodA is required for intracellular survival and cytotoxicity in phagocytes. In three independent experiments, hemocyte monolayers were
incubated at a MOI of 50:1 with LMG 20012" (control), wild-type LGP32 or its AsodA isogenic mutants complemented or not with a low or high

copy plasmid carrying sodA.

A. Phagocytosis-dependent growth of LGP32 was monitored by the fluorescence of the GFP-expressing bacteria. ***P < 0.001 (RM-ANOVA).
B. Cytotoxicity to hemocytes was monitored by the Sytox green assay. Values are presented £ SEM. **P < 0.01; *P < 0.05 (RM-ANOVA).

C. Kaplan—Meier survival curves were generated from oysters injected with 4 x 107 cfu per animal of the wild-type LGP32 or the AsodA
isogenic mutant. An injection of sterile seawater (SSW) was used as control. Groups of 45 oysters (15 per seawater tank) were monitored for
7 days after infection. One experiment representative of three independent experiments is shown.

COpA is required for copper resistance, intracellular
survival and cytotoxicity in phagocytes

Isogenic mutants lacking copA (VS_0768) or cusAB
(VS_Il0515, VS_II0516) were constructed (Supporting
Information Fig. S3) to study the role of copper efflux in
the intracellular survival and virulence of LGP32. Growth
in Zobell medium or plasma and phagocytosis efficiency
did not significantly differ from the wild-type LGP32 (Sup-
porting Information Figs S4 and S5). Both deletion
mutants were then tested for resistance to copper and
zinc (as a control of metal specificity) by zone inhibition
assay. AcopA showed a major increase in susceptibility to
copper compared with the wild-type LPGP32, but
remained equally susceptible to zinc (Supporting Informa-
tion Fig. S7). Complementation with a pMRB plasmid car-
rying copA restored resistance to high copper
concentrations. No significant difference was observed for
the AcusAB mutant in our in vitro assays (Supporting
Information Figs S7 and S8). In hemocyte co-cultures, the
phagocytosis-dependent growth of LGP32 was strongly
attenuated in the AcopA mutant (P < 0.001; Fig. 4A).
Moreover, the AcopA mutant was two times less cytotoxic

than the wild-type LGP32 (P < 0.001; Fig. 4B). Impor-
tantly, complementation restored the cytotoxicity in
hemocytes to wild-type levels (Fig. 4B). This confirmed
the essential role of copA in LGP32 resistance to copper,
intracellular survival and subsequent cytolysis of host
cells.

COpA is required for host colonization and virulence in
experimental infections

In vivo studies were performed to characterize the role of
copA in LGP32 pathogenesis. In experimental infections
of juvenile oysters, the AcopA mutant showed a signifi-
cantly attenuated virulence. Indeed, mortalities at day 7
dropped from 85% for wild-type LGP32 down to 65%
(P < 0.01) for the AcopA mutant (Fig. 4C). To investigate
the behaviour of the AcopA mutant in vivo, colonization
was tested by injecting juvenile oysters with GFP-labelled
LGP32 or AcopA. The AcopA mutant showed a significant
colonization defect with only 5757 + 4096 cfu g~' of oyster
flesh as opposed to 26 700 + 4 096 cfu g™ for LGP32
(P < 0.05), as soon as 2 h after injection (Fig. 4D). Impor-
tantly, confirming our in vitro data (Fig. 1B), LGP32
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Fig. 4. copA is required for intracellular survival, cytotoxicity in phagocytes, host colonization and virulence. Phagocytosis-dependent growth
(A), cytotoxicity (B) and virulence (C) of bacteria were monitored. In (C), Kaplan—Meier survival curves were generated from oysters injected
with 4 x 107 cfu per animal of the wild-type LGP32 or the AcopA isogenic mutant. One experiment representative of three independent
experiments is shown. **P < 0.05 (log-rank test). Colonization (D) and competitive indexes (E) were tested by injecting juvenile oysters with
fluorescent vibrios at 7 x 107 cfu per oyster and counting cfus from total oyster flesh either 2 h or 24 h after injection. Each dot represents one
animal. For competitive indexes (E), the ratio between GFP-expressing AcopA and mCherry-expressing LGP32 is shown in white boxes while
the ratio between GFP-expressing LGP32 and mCherry-expressing LGP32 is shown in black boxes. For photographs of oyster hemolymph
containing GFP-labelled vibrios 2 h after injection (F), oyster hemolymph was cytospun on a glass slide and stained with DAPI and

TRITC-WGA. Arrowheads indicate LGP32 associated with cell debris.

induced a major cytolysis of oyster hemocytes and the
release of extracellular bacteria in vivo (Fig. 4F), whereas
AcopA remained intracellular with most hemocytes
showing preserved cell integrity (Fig. 4F). In agreement
with the observed AcopA colonization defect, AcopA was
massively and significantly (P < 0.01) outcompeted by the
wild-type LGP32 in co-infection assays where oysters
were injected with identical doses of GFP-expressing
LGP32 and mCherry-expressing LGP32 or AcopA. We
indeed measured very low competitive indexes

(Cl)=0.12+£0.05 and 0.03£0.05, 2h and 24 h after
injection respectively (Fig. 4E). Co-injection of GFP- and
mCherry-expressing wild-type LGP32 gave CI~1
(0.81+£0.31 and 1.04+£0.31 at 2h and 24 h, respec-
tively), confirming the absence of bias due to the fluores-
cent protein expression plasmids used here (Fig. 4E).
Altogether, these data show that copper efflux is essential
for LGP32 survival in hemocytes, expression of intracel-
lular cytotoxicity, host colonization and virulence in experi-
mental infections.
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Discussion

As an increasing number of pathogenic vibrio species
have been shown to adopt intracellular stages
(Rosenberg and Falkovitz, 2004; Duperthuy et al., 2011;
Zhang et al., 2012; de Souza Santos and Orth, 2014)
understanding the mechanisms by which vibrios survive
intracellularly has become a priority. Here, we developed
a transcriptomic analysis coupled to in vitro and in vivo
functional genomics, through which we identified func-
tions essential for vibrio intracellular survival. Overall,
our study provides important insights in several aspects.
First, it is to our knowledge the first global characteriza-
tion of the molecular functions sustaining intracellular life
in a vibrio strain whose virulence depends on its intrac-
ellular survival in phagocytes. Second, we functionally
characterized the antioxidant response and metal
homeostasis as two major functions widely conserved
among vibrios and essential for vibrio intracellular
stages. Third, we identified copper tolerance as a major
determinant of vibrio fitness at the host-pathogen
interface.

Vibrio tasmaniensis LGP32 was chosen in this study as
it has evolved the capacity to survive in oyster hemocytes
(Duperthuy et al., 2011). Our present study showed that a
phagocytosis step was required for LGP32 to finally
induce cytolysis of oyster immune cells. Such an intrac-
ellular LGP32-driven cytolysis of hemocytes was depend-
ent on LGP32 entry and survival inside hemocytes, as
demonstrated with phagocytosis-inhibiting drugs or
mutants impaired in intracellular survival. Since circulating
phagocytes were highly damaged in infected oysters, the
LGP32-driven cytolysis of oyster hemocytes could cause
a dramatic immune suppression of oyster defences pro-
moting pathogenesis.

Oyster hemocytes are immune cells equipped with a
complete panel of microbicidal functions (Bachere et al.,
2015). In particular, they respond to phagocytosis by a
rapid and massive oxidative burst highly toxic to
phagocytosed microorganisms (Poirier et al., 2014). Con-
sistently, the antioxidant response was essential to
LGP32 survival in the phagosome hostile environment.
sodA (VS_2918) and ahpCl/ahpF (VS_2126, VS_2127)
were among the genes most highly induced intracellularly.
Moreover, MnSOD (sodA gene product) was essential for
LGP32 intracellular survival and cytotoxicity in oyster
phagocytes. By catalysing the conversion of the highly
toxic superoxide ion (O,) to H,O, and dioxygen (O,)
SODs contribute to tolerance to oxidative stress (Kang
et al., 2007) and resistance to acidic pH (Kim et al., 2005)
in diverse vibrio species. In V. vulnificus, signals inducing
MnSOD expression include low iron and acidic pH (Kim
et al., 2005), which are signals likely encountered by
LGP32 in the phagosome as an active influx of iron and

efflux of cations is observed (Supporting Information
Table S1).

We report here the essential role of a MnSOD in the
intracellular survival of a vibrio species, whereas in the
coral pathogen V. shiloi, a FeSOD contributes to survival
in coral ectodermal cells (Banin et al., 2003). Interestingly,
in Escherichia coli, MnSOD is expressed under iron-
limiting conditions, when FeSOD is repressed
(Niederhoffer et al., 1990). This may explain why MnSOD
plays a crucial role in LGP32 intraphagosomal stages,
where iron is scarce as indicated by the intracellular acti-
vation of iron uptake (Supporting Information Table S1).
From our present data and studies on V. shiloi (Banin
etal.,, 2003), Fe and MnSODs, which share a common
ancestor, are required for intracellular survival of at least
two pathogenic vibrio species. As they are highly con-
served across vibrios, they could be involved in the intra-
cellular survival of additional vibrio species.

One major result of our work is the identification of the
essential role of metal homeostasis and copper efflux in
particular in vibrio intracellular life and subsequent
cytotoxicity, colonization and virulence in oyster experi-
mental infections. However, in the last decade metal
homeostasis has been highlighted to play a role in different
bacterial pathogenesis in vertebrates (Becker and Skaar,
2014). Among the different metals involved at the host—
pathogen interface, the toxicity of copper appears to be
mainly used as a defence mechanism by hosts. Hence,
copper efflux is an important mechanism for pathogens to
avoid copper toxicity. Indeed, free copper enhances the
production of reactive oxygen species (ROS) that create
damages to a broad series of macromolecules and largely
contribute to copper antimicrobial properties (Hodgkinson
and Petris, 2012). In HO-rich environments like the
phagosome, the redox properties of Cu(l) catalyse the
generation of highly toxic hydroxyl radicals (OH~). Consist-
ent with its major protective role against hemocyte intrac-
ellular killing, CopA (VS_0768) of LGP32, a member of the
P-type ATPase family exporting Cu(l) across the plasma
membrane (Hodgkinson and Petris, 2012), was highly
transcribed in the phagosome. P-type ATPases homolo-
gous to CopA have been described in diverse species of
intracellular bacteria like Salmonella (CopA; Espariz et al.,
2007) and Mycobacterium (CtpV) that invade mammalian
phagocytes (Rowland and Niederweis, 2012). As in oyster
hemocytes, genes encoding copper-exporting P-type
ATPase are upregulated by such pathogens when they
enter phagosomes of macrophages (Chaturvedi and
Henderson, 2014) in which copper concentration
increases up to several hundred micromolar (Wagner
et al., 2005).

The major role of CopA in LGP32 intracellular survival
strongly suggests that phagosomes of oyster hemocytes
accumulate copper to control phagocytosed pathogens
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and supports recent findings showing that both hosts and
pathogens manipulate copper content in infected host
niches (Chaturvedi and Henderson, 2014; Chaturvedi
et al., 2014). In particular, mammalian phagocytes have
been shown to modulate the intraphagosomal concentra-
tion of metals, by depriving microorganisms from essential
metals like iron or accumulating toxic metals like copper
(Hood and Skaar, 2012). Thus, in human macrophages,
metal homeostasis is essential for the control of
phagocytosed bacteria (Soldati and Neyrolles, 2012). The
main effectors of copper influx in phagosomes of
macrophages are CTR1 and ATP7A (Hodgkinson and
Petris, 2012) whose expression is essential for the
copper-mediated bactericidal activity of the phagosome
(White et al., 2009). Interestingly, three ATP7A and two
CTR1 genes are found in the genome of Crassostrea
gigas (Genbank accession numbers gbIEKC33905.1,
gbIEKC18325.1, gbIEKC28422.1 and gbIEKC31900.1,
gbIEKC33878.1). Thus, like mycobacteria replicating
inside phagosomes (Neyrolles et al., 2015), LGP32 uses
copper efflux to resist the high copper concentrations to
which it is exposed after phagocytosis. It has been
hypothesized that copper detoxification has been con-
served during evolution to provide protection against
phagocytosis (Raimunda etal, 2011; German etal.,
2013). This hypothesis is supported by the present data,
which show that pathogens capable to survive inside
phagocytes of invertebrates (here the oyster) use strate-
gies similar to pathogens surviving inside macrophages of
vertebrates. This high degree of conservation is consist-
ent with the high conservation of the phagocytotic machin-
ery that intracellular pathogens have to face, from
protozoan to metazoan phagocytic cells (Boulais et al.,
2010). The major role of copper homeostasis at the host-
pathogen interface may well go beyond its role in intrac-
ellular survival. Indeed, copper efflux was induced as
soon as LGP32 entered oyster plasma and was essential
for oyster colonization. This is consistent with the copper-
rich composition of marine invertebrate plasma, which is
characterized by abundant copper-containing proteins
like Zn/Cu SODs in the oyster (Gonzalez et al., 2005;
Duperthuy et al., 2011) or hemocyanin in crustaceans and
cephalopods (Terwilliger and Dumler, 2001) to which
squid-colonizing vibrios resist (Kremer et al., 2014). A
recent study suggested that copA is required for the colo-
nization of the squid light organ by V. fischeri (Brooks
et al., 2014). We show here for the first time the central
role of copA in the pathogenic potential of a vibrio.

The gene copA is highly conserved among vibrios and
to a broader extent among bacteria (Hernandez-Montes
et al., 2012). Hence, copA has been used to evaluate the
impact of copper-rich environments on bacterial commu-
nities, suggesting that copA is under selection in copper-
rich environments (Besaury etal, 2013). In the wild,
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copper accumulation often originates from human-related
activities and numerous aquatic animals can accumulate
copper in their tissues, including oysters (Luo etal.,
2014). Therefore, copper abundance in different environ-
mental niches, including invertebrates as well as copper
of natural or anthropogenic sources, may represent an
important driver for the emergence of copper resistant
pathogens. In conclusion, this study demonstrates the
essential role of copper efflux and antioxidants in vibrio
survival inside host cells and suggests that interactions of
vibrios with different copper-rich environmental niches
could select important adaptive traits favouring emer-
gence of water-borne pathogens.

Experimental procedures
Animals

Adult diploid C. gigas were purchased from the local oyster
farm in Le Petit Mas (Méze, France) and used for RNAseq
and gRT-PCR analyses. Adult triploid C. gigas were pur-
chased from the local oyster farm at the ‘CAT de Maguelone’
(Palavas, France) to perform in vitro cell biology experiments.
For experimental infections, juvenile diploid C. gigas oysters
were provided by the Ifremer oyster hatcheries of Argenton
and Bouin (France).

Bacterial strains and culture conditions

Vibrio isolates were grown in Zobell or on Zobell agar
(Saulnier etal, 2000), Luria-Bertani (LB) or LB-agar
(LBA) + NaCl 0.5M, at 20°C. E. coli strains were grown in LB
or on LBA at 37°C. Chloramphenicol (5-25 pug ml™),
thymidine (0.3 mM) and diaminopimelate (0.3 mM) were
added as supplements when necessary. Induction of the Pgap
promoter was achieved by the addition of 0.2% L-arabinose
to the growth medium, and conversely, repression was
obtained by the addition of 1% D-glucose.

Plasmid construction and mutagenesis

Mutagenesis was performed by gene replacement, as
described in (Lemire etal., 2014). Two independent PCR
amplifications of the regions (500 bp) flanking the gene to
delete were performed using two primer pairs (1 +2 and
3 + 4; Supporting Information Table S2). An inside out PCR
was performed using the pSW7848T suicide vector DNA (Val
et al., 2012) and primer pair pSW-F and pSW-R (Supporting
Information Table S2). The recombinant plasmid was then
assembled by the Gibson assembly method using the Gibson
assembly master mix (New England Biolabs, NEB) according
to the manufacturer’s instructions. Mutants were screened by
PCR using external primer 5 + 6 listed in Supporting Informa-
tion Table S2. For complementation experiment, the gene of
interest was cloned under the control of a constitutive Piac
promoter in a pMRB plasmid (Le Roux et al,, 2011). Two
independent PCR amplifications of the gene and plasmid
were performed using the primers gene-F+ R and pMRB-
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F+ Rreciprocally. After purification and quantification, 100 ng
of the PCR products were mixed with the Gibson assembly
Master Mix and incubated for 60 min at 50°C. Samples were
diluted 1/3 before E. coli transformation. Clones were con-
trolled by digestion with restriction enzyme and sequencing of
PCR products obtained using the primers described in Sup-
porting Information Table S2. Strains 13813 and 3914 were
used as plasmid hosts for cloning and conjugation respec-
tively (Le Roux et al., 2007). Conjugation was carried out as
described in Goudenege et al., 2014. Plasmids and strains
used and/or constructed in the present study are presented in
Supporting Information Table S2.

Preparation of vibrios and oyster hemocytes for in vitro
assays

Hemolymph was collected from the adductor muscle of
oysters using a 2 ml syringe with a 23-G needle. After cell
counting, freshly collected hemolymph was dispensed in
wells to obtain hemocytes monolayers in the desired plate
format (see below). In parallel, after growing vibrio strains at
20°C in Zobell medium for 14 h, bacteria were washed in
sterile sea water (SSW) by two successive centrifugations
(10 min, 1000 g, 20°C) and diluted in SSW at a working
dilution of 2.10%fu mI~" as deduced from ODsgq, reads. When
needed, bacteria were opsonized for one hour in 0.22 um
filtered oyster plasma.

In vitro assay for vibrio intracellular survival

Hemocytes (2 x 10° hemocytes per well) were plated in Black
96-wells plate with transparent flat bottom and kept in
plasma. Vibrio strains carrying high copy pMRB-GFP plasmid
(Supporting Information Table S2) were opsonised in oyster
plasma. Opsonized vibrio strains were then added to the
hemocyte monolayers at a multiplicity of infection of 50:1.
Binding of bacteria to hemocytes was synchronized by a brief
centrifugation of 5 min at 400 g. After 1 h of phagocytosis,
hemocytes were carefully washed three times with SSW to
remove any remaining extracellular bacteria. Then, GFP fluo-
rescence was measured every hour over 20 h using a
TECAN plate reader (Aex 480 nm/Aem 520 nm). In each
experiment, each condition was performed in triplicates and
the depicted results are the average of three independent
experiments. Statistical analysis was performed using
RM-ANOVA over the independent experiments.

In vitro cytotoxicity assay

Hemocytes (2 x 10° hemocytes per well) were plated in Black
96-wells plate with transparent flat bottom. After 1 h of adhe-
sion and plasma removal, 10 ugml”" of Sytox Green
(Molecular Probes) diluted in 200 ul SSW was added to each
well. Opsonized vibrio strains were then added to the
hemocyte monolayers at a multiplicity of infection of 50:1.
Binding of bacteria to hemocytes was synchronized by a brief
centrifugation of 5 min at 400 g. Sytox Green fluorescence
was determined (Aex 480 nm/Aem 550 nm) every 30 min
over 14 h using a TECAN microplate reader. For controls,
washed bacteria were incubated in Sytox Green diluted in

SSW. Maximum cytolysis was determined by incubating
hemocytes in Sytox Green in presence of 0.1% Triton X-100.
To determine the role of phagocytosis in vibrio-induced
cytolysis of hemocytes, hemocytes were incubated with
5 ug ml™" of cytochalasin D, an actin polymerization inhibitor,
30 min before adding vibrios. The results are representative
of three independent experiments. The RM-ANOVA test was
used to estimate the P-values of the comparison.

Fluorescence microscopy

Hemocytes were plated onto glass coverslips in a 24-well
plate to obtain monolayers of 5 x 10° cells. After adhesion,
hemocytes were exposed to GFP-expressing vibrios
(washed in SSW) at a multiplicity of infection of 50:1. Binding
of bacteria to hemocytes was synchronized by a brief cen-
trifugation of 5 min at 400 g. After 1 h, 3 h and 5 h-incubation
time, culture supernatants were fixed with 4% paraformalde-
hyde for 15 min and cytospun on glass slides for 5 min at
1000 g. The cell monolayers (coverslips from bottom of the
wells), were also fixed with 4% paraformaldehyde for 15 min.
Glass slides and coverslips were then washed in PBS and
stained with 0.25 ug mlI™* DAPI (Sigma) and 0.5 ug ml™
Phalloidin-TRITC (Sigma). Fluorescence imaging was per-
formed using a Zeiss Axioimager fluorescence microscope
and a Zeiss 63x Plan-Apo 1.4 oil objective equipped with a
Zeiss MRC black and white camera for image acquisition.

Vibrio transcriptomic analysis by RNAseq

LGP32 was grown at 20°C in Zobell medium for 10 h and
washed twice in SSW by centrifugations (10 min, 1000 g,
20°C). Bacteria were then resuspended in SSW at ODgg Of
0.5 (1.10° cfu mI”" equivalent). Hemolymph was collected
from the adductor muscle of oysters using a 2 ml syringe with
a 23-G needle. Freshly collected hemolymph was dispensed
in a 6-well plate to obtain monolayers of 6 x 10° hemocytes
per well. One hour after plating, vibrios were added at a
multiplicity of infection of 100:1, and plates were centrifuged
for 5 min at 400 g for binding synchronization. After 1 h of
co-incubation, wells were washed extensively three times
with SSW to remove extracellular bacteria and 500 pl Trizol
reagent (Invitrogen) was added to every well for total RNA
extraction. The efficiency of vibrios internalization in
hemocytes was verified by microscopy showing that about
40% of hemocytes internalized about 50-70 bacteria, with
rare bacteria remaining extracellular. As a control, washed
bacteria were incubated in triplicates in SSW for 1 h and
resuspended in Trizol after centrifugation. RNA from three
independent experiments of LGP32 phagocytosis by
hemocytes was extracted using the Trizol reagent protocol
(Life Technologies). RNA concentration was measured using
a NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scien-
tific Inc.) and RNA quality was monitored by agarose gel
electrophoresis and a 2100 Bioanalyzer (Agilent Technolo-
gies Inc.). The bioanalyser analysis showed that bacterial
RNAs represented approximately 10% of the total RNA in the
intrahemocyte samples. Accordingly, control samples were
prepared by mixing total RNA extracted from LGP32 incu-
bated in SSW with C. gigas hemocyte RNA with a ratio of 1:9.

For each sample, 7 pg of starting material was treated with
DNasel (4 U) (Ambion’s DNA-free™) following the manufac-
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turer’s instructions. Samples were then enriched in bacterial
RNA using the MICROBEnrich™ Kit (Ambion) and bacterial
rBRNA were then removed by the MICROBEXxpress™Kit
(Ambion) following the manufacturer’s instructions. Because
the MICROBEnrich™ Kit is based on oligonucleotides that
are designed to capture rRNAs from mammal species, it is
not fully efficient to remove invertebrate rRNAs. Accordingly,
we performed a further depletion step using a 5’-phosphate-
dependent exonuclease (Terminator, Epicentre), that
degrades processed transcripts, following instructions from
the manufacturer. For cDNA sequencing, for each sample, a
directional cDNA library was constructed and sequenced on
an illumina Hiseq 1000, in paired-end reads of 2 x 100 bp.
Three samples were multiplexed per lane giving ~ 60 x 10°
reads per sample. Out of 50-60 M reads obtained from the
RNA-seq, 1.2 M reads from the SSW samples and 2.3 M
reads from the intrahemocyte samples were successfully
mapped onto the genome of LGP32.

Sequencing data analysis

Transcriptomic high throughput sequencing data were ana-
lysed using a bioinformatic pipeline implemented in the
Microscope platform (Vallenet et al., 2013). The current pipe-
line is a ‘Master’ shell script that launches the various parts of
the analysis (i.e. a collection of Shell/Perl/R scripts) and
controls for all tasks having been completed without errors. In
a first step, the RNA-Seq data quality was assessed by
including option like reads trimming or merging/split paired-
end reads. In a second step, reads were mapped onto the
V. tasmaniensis LGP32 genome (genome ID: 13995, assem-
bly GCA_000091465.1, NCBI) using the SSAHA2 package
(Ning et al., 2001) that combines the SSAHA searching algo-
rithm (sequence information is encoded in a perfect hash
function) aiming at identifying regions of high similarity, and
the cross-match sequence alignment programme (Ewing
etal., 1998), which aligns these regions using a banded
Smith-Waterman-Gotoh algorithm (Smith and Waterman,
1981). An alignment score equal to at least half of the read is
required for a hit to be retained. To lower false positives
discovery rate, the SAMtools (v.0.1.8; Li et al., 2009) are then
used to extract reliable alignments from SAM formatted files.
The number of reads matching each genomic object har-
boured by the reference genome is subsequently computed
with the Bioconductor-Genomic-Features package (Carlson
etal., 2011). In case of reads matching several genomic
objects, the count number is weighted in order to keep the
same total number of reads. Finally, the Bioconductor-DESeq
package (Anders and Huber, 2010) with default parameters is
used to analyse raw counts data and test for differential
expression between conditions. Out of the paired-end reads,
only mapping results of the first sequencing run reads were
used for the DESeq analysis.

qRT-PCR analyses

Experiments were performed as for ‘Vibrio transcriptomic
analysis by RNAseq’. Conditions tested were: 6x108 vibrios
per well in SSW (control), vibrios in oyster plasma and vibrios
opsonized in plasma and incubated on hemocyte monolayers
(6x10° hemocytes per well) kept in SSW. Vibrios were incu-
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bated 30 min, 1 h and 2 h before wells were centrifuged and
the incubated stopped by adding 500 pl Trizol per well. Total
RNA was extracted from Trizol using the DirectZol RNA
Miniprep kit (R2051) according to manufacturer’s instructions
(ZymoResearch) and then treated by DNasel to remove con-
taminating genomic DNA, using the DNA-free kit (Ambion)
before purification by phenol/chloroform extraction and
ethanol precipitation. Quantification of total RNA was done
with a NanoDrop spectrophotometer (Thermo, Fisher Scien-
tific) and quality was monitored using a 2100 Bioanalyzer
(Agilent Technologies Inc.). Real-time gPCR was performed
either at the Imagif platform (Gif sur Yvette) on an ABI
7900HT Fast Real-Time PCR System using a Fast SG qPCR
Master Mix (Roboklon), or at the MGX platform in Montpellier
using a the Light-Cycler 480 System (Roche), using the
primers listed in Supporting Information Table S3. Relative
expression was calculated using the 2-AACq method (Pfaffl,
2001), with three genes, encoding 6PKF (VS_2913), MGS
(VS_I11055) and CcmC (VS_0852) being used for normaliza-
tion. These were chosen because their expression was found
to be constant across conditions in the RNAseq, as well as by
gRT-PCR.

Copper and zinc sensitivity

Paper discs (6 mm) were loaded with CuSO, by soaking
them over-night into a 50 MM CuSO, solution or 50 mM
ZnS04 solution. Cells from a stationary phase LGP32 wild-
type and LGP32 isogenic mutant cultures at DO =1 were
washed twice with SSW before being spread onto agar plates
containing 15 g L™' bactopeptone and 0.5M NaCl. Using a
sterile tweezer, copper and zinc impregnated disks were
placed on the bacterial lawn before incubation at 20°C. After
5 day incubation, the diameter of the inhibition zone around
the disk was measured.

Experimental infections of oysters

Experimental infections were performed at 20°C, as previ-
ously described (Duperthuy etal, 2010). Groups of 45
oysters were injected with the different strains of LGP32
(4 x 107 cfu per spat). An equal volume of SSW was injected
to control animals. Colony-forming units of bacteria were
determined by counting on Zobell agar plates. For each con-
dition, oysters were placed for 24 h in three separate tanks in
6 | of seawater (15 animals per aquarium). Mortalities were
followed during 7 days. The non-parametric Kaplan—Meier
test was used to estimate log-rank values for comparing
conditions. All experimental infections were performed
according to the Ifremer animal care guidelines and policy.

In vivo colonization and damages to host cells

After overnight growth in LB NaCl 0.5M containing 10 pug ml™'
chloramphenicol, vibrio strains carrying high copy pMRB-
GFP were washed twice with sterile sea water (SSW) by
centrifugation for 15 min at 1500 g. Then, groups of 20
oysters were injected with wild-type or AcopA LGP32 (7 x 107
cfu per oysters). Two hours after injection, hemocytes were
collected from the adductor muscle of five oysters and fixed
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with 2% paraformaldehyde for 15 min and finally cytospun for
5min at 1000 g. Samples were stained with 0.25 ug ml™
DAPI (Sigma) and 0.5 ug mlI~* WGA-TRITC (Sigma). Fluores-
cence imaging was performed as described above. Statistical
analysis was performed using non-parametric Mann—
Whitney test for comparing both conditions. Similarly, 2 h
after injection, five additional oysters injected with each strain
were weighed and homogenized by passage through a
Dounce apparatus. Serial dilutions of the homogenized mate-
rial in SSW were spread onto LB NaCl 0.5M agar plates
containing 10 pg ml~' chloramphenicol, in duplicate. Colonies
were counted after 2 days of growth at 20°C and results were
expressed in number of colony forming units per gram of
oyster.

In vivo competitive index

After overnight growth in LB NaCl 0.5M containing 10 ug ml™'
chloramphenicol, wild-type or AcopA LGP32 carrying high
copy pMRB-GFP and wild-type LGP32 high copy pMRB-
mCherry were washed twice in SSW by centrifugation for
15 min at 1500 g. Then, groups of 40 oysters were injected
with a 1:1 ratio of each strain (7 x 10 cfu per oysters). Two
conditions were tested: GFP-wild-type/mCherry-wild-type
(control) as well as GFP-AcopA/mCherry-wild-type. Five
oysters of each condition were homogenized and plated on
agar plates as for the colonization assay. Red colonies (wild-
type) and green colonies (mutant) were counted and results
were expressed as the ratio of mutant CFUs over wild-type
CFUs. Statistical analysis was performed using the non-
parametric Kruskal-Wallis test with Dunn’s multiple compari-
sons test for comparing conditions.
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ABSTRACT

Oysters are sessile filter feeders that live in close association with abundant and diverse communities of
microorganisms that form the oyster microbiota. In such an association, cellular and molecular mech-
anisms have evolved to maintain oyster homeostasis upon stressful conditions including infection and
changing environments. We give here cellular and molecular insights into the Crassostrea gigas anti-
microbial defense system with focus on antimicrobial peptides and proteins (AMPs). This review high-
lights the central role of the hemocytes in the modulation and control of oyster antimicrobial response.
As vehicles for AMPs and other antimicrobial effectors, including reactive oxygen species (ROS), and
together with epithelia, hemocytes provide the oyster with local defense reactions instead of systemic
humoral ones. These reactions are largely based on phagocytosis but also, as recently described, on the
extracellular release of antimicrobial histones (ETosis) which is triggered by ROS. Thus, ROS can signal
danger and activate cellular responses in the oyster. From the current literature, AMP production/release
could serve similar functions. We provide also new lights on the oyster genetic background that un-
derlies a great diversity of AMP sequences but also an extraordinary individual polymorphism of AMP
gene expression. We discuss here how this polymorphism could generate new immune functions, new
pathogen resistances or support individual adaptation to environmental stresses.

© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

surfaces and inside their body cavities and hemolymph a dense
microbiota which has been shown to be greatly dominated by

Oysters are bivalve mollusks belonging to the Ostreidae family
(Mollusca, Bivalvia, Lophotrochozoa). They are sessile filter-feeders
living in shallow water from intertidal zones of bays, lagoons and
estuaries. In these habitats, oysters are confronted and adapted to
great changes in biotic and abiotic environmental conditions.
Abiotic factors include temperatures and salinity fluctuations but
also exposure to xenobiotics and water acidification due to human
activities. Biotic factors include abundant and diverse populations
of microbes. As filter feeders, oysters are in permanent contact and
exchanges with microorganisms. Thus, they harbor on their
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E-mail address: ebachere@ifremer.fr (E. Bachere).
! These authors contributed equally.
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Vibrio species [1,2]. Indeed, a large attention has been paid over the
past years, to populations of vibrios as they are among the most
abundant cultivable bacteria isolated from oyster tissues [3]. In
healthy oyster, bacteria load, including vibrio, has been shown to
vary over time according to individuals and to temperature, with
hemolymph average concentrations of 5,7 colonies forming unit
(CFU) per pL [2,4]. Hence, oyster must be seen as an organism
associated to a microbiota (including mutualistics, opportunists
and pathogens), that has adapted effective cellular and molecular
mechanisms for maintaining homeostasis and health status in
stressful and changing environments. The multifactorial diseases
affecting Crassostrea gigas oysters worldwide [5] are the outcome of
an equilibrium collapse in the interplay between the biotic and
abiotic environmental factors such as microorganisms and
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temperature [6], on the one hand, and the oyster physiology and
immune responses on the other hand [7].

By focusing on C. gigas, we propose here to give cellular and
molecular insights into the oyster antimicrobial defense system
considering the genetic background of individuals.

2. Effectors of the antimicrobial defense

Oyster immunity involves not only hemolymph-mediated re-
actions, but also immune effectors produced by epithelial cells from
various organs, including gills, mantle, digestive gland and intes-
tine, which participate in the antimicrobial defense mechanisms.

2.1. Plasma proteins

As oysters have a semi-open circulatory system, hemolymph is
typically an important interface between the immune system and
the microorganisms that enter the oyster body. The oyster hemo-
lymph is devoid of clotting reaction by means of plasma gelation
but the hemocytes display remarkable spontaneous reaction of
aggregation resulting in cellular clot [8]. Aggregation is reversible,
the hemocytes can further disperse and re-enter the circulating
system. In vitro hemocyte aggregation has been shown to be
inhibited by recombinant tetraspanin [9] which participates to cell-
adhesion molecular complexes of mammalian white cells. To date,
no respiratory protein has been characterized in Ostreoidae bi-
valves but strikingly, the oyster plasma is characterized by the over
representation of proteins that present homologies with extracel-
lular metalloenzyme Superoxide Dismutases (EcSODs). Named
dominin [10], cavortin [11] or EcSOD [12,13], these proteins could
belong to a complex family of multifunctional molecules [5]. For
instance, one member of this family, Cg-EcSOD, has LPS-binding
properties and acts as an opsonin for pathogenic vibrios (see
below) [13,14]. To date, there is no compelling evidence that all
SOD-related proteins retained SOD activities [10,11]. Thus, these
circulating proteins may play major roles, even now under-
explored, in the interplay with the oyster hemolymph microbiota
but also in the antimicrobial defense reactions, by mediating
microbe recognition and promoting phagocytosis.

2.2. Oyster hemocytes

The hemocytes (blood cells) are immunocompetent cells but
they are also involved in many physiological processes such as
wound and shell repair, nutrient transport and digestion, gonad
resorption. As the oyster circulatory system is semi-open, hemo-
cytes are not confined to the vessels and they invade or reside in
many other tissues [15]. Thus, infiltrating hemocytes are present in
all cavities, tissues and epithelia of oyster body where they can also
fulfil defense functions. The term hemocytes refers to a diversity of
circulating cells that is best highlighted by the lack of unified
classification, although they have been extensively studied since
early 1970's. Indeed, the lack of molecular and functional genetic
tools has precluded any in-depth characterization of cell lineage
ontogeny and discrimination of functionally distinct cell types.

2.2.1. Hemocyte lineage

Although a clear definition of distinct cell types is still missing, a
consensus about three main cell populations, i.e. blast-like cells,
hyalinocytes and granulocytes, appears in the literature as they can
be distinguished either by microscopy or flow cytometry analyses
[15,16]. Among hyalinocytes, also named agranular cells, a subset of
professional phagocytes, which are sometimes described as
macrophage-like cells, harbor a potent phagocytosis activity; they
account for 30—40% of the total populations of hemocytes [14].

Attempts to define cell lineages and functional subsets have been
reported using classical May-Griinwald Giemsa (MGG) staining,
peroxidase or phosphatase staining, electron microscopy, or flow
cytometry analyses [16—19]. From works in the different oyster
species, some authors reported basophile and eosinophile gran-
ulocytes similar to their mammalian counterparts [16]. Other au-
thors have drawn hypothesis of a cell maturation process in one
single lineage from blast-like cells, hyalinocytes to granulocytes
[20]. Hence the different hypotheses range from one unique lineage
to numerous functionally distinct cell types from different lineages
[16,20]. One caveat for most of these different reports is that most
of the tools that have been used so far for hemocyte characteriza-
tion were developed to analyze mammals blood cells (like the MGG
staining for example) and thus have to be interpreted with caution
in other species. Another caveat is that depending on the matura-
tion stage or the functional activities of one cell type, the cell
morphologies and physic-chemical characteristics may change, as
for example the internal complexity of professional phagocytes that
increases upon phagocytosis when analyzed by flow cytometry.
Altogether, the actual number of cell lineages and functionally
specialized subsets of hemocytes remain to be carefully examined
and accurately determined.

2.2.2. Hematopoiesis

As for the distinction of the different cell types, the ontogeny of
oyster hemocytes remains to be fully characterized. Different hy-
potheses about their hematopoietic origin have been elaborated
over the past decades. Cheng (1981) proposed that hemocytes
could originate from the differentiation of connective tissue cells
[17]. Tirapé and colleagues (2007) described that the expression of
Cg-tal (Tal1/SCL) [21], a family of transcription factors involved
during embryonic hematopoiesis in vertebrates [22] was only
detected in cells emerging from blood vessel endothelium, which is
reminiscent of the hematopoietic cell emergence from the hemo-
genic endothelium in vertebrate embryos [23,24]. More recently, a
study from Jemaa and colleagues (2014) using BrdU to localize
mitotic cells within the oyster tissues suggested that some hemo-
cyte progenitors emerge from particular structures at the basement
of the gill epithelium [25], which is reminiscent of assumptions
made earlier by Cuénot in 1891 [26]. Altogether, this sum of
potentially contradictory pieces of work highlights the lack of
knowledge about hematopoiesis in oysters and more largely in
bivalves. Although the recent progress in molecular biology has
dramatically advanced our knowledge on the immune-function of
hemocytes, little is known about oyster hemocyte life cycle and cell
lineage origin. This discrepancy is probably due to the lack of
dedicated molecular tools for cell lineage analysis and/or the lack of
long-term cell culture systems for studying cell differentiation and
maturation. Such tools gave access to a comprehensive knowledge
of hematopoiesis in other animals from drosophila to human. The
recent release of the full C. gigas genome should help to develop the
required tools.

2.3. Antimicrobial peptides/proteins (AMPs)

Several gene-encoded antimicrobial peptides and proteins
(AMPs) sharing common molecular features with AMP families
described in other kingdoms of life have been characterized in
oysters (Table 1). These host defense effectors are usually small
cationic (less than 10 kDa), amphipathic peptides showing a broad
diversity of amino acid sequence and structural conformations
[27,28]. However, some large cationic proteins with antimicrobial
properties have also been described (Table 1). Based on common
structural features or conserved sequence motifs characteristics for
AMP families, oyster antimicrobials have been classified as
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Table 1
Antimicrobial peptides and proteins from the oysters C. gigas (Cg) and C. virginica (Cv).
AMP family Name Localization Expression 3D structure  Antimicrobial activity References
(microbial challenge)
Cationic antimicrobial peptides
Defensins Cg-Defm Mantle Constitutive Gram (+)/nM range (MIC) Gueguen et al., 2006
Cg-Defh1/-2 Hemocytes Constitutive %% Gram (—)/uM range (MIC) Gonzalez et al., 2007
% Duperthuy et al., 2010
N
a~.
AOD (Cv) Gills ND ND Gram (+)/uM range (MEC) Seo et al., 2005
Gram (—)/uM range (MEC)
Proline-rich peptides Cg-1gPrp Hemocytes Repressed ND Synergistic activities Schmitt et al., 2012
Cg-stPrp on Gram (+) and Gram (—)°
Big defensins Cg-BigDef1, Hemocytes Induced N ND Rosa et al., 2012
-2 Cg-BigDef3  Hemocytes Constitutive %l ND
(“!q» 4
{
Molluscidin Cg-Molluscidin  Mantle Constitutive ND Gram (+)/uM range (MEC) Seo et al., 2013
Gills Gram (—)/uM range (MEC)
Cationic antimicrobial proteins
Bactericidal/permeability ~ Cg-BPI/-2 Hemocytes Induced zﬁj’ﬁr‘? _ Gram (—)/uM range (MIC) Gonzalez et al., 2007
increasing proteins Epithelia Constitutive Ficaaa
Macrophage expressed Cg-Mpeg1l All tissues Constitutive ND Gram (+)/uM range® He et al., 2011
gene 1 like protein Gram (—)/uM range®
Multifunctional proteins displaying antimicrobial activities
Ubiquitin Cg-Ubiquitin Gills Induced? ) Gram (+)/uM range (MEC) Seo et al., 2013
(infiltrating hemocytes?) r%r Gram (—)/uM range (MEC)
Histones Cv-H2B Gills ND ND Gram (+)/uM range (MEC) Seo et al., 2011
Gram (—)/uM range (MEC)
Cg-H1/H5 Gills ND ND Gram (+)/uM range (MIC) Poirier et al., 2014
(infiltrating hemocytes) Gram (—)/uM range (MIC)

Antimicrobial activities are expressed as Minimal Inhibitory Concentrations (MIC) or Minimal Effective Concentrations (MEC).

ND = not determined.
2 Three-dimensional structure of Cg-Defm [PDB: 2B68].
b Synergistic activity with Cg-Defs and Cg-BPI.
C
d

e

Partial growth inhibition at ~1 pM.

Three-dimensional structure of horseshoe crab (Tachypleus tridentatus) big defensin [PDB: 2RNG] (Kouno et al., 2008).
Predicted structure of bactericidal/permeability-increasing protein (BPI) [PDB: 1BPI] (Beamer et al., 1998).

f Predicted structure of Cg-Ubiquitin according to mouse Tab2-Nzf [PDB ID: 3A9] (Vijay-Kumar et al., 1985).

defensins, big defensins, proline-rich AMPs and bactericidal/
permeability-increasing (BPI) proteins. More recently, two mole-
cules with antimicrobial activities, the Macrophage expressed
genel-like protein and the Molluscidin peptide have also been
characterized in oysters. An overview of the characteristics of the
main oyster antimicrobials is proposed in Table 1 and their amino
acid sequences are presented in Table 2.

2.3.1. Defensins (Cg-Defs)

Defensins are by far the best described AMPs from oysters. Since
their first isolation from mussels [29,30], defensins have been
identified in diverse species of mollusks. The first defensin char-
acterized in oysters has been purified from acidified gill extracts of
the American oyster Crassostrea virginica [31]. Then, in C. gigas,
three representative members of defensins have been identified by
genomic approach as expressed in the mantle epithelia, Cg-Defm
[32], and in the hemocytes, namely Cg-Defh1 and Cg-Defh2 [33]. A
broad diversity of defensin sequences was found in C. gigas (see
“AMP genomic diversity and evolution” section below).

e Gene organization. Each Cg-Def is encoded by a separate gene
with different genomic organization. The mantle defensin genes
(Cg-defm) display two structures, (i) two exons separated by a
unique intron [32], a genomic organization similar to that of the
mussel and scorpion defensin genes [34], and (ii) three exons
separated by two introns. Hemocyte defensin genes (Cg-defhs)
only display the latter structure, in which the second intron

separates the two last residues of the mature peptide apart from
the rest of the sequence [35].

e Precursors. All oyster defensins are expressed as precursors
consisting in a hydrophobic signal peptide (prepeptide) imme-
diately followed by the 4.6—4.7 kDa cationic mature peptide (pI
8.5—8.7). The absence of specific sorting/retention signal sug-
gests defensins are secreted outside the cells.

e Structure. Mollusk defensins are small (4—5 kDa) cationic
molecules containing six to eight cysteine residues engaged in
three to four intramolecular disulfide bridges. They are all pre-
dicted to contain an o-helix linked to an antiparallel two-
stranded B-sheet by disulfide bridges, making the so-called
cysteine-stabilized a-helix/B-sheet motif (Csaf) [36]. The
American oyster defensin (AEO) isolated from C. virginica [31]
contains 6 cysteines whereas in C. gigas, only defensins with
eight cysteines were found [32,33,35]. The tridimensional
structure of a mantle defensin from C. gigas (Cg-Defm) was
solved, showing that the CSa. motif is indeed stabilized by four
disulfide bridges (cysteine pattern: C1-5C2—6C3—-7C4—-8) [32].
The fourth disulfide bridge is a unique feature from mollusk
defensins. It has been proposed to be implicated in the stabili-
zation of the mature peptide to the high osmolarity environ-
ment found in the sea water [37].

e Antimicrobial activities and mechanism of action. The
C. virginica defensin was shown to be active against both Gram-
positive and Gram-negative bacteria. Thus, in a so-called ultra-
sensitive radial diffusion assay (URDA), the Minimal Effective
Concentration (MECs) of AEO were below 3.5 uM [31]. Until
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GFGCPGNQLKCNNHCKSISCRAGYCDAATLWLRCTCTDCNGKK

GFGCPRDQYKCNSHCQSIGCRAGYCDAVTLWLRCTCTDCNGKK
GFGCPGDQYECNRHCRSIGCRAGYCDAVTLWLRCTCTGCSGKK

Amino acid sequences
GPIRRPKPRPRPRPE
GPIRRPKPRPRPE

Bactericidal/permeability increasing proteins

Proline-rich peptides

Defensins
Cg-Defh1
Cg-Defh2
Cg-Defm

Big defensins
Cg-BigDef1
Cg-BigDef2
Cg-BigDef3
Cg-lgPrp
Cg-stPrp

AMPs
Cg-BPI

Amino acid sequences of most representative variants of C. gigas antimicrobial peptides and proteins. Sequences correspond to the mature peptides. The number of amino acids (aa), molecular weight (kDa) and estimated

isoelectric point (pl) of the molecules are indicated on the right of each sequence.

Table 2
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now, native defensins could not be purified from C. gigas tis-
sues in sufficient amounts to enable complete biochemical
characterization and determine their spectrum of activity.
Antibacterial and antifungal activities of Cg-Defs were studied
with recombinant peptides [32,38]. All oyster defensins were
shown to be mainly active against Gram-positive bacteria
against which they displayed low to very low minimal inhib-
itory concentrations (MICs) in the range of 0.01-6 puM.
Conversely, they did not display significant antimicrobial ac-
tivity against Gram-negative bacteria including oyster patho-
gens (MICs >10 puM). This is likely due to their capacity to
strongly inhibit peptidoglycan biosynthesis [38], which is
readily accessible at the cell wall of Gram-positive bacteria and
hidden by the outer membrane of Gram-negative bacteria.
Studies on Staphylococcus aureus showed that antibacterial
activity is observed in absence of membrane disruption and
results from the high affinity binding of Cg-Defs to the cell wall
precursor lipid II [38]. Interestingly, at high concentrations
(10 uM and above), Cg-Defs can also present membrane-
disruptive properties as observed against the Gram-negative
Vibrio tasmaniensis LGP32 [39].

9.74

50.3

457

2.3.2. Big defensins (Cg-BigDefs)

Big defensins (BigDefs) are antimicrobial polypeptides
(8—11 kDa) only found in marine invertebrates (Arthropoda,
Mollusca and Cephalochordata) [40]. They are cationic molecules
with pl ranging from 8.6 to 9.2. The first BigDef was purified from
the hemolymph cells (amebocytes) of the horseshoe crab Tachy-
pleus tridentatus (Chelicerata) [41]. In C. gigas oysters, BigDef ho-
mologues were identified more recently through a genome-wide
transcriptomic study [40]. Oyster big defensins (Cg-BigDefs) form
a diverse family of AMPs composed of three representative
members, namely Cg-BigDefl, Cg-BigDef2 and Cg-BigDef3. In
C. gigas, Cg-BigDef expression is restricted to hemocytes, both
circulating and infiltrating oyster tissues.

e Gene organization. Each of the three Cg-BigDefs is encoded by
a separate gene. The genomic organization of Cg-bigdefl and
Cg-bigdef2 genes is similar, with two exons interrupted by a
single intron. In contrast, in Cg-bigdef3, additional intron and
exon are observed upstream the first exon common to the
other Cg-bigdefs. In all Cg-bigdef genes, the B-defensin domain
is exclusively encoded by the last exon [40].

e Precursors. Oyster big defensins are expressed as prepropep-
tides, which start with a predicted 23-residue signal peptide
(prepeptide), followed by a propeptide region of 13 residues
and a cationic 94- or 87-residue mature polypeptide of
10.7 kDa (Cg-BigDef1), 9.8 kDa (Cg-BigDef2) or 9.7 kDa (Cg-
BigDef3). Similarly, in the horseshoe crab, BigDef is produced
as a precursor molecule that is further processed into a 8.6 kDa
mature polypeptide [41].

e Structure. The solution structure of the horseshoe crab BigDef
is the only one available to date. It showed that big defensins
are composed of an N-terminal globular and hydrophobic
domain connected to a C-terminal domain containing p-sheet
structures and folded by three disulfide bridges. Interestingly,
the arrangement of the disulfide bridges is identical to that of
vertebrate B-defensins (B-defensin domain: C1.5C.4C3.6) [42].
Based on mass spectrometry data, it has been proposed that
oyster big defensins undergo post-translational modifications
like the conversion of the N-terminal glutamine residue of the
native Cg-BigDef1 into a pyroglutamic acid [40].

o Antimicrobial activities. The antimicrobial activities of oyster
BigDefs have not been characterized to date. However, in

SATMSTTISLMIENEKVFAKVLKLPISVTVKDSKIPVSPEGLNFIVKGIVSVFVEPKLNELGAAGFPLPVINSVHFTNTQLTVAKDTLLIATDLKYSG
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KKGIIRISDHGRFDLTGSGITIAINLKIGMDSMGRPTISSSTCSCSVRSTGIKFHGGRAWIYNLFRGKVAKKLKSSIEGENGLLC
KQLTKLVNVDGARKLAQLPVSVKFARKFLLDYSFLSKPAFSSGFMETYHKGEVNWYGGHGNIPFDAPPLPAGSSSSKMLYLWLSDFLENTMS
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another bivalve mollusk, Argopecten irradians, BigDefs were re-
ported to be active against both Gram-positive and Gram-
negative bacteria and fungi [43] as well as in the horseshoe
crab T. tridentatus, where, the native BigDef was also shown to
display a significant LPS-binding activity [41].

2.3.3. Proline-rich peptides (Cg-Prps)

Proline-rich AMPs (PrAMPs) have been identified in vertebrates
including mammals and amphibians as well as invertebrates such
as insects and crustaceans. They form a group of diverse peptides
that display a high content in proline and arginine residues (typi-
cally from 25 to 50%). They display short Pro—Arg motifs, which
have been proposed to be implicated in their antimicrobial activity.
PrAMPs are also characterized by their mode of action, which
usually does not involve the lysis of bacterial membranes but rather
the penetration into Gram-negative bacteria by translocating into
the cytoplasm via a permease/transporter-mediated uptake.
Thereby, many PrAMPs act by interfering with essential cellular
functions intracellularly [44]. In C. gigas oysters, a cDNA sequence
showing homologies to PrAMPs was identified as expressed in
hemocytes [45]. A high number of Cg-Prp (C. gigas proline-rich
peptide) forms were then identified as expressed by oyster he-
mocytes. They display two lengths (16 or 18 amino acids), with
shorter peptides differing from the original Cg-Prp by the deletion
of a conserved Pro—Arg motif [35]. Consequently, the original form
was renamed as long Cg-Prp (Cg-lgPrp; 1.8 kDa) and the new form
as short Cg-Prp (Cg-stPrp; 1.5 kDa) [46]. Cg-Prps are highly cationic
peptides with a theoretical pI of 12—12.1.

o Gene organization. Cg-Prps are a multigenic family with genes
containing or not an intron. The presence/absence of an intron is
observed in the genes encoding both the long and short peptide
forms.

e Precursors. PrAMPs from C. gigas (Cg-Prps) derive from 59 to 62
amino acid precursors composed of an N-terminal signal pep-
tide followed by an acidic region (putative propeptide) and a C-
terminal cationic proline-rich region, containing two repetitions
of a Pro—Arg motif [45]. This organization is conserved in all
precursors of Cg-Prps [35].

o Antimicrobial activities. Native Cg-Prps could not be purified
from oyster hemocyte extracts until now. Therefore, synthetic
Cg-Prps were used to explore their spectrum of antimicrobial
activity. Both long and short Cg-Prps were poorly active against
Gram-positive bacteria and were not active against Gram-
negative bacteria. However, Cg-1gPrp displayed strong synergy
with Cg-Defs and Cg-BPI against both Gram-positive and Gram-
negative bacteria [45,47]. The underlying mechanisms remain
unexplored.

2.3.4. Cg-Molluscidin

Besides the well-known AMP families mentioned above, a novel
antimicrobial peptide has been purified for the first time from the
gills of C. gigas. It does not show sequence homology with already
known AMPs. This 5.5 kDa peptide, which shows a calculated pI of
11.28, was named Cg-Molluscidin [48]. Cg-Molluscidin transcripts
were found predominant in oyster mantle tissue, then in gills and
other organs, but it is likely that Molluscidin could be expressed by
infiltrating hemocytes. No data are yet available on gene organi-
zation of this new AMP.

e Precursor. Native Cg-Molluscidin (55 amino acids) was shown
to derive from a precursor molecule by the only elimination of
its N-terminal methionine. This precursor is devoid of signal

peptide or anionic proregion. From the mass spectrometry data,
the native Cg-Molluscidin would not undergo any further
posttranslational modification [48].

e Structure. The primary structure of Cg-Molluscidin is charac-
terized by a high percentage of two residues, Ala (15) and Lys
(23). The sequence is organized in 10 dibasic residue repeats
including Lysine—Lysine or Lysine—Arginine and separated by
hydrophobic amino acids, Ala (15 amino acids), Val or Gly [48].

o Antimicrobial activities. Native Cg-Molluscidin was shown to
be active against both Gram-positive bacteria in a so-called ul-
trasensitive radial diffusion assay (URDA). Under these condi-
tions, the Minimal Effective Concentration (MECs) of Cg-
Molluscidin was in the range of 1.3—31.3 ug/mL against Gram-
positive bacteria and 0.4—2.3 pg/mL against Gram-negative
bacteria including Vibrio parahaemolyticus. No antifungal or
hemolytic activities were recorded for Cg-Molluscidin [48].

2.3.5. Bactericidal/permeability increasing protein (Cg-BPI)

Bactericidal/permeability-increasing proteins (BPIs) and
lipopolysaccharide-binding proteins (LBPs) are components of the
immune system that have been mainly characterized in mammals.
Although highly similar (45% sequence identity), only BPIs display
antimicrobial activity. By genomic approaches, LBP/BPI-related
genes have been found in a number of non-mammalian verte-
brates, invertebrates like nematodes and mollusks, and protists
[49]. A homologue of the human BPI (hBPI) protein with a calcu-
lated molecular mass of 50.1 kDa, was identified in C. gigas oysters
by a screening of a hemocyte EST library [50]. Cg-BPI expression is
constitutive in oyster epithelia and induced by microbial challenge
in oyster hemocytes [50]. More recently, a homolog of Cg-BPI
named Cg-BPI2 was also identified in a C. gigas hemocyte EST li-
brary [51]. It shares 56.4% amino acid identity with Cg-BPL It was
proposed to originate from Cg-BPI by gene duplication but it would
follow a distinct expression pattern [51]. To date, Cg-BPI gene or-
ganization has not yet been determined.

e Precursors. (g-BPI is expressed as a precursor protein
composed a 19-residue signal peptide followed by the mature
protein [50]. Cg-BPI2 displays the same organization of Cg-BPI
precursor, with a 22-residue signal peptide, followed by the
mature protein [51].

e Structure. As deduced by molecular modeling, Cg-BPIs display
the typical structural features of hBPI with an N- and C-terminal
B-barrel type domains connected by a proline-rich central
domain [50,51]. The N-terminal domain of Cg-BPI contains the
LPS-binding regions characterized in hBPI and the Lys and Arg
residues required for LPS-binding. This domain also contains the
cysteine bridge of hBPI at conserved position, three extra
cysteine residues being identified (both in the N- and C-terminal
domains) whose folding remains unknown [50].

o Antimicrobial activities and mechanism of action. The full-
length recombinant Cg-BPI was shown to be a monomeric
protein (50.1 kDa) highly active against the short-chain LPS
Escherichia coli strain SBS363, against which it displayed
bactericidal activity. It was 30 times less active against the
long-chain LPS E. coli ML35. Consistent with its spectrum of
activity directed against Gram-negative bacteria, recombinant
Cg-BPI displayed both LPS- and Lipid A-binding activities. Like
hBPI, it permeabilized the cytoplasmic membrane of E. coli
ML35 [50]. The activity of the recombinant Cg-BPI2 N-terminal
B-barrel domain was also shown to be exclusively active
against Gram-negative bacteria [51]. Thus, like in human BPI,
the N-terminal domain of C. gigas BPIs is sufficient for its
antibacterial activity.
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2.3.6. Macrophage expressed gene 1-like (Cg-Mpeg1)

Lastly, a macrophage expressed gene 1-like protein has been
identified in C. gigas by a genomic approach (GenBank: EF627979;
HQ228218) and proposed to have antimicrobial properties [52]. The
Cg-Mpeg1 (81.8 kDa) is a member of the membrane attack complex
and perforin (MACPF) protein superfamily, a large group of pore-
forming proteins widely conserved in the animal kingdom from
mammals to low vertebrates. Cg-Mpegl shows 47—48% identity
with three abalone (gastropod) Mpeg1 sequences [53] and, 39% and
35% identity with sequences from mammals and sponges, respec-
tively [52]. Cg-Mpeg1 would be constitutively expressed in various
tissues of healthy oysters and Cg-Mpeg1 transcripts were pre-
dominantly detected in gonads and gills [52]. Gene organization
remains to be determined.

e Precursor. Cg-Mpeg1 is encoded as a putative 752 amino acid
precursor carrying an N-terminal signal peptide of 19 amino
acids.

e Structure. The Cg-Mpeg1 mature protein is predicted to contain
a membrane-attack complex/perforin (MAPCPF) domain and a
C-terminal transmembrane segment [52].

o Antimicrobial activities. A sequence of Cg-Mpeg1 including the
MACPF domain has been expressed in E. coli system. The re-
combinant MACPF domain could inhibit the growth of both
Gram-positive and Gram-negative bacteria including Vibrio
alginolyticus [52]. It is unknown whether Cg-Mpegl1 creates
membrane damages in bacteria.

2.4. Other antimicrobial molecules

2.4.1. Lysozymes

Lysozymes are cationic hydrolytic enzymes wildly distributed in
the animal kingdom and found in a variety of cells, tissues and
secretions from bacteria to humans. After being considered for a
long time as hydrolytic enzymes involved in the degradation of
bacteria cell wall, lysozymes are now considered as antimicrobial
proteins. Bivalve lysozymes are members of a large family of pro-
teins, referred to as invertebrate-type lysozymes [54]. These en-
zymes are believed to be involved in host defense due to their lytic
properties on the peptidoglycan, the major component of the
bacterial cell wall. However, this property could also be used by
some lysozymes for digestive functions in oysters [55,56]. In
C. gigas, lysozyme activities were reported in gills, mantle and
digestive diverticula [57], then different lysozymes sequences have
been identified in C. gigas by genomic approaches. Three lysozyme
cDNAs have been characterized in C. gigas. CGL-1, -2 and -3 are
encoded by 530-536-bp cDNA sequences with an open reading
frame of 429-bp deducing 142 amino acid residues [58,59]. The
precursors carry an N-terminal signal peptide of 20 amino acids.
Comparatively in C. virginica, cv-lysozyme 3 cDNA was identified as
663-bp sequence with a 564 bp open reading frame encoding 187
amino acids [56]. A predicted signal peptide was 18 amino acid
residues.

Three different genomic sequences coding for lysozymes can be
found in C. gigas genome scaffolds (GenBank: JH816436, JH816734,
JH819154), confirming that lysozymes comprise a multigenic
family. Lysozyme expression has been detected and localized in
digestive cells of digestive tubules, gills and mantle [56,58,60,61].
However, CGL-1 was shown to be differentially expressed in he-
mocytes following C. gigas infection with the pathogenic
V. tasmaniensis LGP32 compared to a non-virulent one [62]. Besides,
lysozyme activity has been shown to increase in hemolymph
following a co-stimulation of LPS and an oyster recombinant tumor
necrosis factor, rCg-TNF1 [63]. Altogether, these results support a
role of lysozyme in the oyster antimicrobial defenses, which

requires to be further investigated. Indeed, based on in vitro activity
of recombinant CGL-1 and -3, lysozymes seems to display a weak
activity (10—40 pg/mL) specifically against Gram-positive bacteria.

2.4.2. Cg-Ubiquitin

Ubiquitin is a structurally conserved polypeptide found in
almost all tissues of eukaryotic organisms that regulates several
processes, the most widely recognized being protein degradation
[64]. Thus, in an essential function, ubiquitin molecules are cova-
lently attached to target proteins for their subsequent degradation
via the proteasome. Several additional functions of vertebrate
ubiquitins have been described, such as alteration of cellular loca-
tion, stability or activity of the target proteins, and lately, antibac-
terial and antifungal activities [65,66].

In oysters, the antimicrobial activity of ubiquitin has been
recently reported [67]. Cg-Ubiquitin was purified from acidified gill
extracts of C. gigas. The polypeptide had a molecular weight of
8.4 kDa and the N-terminal region is identical to ubiquitin se-
quences reported from other species. Cg-Ubiquitin transcripts were
found to be expressed at high level in the mantle tissue, and to a
lesser extent in gills, digestive gland, adductor muscle and labial
palps [67]. Cg-Ubiquitin is encoded as a 76 amino acid precursor
fused to the ribosomal protein S27. The precursor included a six
amino acid motif and three conserved lysine at the functional sites,
which might participate in the formation of the ubiquitin—protease
complex. Cg-Ubiquitin also displays an 80-amino acid carboxyl ri-
bosomal protein S27 extension with a classical zinc finger motif
[67]. By homology modeling, Cg-Ubiquitin was deduced to display
three secondary structural motifs, including three a-helices and
four B-strands separated by 7 loop regions. The C-terminal region of
the Cg-Ubiquitin mature polypeptide terminated with an Arg res-
idue instead of a Gly—Gly doublet, characteristic of ubiquitin mol-
ecules in other species [67].

The purified Cg-Ubiquitin was shown to be active against Gram-
positive (MECs, 3.4, 7.8 and 40 pg/mL) and Gram-negative bacteria
(MECs, 1.9—12.0 pg/mL) using the ultrasensitive radial diffusion
assay (URDA) developed by the authors. Cg-Ubiquitin was bacte-
riostatic and did not permeabilize the bacterial membranes. No
antifungal or hemolytic activities were observed for this poly-
peptide [67].

2.4.3. Histones

Histones play an essential architectural role in chromatin for-
mation and their post-translational modifications play a key role in
gene regulation. Since 1942 [68], histones have also been shown to
carry antimicrobial activities against a wide range of pathogens
including Gram-negative and Gram-positive bacteria, fungi, virus
and protozoa [69]. These proteins and their derivative peptides
have shown a wide range of actions in antibacterial processes,
including permeabilization of bacterial cell membrane, binding to
bacterial DNA and/or RNA [69], and neutralization of the LPS
toxicity [70]. Recently, H2B histones active against Gram-positive
and Gram-negative bacteria strains have been isolated from the
American oyster C. virginica [71]. Similarly, antimicrobial H1-delta
and H5 histones have been purified from gills of C. gigas oysters
injured or infected with the oyster pathogen V. tasmaniensis LGP32
[72]. They showed potent antimicrobial activities against several
strains of Gram-positive and Gram-negative bacteria with MICs
below 0.7 uM. Moreover, in response to infection by the protozoan
parasite Perkinsus marinus, the abundance of H4, H3.3 and H2B
histone transcripts increased in total extract of C. virginica gill tissue
[73]. Similarly, histone H4 protein levels of C. virginica appeared to
increase in hemocyte lysates and extracellular hemolymph of
oysters infected by P. marinus [74]. Finally, antimicrobial histones of
C. gigas accumulated in gills after injury and infection while they
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were absent from gills of unchallenged oysters [72]. This phe-
nomenon correlated with a massive infiltration of hemocytes in the
gills of infected oysters. Altogether, these studies support a role of
histones in the antimicrobial defense of oysters. In agreement,
release of extracellular histones was recently associated to a novel
defense reaction in oyster referred to as ETosis [72] (see hemocyte
reactions below).

3. The antimicrobial response to infection

The oyster antimicrobial response to infection needs to be
reconsidered with the recent evidence that these bivalves naturally
host diverse and abundant microbial communities [1] that may
contribute to homeostasis, host protection and fitness in rapidly
changing environments [75]. In a view similar to that of the inter-
action between the mammalian gut immune system and the
abundant and diverse intestinal microbiota, the existence in oysters
of an abundant microbiota associated to its epithelial surfaces and
hemolymph questions about the modulation of the immune
response. How is the equilibrium between bacteria and healthy
oysters maintained? How are the oyster antimicrobial responses to
opportunistic pathogens triggered and regulated? This leads to
interesting tracks of reflection on the meaning of the “self versus
non-self” theory in immunity [76] as well as on the fine-tuning of
the interplay between the immune system and microbial organ-
isms [77].

With the development of genomic studies, significant break-
throughs have been achieved in the identification of immune-
related genes involved in defense mechanisms including recogni-
tion, cell signaling and cell communication that are known to
activate or trigger cell-mediated reactions such as phagocytosis and
production of antimicrobial molecules [5,62,78]. In particular,
various elements of the Rel/NF-xB pathway have been described in
oyster to be involved in immune response [79—82] (see also this
issue Yu), but still, we have no evidence that this pathway controls
the regulation of oyster AMP expression. Nonetheless, differences
have to be expected with the best described invertebrate,
Drosophila, in terms of AMP regulation. Indeed, most of the
knowledge on the signaling pathways controlling AMP expression
has been acquired in Drosophila, which has an almost sterile he-
molymph. Unlike in Drosophila, oyster AMPs appear to be pre-
dominantly constitutively expressed by hemocytes and epithelia.
Moreover, the release of peptidoglycan and other microbe associ-
ated molecular patterns (MAMPs) by its abundant microbiota does
not trigger an overwhelming of the immune system. To date, it is
unknown whether those AMPs whose expression is induced by
infection are induced by specific signals released by pathogens or
by an overload of MAMPs in the oyster blood stream and tissues.

3.1. Involvement of AMPs in the response to infection

Whereas genomic approaches developed from various oyster
tissues have greatly contributed to progress in the characterization
of AMPs in oysters, it is noteworthy that these studies do not pro-
vide clear understanding on the regulation of expression and
function of these immune effectors. As in oysters, most of the
known AMP families are expressed by hemocytes that migrate to
infection sites and infiltrate tissues [47], monitoring AMP expres-
sion in tissues, i.e. differentiating AMP transcription/translation in
tissues from infiltration of tissues by AMP-expressing hemocytes, is
a particularly challenging task that requires the use of immuno-
histochemistry and/or in situ hybridization. Currently, such data are
available for defensins, big defensins, Prps and BPI, while, to date,
Mpeg-1 and Molluscidin expression has only been monitored in
tissue extracts (usually by quantitative PCR).

3.1.1. AMPs in healthy oysters

In oysters, antimicrobial proteins and peptides are mainly
constitutively expressed (Table 1). By using in situ hybridization Cg-
defhs, Cg-prps and Cg-bigdef3 were shown to be expressed in he-
mocytes where, comparatively, transcripts of Cg-BPI and Cg-Big-
def1 and -2 were barely detected. Cg-defm was expressed in mantle
only while Cg-bpi was expressed in epithelia of a broad series of
organs [47]. Besides, Cg-molluscidin transcripts have been detected
by PCR in mantle, gills and labial palps and at lower levels in
digestive glands and adductor muscles of healthy oysters, but no
data is available on hemocytes [48]. Finally, Cg-mpeg1 would be
constitutively expressed in the same tissues, the highest level of
transcripts being detected in gills and gonads, then in digestive
glands followed by the mantle, heart, adductor muscle and he-
mocytes [52].

To date, only few data are available on the subcellular localiza-
tion of AMPs in hemocytes and tissues. Cg-BPI and Cg-Prps appear
to be stored in cytoplasmic granules in same hemocytes where Cg-
Defhs are also immunocolocalized but uniformly distributed
throughout the cytoplasm [32,47]. We recently showed that 40% of
total hemocytes express Cg-BPI, although different subsets of he-
mocytes express it at different levels (Fig. 1). A subset corre-
sponding to 40% of the hyalinocytes express Cg-BPI at a low level
and the protein is stored in particular vesicles localized in the Golgi
apparatus region. In granulocytes, two different subsets can be
identified based on Cg-BPI expression. Most granulocytes express
Cg-BPI (65%) with 30% of them expressing it at a high level, and the
protein is stored in large cytoplasmic granules in those cells (see
Fig. 1 and [47]).

3.1.2. AMPs in diseased and injured oysters

Various infectious and non-infectious challenges have been
used to study AMP expression in oysters. Still, most often, injection
of bacteria and injury has been used, respectively. By using in situ
hybridization and qPCR, Cg-bpi and Cg-bigdef1 and -2 were shown
to be strongly induced by bacterial challenge in hemocytes [40,50].
Apart from them, Cg-Mpeg1 was reported to be induced in this
tissue, but weakly and only 6 h after challenge [52]. On the contrary,
as described above, expression of Cg-defhs and Cg-bigdef3 is not
regulated in response to microbial challenge. Injured or infected
tissues often show an increase in AMP transcript abundance
consistent with their immune function. This increase can be due to
the accumulation of AMP-expressing hemocytes. This has been
particularly well illustrated for the Cg-Defh-expressing hemocytes
following an injection of sea water or bacteria into the oyster
adductor muscle. The decrease in Cg-Defh transcript abundance in
circulating hemocytes was seen to be concomitant with an increase
in their abundance at the site of injury, and to a lesser extent in
surrounding tissues of the mantle and gills [47,50]. Interestingly,
neither Cg-BPI nor Cg-Prp-expressing hemocytes would migrate
towards the injection site. Indeed, Cg-Prp expression seems to
decrease in both, circulating and infiltrating hemocytes after a
vibrio challenge [47]. Cg-Molluscidin transcript abundance have
been reported to increase significantly in gills after microbial
challenge with vibrios [48]. However, it is still unknown whether
this is due to hemocyte infiltration or tissue expression. Discrep-
ancy in AMP expression and localization following challenge can be
observed in literature, mainly due to the omission of the migratory
behavior of hemocytes and their abilities to infiltrate oyster tissues
where they may aggregate.

Studies on AMP family expression have revealed the existence of
different chemotactic behavior among hemocyte populations or
between hemocyte developmental stages. Most of all, they high-
light (i) the major role of the hemocyte populations in the AMP-
mediated defense reactions and (ii) the complexity of this tissue
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Fig. 1. Bactericidal/permeability increasing protein is expressed at different level by different hemocyte subsets. A. Cytometry analysis of SSC and FSC of hemolymph whole
cells reveals the three main cell populations: blasts, hyalinocytes, and granulocytes. B. Immunofluorescent labelling of Cg-BPI protein in hemocytes reveals subset of hyalinocytes
and granulocytes with low Cg-BPI content (white arrowhead) and high Cg-BPI content (yellow arrowhead). C. Cytometry analysis of Cg-BPI labelling of each hemocyte populations
show that about 40% of all hemocytes express the BPI that correspond to 40% of the hyalinocytes and 65% of the granulocytes. Interestingly among the granulocytes, 30% of them
express Cg-BPI at a higher level (BPI-High) than the other granulocytes thus defining two granulocyte distinct subsets for the level of Cg-BPI expression. (For interpretation of the
references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

in terms of functions and mechanisms of regulation of immune-
related gene expression, which could be related to existence of
various cell lineages. As an example, while, upon infection,
constitutively expressed AMPs like Cg-Defhs and Cg-Bigdef3 are
transported through the migratory behavior of hemocytes, Cg-BPI
and Cg-Bigdefl and -2 are strongly transcribed in hemocytes
infiltrating tissues [40,50].

Therefore, hemocytes must be seen as vehicles that drive given
AMPs toward damaged or infected organs where other AMPs like
Cg-Defm and Cg-BPI are constitutively expressed. Thus, AMP
colocalization may occur in epithelia of various organs contributing
to synergism and to local active antimicrobial reaction. One can
assume that synergism takes place also during phagocytosis for
AMPs colocalized in some hemocyte populations as reported for
Cg-Defhs and Cg-Prps, and for Cg-Defhs and Cg-BPI [45,47]. Indeed,
strong synergism against the oyster pathogen V. tasmaniensis
LGP32 was reported between hemocyte defensins (Cg-Defh1 and
-2) and mantle defensin Cg-Defm [47].

One striking feature of oyster antimicrobial defense to infection
or injury is the absence of systemic humoral reaction characterized
by the massive release or secretion of AMPs into the blood stream.
In contrast, great amounts of AMPs are released following microbial
infection in many invertebrates. In insects, microorganisms induce
the expression of AMPs in epithelial cells and in the fat body, which
are immediately and massively secreted in the blood stream [83]. In
shrimp, the constitutively expressed penaeidins, which are stored
in cytoplasmic granules, are released through an original

phenomenon of intracellular degranulation followed by the lysis of
the hemocytes [84]. In mussels, AMPs are released by active
degranulation process [85].

The lack of evidence of AMP release in oysters strongly contrasts
with their detection in cells and tissues. Such low concentrations of
extracellular AMPs support the hypothesis of a controlled antimi-
crobial defense that enables oysters to host and interact with a
beneficial microbiota in its hemolymph and body. It also suggests
that AMPs function primarily in hemocytes or epithelial cells. From
our current knowledge, the AMP-mediated control of pathogens in
oysters is likely based on phagocytosis as described for human
neutrophil peptides [86] or mussel mytilins [87] in a process that
benefits from the hemocyte migratory behavior. Besides, the
constitutive expression of AMPs at surface epithelia may contribute
to control the commensal microbiota and confer protection against
potential pathogens [88].

3.2. Hemocyte reactions

Hemocytes play a central role in the oyster defense, they are able
to respond to pathogen invasion or tissue damages through
chemotaxis and phagocytosis [15,17]. Their microbicidal activities
are based not only on the production of antimicrobial peptides/
proteins as discussed above [32,40,50] but also on hydrolytic en-
zymes [89] and Reactive Oxygen Species (ROS) [90,91]. As described
above, the very active recruitment of hemocytes is best highlighted
by their massive infiltration in injured and/or infected tissues
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[15,72,92]. Hemocyte migration leads to a local concentration of
immune effectors believed to prevent host tissue invasion [47].

3.2.1. Phagocytosis

One of the best described immune function of hemocytes is
phagocytosis of microorganisms (Fig. 2). The central role of
phagocytosis in the immune response has been evidenced by (i) the
overrepresentation of transcripts of phagocytosis-related genes in
hemocytes of oysters surviving infections by virulent vibrio strains
as compared to oysters receiving the same doses of a non-virulent
strain of vibrio [62], and (ii) by the identification of pathogenic
vibrios that either avoid phagocytosis like Vibrio aestuarianus 01/32
[93] or resist intracellular killing like V. tasmaniensis LGP32 [14].
The phagocytosis avidity of hemocytes is enhanced by opsonisation
of the microorganisms by plasma proteins like Cg-EcSOD, which
promotes B-integrin-mediated phagocytosis [14]. Concomitant to
phagocytosis, hemocytes generate a significant respiratory burst
resulting in the production of a variety of intermediate ROS
[72,90,91], in a major microbicidal reaction in oysters. The pro-
duction of ROS relies on NADPH oxidases as well as a trans-
membrane enzyme termed DUOX for (DUal OXidase) that were
evidenced in the C. gigas genomic resource database [94]. The
expression of a DUOX-like gene in hemocytes was associated to a
successful response of oysters against virulent vibrios [62].

After engulfment of microorganisms, the phagosome undergoes
maturation with acidification and sequential fusion with endosomal
and lysosomal compartments including granules, which contain
diverse families of antimicrobial peptides/proteins [45,47]. The
release into the phagosome of microbicidal compounds leads to the
rapid neutralization/degradation of the engulfed microorganisms.
Among the hydrolytic enzymes that are released into the maturing
phagosome, lysozymes are known play an important role in micro-
bial destruction due to their lytic properties on the peptidoglycan of
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Fig. 2. Schematic representation of functions of oyster hemocytes. Phagocytosis:
After recognition, foreign microorganisms are phagocytosed and can be further
destroyed by (i) the production of reactive species of oxygen (ROS) through the NADPH
oxidase complex and/or (ii) defense molecules (antimicrobials, hydrolytic enzymes and
other effectors) stored in granules that fuse with phagosome; Extracellular trapping:
After an exposition to microbial agents or tissue damage, hemocytes release extra-
cellular DNA traps (ETs) associated to histones and granular antimicrobial peptides/
proteins, which can entrap microorganisms. Induction of immune genes: Hemocytes
can be activated by various mechanisms including tissue damage, stress and microbial
recognition by both soluble and cellular pattern recognition proteins/receptors (PRPs)
leading to the induction of expression of some immune genes; Secretion of effectors.
Immune effectors can be stored in hemocyte cytoplasmic granules or vesicules and
released into the plasma, the extracellular spaces or oyster body cavities either
continuously or following a microbial challenge or tissue damage.

the bacteria cell wall [95]. Although unknown to date, it is likely that
AMPs and lysozymes stored in hemocyte cytoplasmic granules are
delivered to the phagosome to kill phagocytosed bacteria.

3.2.2. Extracellular trapping through ETosis

Recent studies have shown that phagocytes from metazoans can
control microbes through the release of DNA extracellular traps
(ETs) carrying antimicrobial peptides and histones (Fig. 2). Anti-
microbial activities of histones have been described since 1942, but
the mechanisms facilitating histone release has long remained
unidentified. In 2004 Brinkmann et al. described a new antimi-
crobial mechanism relying on the release by mammalian neutro-
phils of extracellular DNA networks carrying histones and granular
antimicrobial proteins including AMPs and hydrolases [96,97].
Those ETs are able to entrap and eventually kill bacteria, fungi,
parasites and viruses [96,98,99]. ET formation depends on ROS
production [100], and can be induced by different immunological
stimuli including microbe-associated molecular patterns or host
inflammatory mediators associated with tissue damage [96,100].
This phenomenon of cell death responding to infection or damage
was referred to as ETosis.

Evidence of ETs in the defense of invertebrates including C. gigas
oysters is only recent [72]. In 2008, a first report on the insect
Galleria mellonella suggested a role of extracellular nucleic acids in
the immune response of invertebrates [101]. Three recent studies
on mollusks, crustaceans and cnidarians demonstrated the actual
role of ETs in the immune response of marine invertebrates and
identified ETosis as a very ancient and evolutionary conserved host
defense reaction. In oysters, hemocytes were shown to form ETs
associated with antimicrobial histones, rapidly after an exposition
to diverse microbial agents or tissue damage both in vitro and
in vivo [72]. Similar to vertebrate neutrophils, the formation of ETs
by the oyster hemocytes was dependent on the production of ROS
[102]. However, unlike in other species, PMA failed to trigger the
oxidative burst and the formation of ETs by oyster hemocytes.
While in vertebrates ETs are formed mostly by neutrophils, the
population of oyster hemocytes able to form ETs in oysters remains
to be identified.

4. Unexplored functions of oyster AMPs

Until now, the main host defense function recognized for AMPs
has been the direct killing of microorganisms. However, over the
past years, an abundant literature has shown that AMPs from ver-
tebrates support a broad series of immune functions. Indeed, there
is new evidence that they also display immunomodulatory func-
tions involving chemotactic activities, induction and/or inhibition
of cytokine production, wound healing and modulation of immune
cells responses (reviewed in Ref. [103]). Still, little attention has
been paid to the multiple functions of invertebrate antimicrobial
peptides. There are already some evidences that mollusk AMPs can
serve immune functions other than antibacterial/antifungal, like
myticin C from Mytilus galloprovincialis, which has antiviral and
chemotactic activities [104] in addition to the known antibacterial
properties of myticins [105]. However, these functions have been
explored in heterologous systems and their role in mollusk defense
has not been investigated to date. We review here a series of
functions that deserve to be explored to better characterize the
immune functions of oyster AMPs.

4.1. Antiviral properties
Antiviral activities of invertebrate AMPs have been poorly

explored in homologous systems mainly due to the lack cell line-
ages facilitating the design of antiviral assays. At this stage it is still
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unknown whether oyster AMPs can be antiviral. Interestingly,
plectasin from the fungus Pseudoplectania nigrella, which shares a
similar structure and mechanism of antibacterial action with Cg-
Defs [38,106] was recently found to have antiviral activity. Studies
on the antiviral properties of oyster defensins should be highly
motivated by the severe viral diseases affecting oysters [107].

4.2. Antifungal properties

Many Csof defensins from invertebrates and plants have been
characterized for their antifungal properties [ 108]. Some are strictly
antifungal, while others like Cg-Defs seem to be potent antibacte-
rials [47] with antifungal properties [32]. Antifungal properties
have also been evidenced for other families of antimicrobials. For
instance, the BPI antimicrobial protein from the gastropod mollusk
Biomphalaria glabrata was recently proposed to protect the snail
eggs from fungal infections [109]. The antifungal properties of Cg-
BPI remain to be studied.

4.3. Chemokine activities

Until the recent study on myticin C [104], little attention had
been paid to the chemotactic properties of mollusk AMPs. However,
diverse families of cysteine-rich AMPs can act as chemokines [110].
It is therefore tempting to speculate on the potential chemotactic
activity of oyster defensins. Such an activity should also be inves-
tigated for Cg-BPI. Indeed, it has been shown that cellular responses
are induced by human LBP, which is highly similar to BPI in terms of
structure and LPS-binding properties. In particular, it participates in
the acute mobilization of circulating neutrophils to sites of tissue
injury [111]. Such an activity could also contribute to the massive
migration of hemocytes to sites of infection/injury in oyster.

4.4. Opsonization

Finally, an important function to be tested for mollusk AMPs is
their capacity to promote phagocytosis by oyster hemocytes.
Indeed, AMPs have the capacity to bind to the surface of bacteria
and this process could enhance hemocyte phagocytosis. This has
been shown for hBPI, which opsonizes bacteria, enhancing
neutrophil phagocytosis [112]. As already shown for the extracel-
lular superoxide dismutase Cg-EcSOD [14], such an opsonin activity
deserves further investigation among oyster AMPs.

5. Genetic view of oyster antimicrobial defense
5.1. AMP sequence diversity and evolution

5.1.1. Genomic structural organization

Whereas C. gigas genome has been recently sequenced [78], our
knowledge about oyster AMP gene organization in oyster genome
remains quite limited. Numerous DNA and RNA sequences have
been characterized among the different AMP families (Table 3),
revealing a great intra- and inter-individual diversity. Cg-Def family
appears to be the most diversified with 89 different mRNA se-
quences and 25 gDNA ones, available on GenBank (Table 3). How-
ever, it is noteworthy that we failed to evidence in the published
database, OysterBase (http://www.oysterdb.com/), any full se-
quences of AMP encoding genes, but only mRNA sequences were
found. Because whole C. gigas genome has been sequenced from
one individual oyster [78], it is likely that the high level of diversity
in terms of sequences and genetic structure variation (see below)
contribute to difficulties for AMP sequence annotation. To date, it
has been shown that Cg-Defs, Cg-Prps and Cg-BigDefs are the
products of multigenic families displaying a variety of gene

Table 3

Number of DNA and RNA sequences characterized in Crassotrea gigas among families
of antimicrobial peptides and proteins. The accession numbers available in GenBank
are indicated.

No nucleotide ~ GenBank accession No

sequences

Cg-Defs

mRNA 89 FJ669323 to FJ669352; JF766718 to JF766742;
JF766743 to JF766768, DQ400101, DQ400102,
AJ565499, A]582628, AJ582629

gDNA 25 F]669403-F]669423; AJ582630, AM050547

Cg-BigDefs

mRNA 23 JF703137 to JF703143, JF703144 to JF703146;
JF703147 to JF703153, JN251121, JN251123,
JN251124, JN251127, ]N251129, JN251130

gDNA 14 JF703154 to JF703160; JN251122, JN251125,
JN251126, JN251131, JN251132, JF703157, JF703158

Cg-Prps

mRNA 80 FJ669353 to FJ669402; JF766783 to JF766798;
JF766775 to JF766782; JF766769 to JF766773

gDNA 35 FJ669252 to F]669286

Cg-BPIs

mRNA 29 FJ669296 to FJ669322; AY165040, HM992925

gDNA nd

Cg-Lysozymes

mRNA 4 AB179775, AB288344, AB288345, AB307634

gDNA 3 JH816436, JH816734, JH819154

nd: non determined.

structures and gene copy number variations. The number of Cg-def
gene copies was shown to be highly variable (14—53 copies) among
individual oysters as well as for Cg-prp which displays from 4 to 18
gene copy numbers according to individuals [35,113]. The genomic
structural organization of oyster AMP families remains a vast
domain to be investigated.

5.1.2. Phylogenetics

Although sharing similar nomenclature, oyster defensins (Cg-
Defs) and big defensins (Cg-BigDefs) have no clear phylogenetic
relationships to each other (Fig. 3). Indeed, Cg-Defs are cysteine-
rich peptides containing a CSaf (cysteine-stabilized «f}) motif
widespread in invertebrate defensins, like in arthropods and mol-
lusks, but also in fungi and plants, and, remarkably, in toxins from
scorpions [27,114]. However, the presence of eight cysteine residues
was only reported in bivalve mollusk species [30,32,33]. This
common structural fold strongly suggests there is a common
ancestor to those different molecules, which has further evolved
towards different functions, from toxins to antibacterials (fungi and
mollusk defensins), antifungals (plant defensins), and as more
recently shown antivirals (fungi defensins) [115]. On the other
hand, invertebrate big defensins, including Cg-BigDefs, are more
related to the B-defensins from vertebrates [40]. Indeed, in verte-
brates, defensins adopt a three-stranded antiparallel B-sheet
structure which is connected by a pairing of 6 cysteine residues. The
cysteine paring of invertebrate big defensins is similar to that of
vertebrate B-defensins but totally differs from that found in the
CSaf motif. Importantly, this cysteine paring is similar in inverte-
brate big defensins and vertebrate B-defensins. It was recently
proposed that vertebrate f-defensins originate from invertebrate
big defensins [116].

5.1.3. Sequence diversity

In the last years, high levels of sequence polymorphism were
reported to be characteristic of several immune genes from in-
vertebrates [ 117]. A number of studies into the origin and evolution
of innate immune molecules evidenced numerous mechanisms of
diversification and directional selection pressures over these genes,
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Fig. 3. Phylogenetic tree of animal defensins. Human a-defensin 1 (DEFA1) [PDB:
3L04], chicken B-defensin (AvB2) [PDB: 2LG5], oyster mantle defensin (Cg-Defm) [PDB:
2B58] and horseshoe crab big defensin [PBD: 2RNG].

related to adaptive molecular evolution [ 118]. In C. gigas, high levels
of sequence diversity have been detected for some oyster AMP
families, notably Cg-Defs and Cg-Prps [35]. Phylogenetic analyses
showed that Cg-Defs and Cg-Prps sequences were clustered into
distinct groups forming clearly structured phylogenies. For Cg-Defs,
three separate but constraint groups in which the three original
forms where the most representatives are observed, while Cg-Prp
phylogeny showed more diverse groups suggesting an ongoing or
recent process of neo- or sub-functionalization. From the same
study, the diversity of Cg-BPI sequences was shown to be less
diverse when compared to the peptides, but the finding of a new
variant of Cg-BPI suggests the existence of a greater diversity than
previously thought [51]. Furthermore, Cg-BigDefs have been shown
to display a diversity of sequences for the three of their members,
presenting several isoforms of Cg-BigDef-1, -2 and -3 variants [40].

The variability on the sequences of C. gigas AMPs appears to be
generated by a combination of different genetic mechanisms pre-
viously described in the diversification of several antimicrobial
molecules in Drosophila [119]. The rapid evolution of AMPs is well
documented [120—122] and suggests that hosts exposed to diverse
pathogens may evolve a broader repertoire of antimicrobials that
enhance their defensive potential [123]. The rapid evolution of
AMPs has been related with the general hypothesis of co-evolution
or “arms race”. In this theory, pathogens evolve continuously to
escape from the immune response of hosts and, consequently, the
immune system of hosts evolves to improve new barriers against
pathogens [124]. Thus, it appears that oyster AMPs could be under
strong selective forces shaping their sequence variations. This is
supported by evolutionary analyses which revealed several nega-
tively and positively selected sites for Cg-Defs and Cg-Prp [35].
Evidences of diversification in oyster AMPs also motivate the search
for novel immune functions (neo-functionalization). It is indeed
reasonable to speculate that such small and stable molecules,
capable to resist to proteolysis in body fluids and tissues, are ideal
candidates to mediate immune functions and are therefore the
subject of intense selective pressures in the plastic association be-
tween the oyster and its microbiota.

5.2. Individual polymorphism of gene expression and genetic
structural variation

The recent progress in genomics has opened new perspectives
for exploring the oyster immune system. On the one hand, the first
sequencing of C. gigas genome [78] and various transcriptomic
studies allowed to identify a vast range of potential effectors and
key actors of oyster immunity [62,94,125—127]. On the other hand,
the development of genomic technologies such as high throughput
RT-gPCR analyses allowed to explore the expression of numerous
immune-related genes at the individual levels revealing an
extraordinary polymorphism in basal expression of some of them
in this species [128]. Indubitably, analyses performed at individual
level may give new light on the genetic bases of oyster immune
response and reveal its diversity and complexity. From these
studies it is also clear that AMP-encoding genes show a great inter-
individual variability of expression, as shown for Cg-defhs, Cg-prps,
Cg-bpi and Cg-bigdefs [40,113,129].

It is known that gene expression polymorphism may result
from epigenetic modifications or genetic structural variation such
as gene Copy Number Variation (CNV). CNV is a type of poly-
morphism characterized by differences in the number of copies of
a particular gene in the genotype of an individual. CNV can be
associated to variable phenotypes, including susceptibility to dis-
eases [130]. In oysters, CNV has been evidenced for the AMP-
encoding genes Cg-defs and Cg-prps with mean values of 18 and
48 gene copies respectively, whereas Cg-bpil has been found
encoded by a single gene copy in all the individuals analyzed [35].
However, until now, the number of gene copies of Cg-bpi2 and
other oyster antimicrobials (Cg-BigDefs, Cg-Molluscidin and Cg-
Mpeg1) in individual oysters remains unknown. In a recent work,
CNV has been correlated to the variability of AMP gene expression
in oysters. For Cg-defs, a positive correlation was found with
variation of 14—48 gene copies among 14 individuals analyzed,
whereas for Cg-prps, the variation ranged from zero to 18 copy
numbers [113].

Noteworthy, inter-individual variability has been observed in
the basal expression of Cg-bigdefs using high throughput RT-qPCR
analyses. Among 163 individual oysters, variability in basal gene
expression reached up to 30, 27 and 7-fold for Cg-BigDefl1, Cg-
BigDef2 and Cg-BigDef3, respectively. In addition, Cg-BigDef
expression could not be detected in 39 individuals. Further ana-
lyses at genome level revealed that this lack of expression was
likely associated to the absence of encoding Cg-bigdef sequences
[129] as previously observed for Cg-prps [113]. In such an extreme
case of CNV, known as Presence-Absence Variations (PAV), large
DNA segment present in some individuals can be entirely missing
in others [131]. PAV is known in humans but also in plants for
which the genetic diversity has been exploited for domestication.
In humans, PAV has been described for the DEFA3 gene that en-
codes the human neutrophil peptide-3 (HNP-3) [132]. The pres-
ence of the encoding gene is variable depending on the human
geographical populations and this variability has been suspected
to be implicated with differences of susceptibility to infectious
diseases [133]. In a larger extent, CNV has been associated to
disease susceptibility particularly in the case of human defensins
[134,135].

To date, there are no evidences about a possible impact of such
structural genome variations on the oyster susceptibility to infec-
tious diseases. No relationship was observed between the
Presence-Absence of Cg-bigdefs and the capacity of the oysters to
survive experimental Vibrio infections [129]. In plants, it is assumed
that PAVs may generate new pathogen resistances but most of all
that it could contribute to individual adaptation to environmental
stresses [136].
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6. Conclusions

From the recent results and knowledge we reviewed here, the
role of AMPs in the oyster immune system must be reconsidered
taking into account that oysters must be seen as an organism
associated to a microbiota. In such a context where the oyster can
host an abundant and beneficial microbiota, AMPs cannot be
considered only as repressive weapons. It is likely that in oyster,
where AMPs are present at low concentrations [46], they are pri-
marily involved in unexplored immune functions.

We have now evidences that the oyster antimicrobial defense is
characterized by local responses ensured by hemocytes instead of
systemic or humoral response as shown in other invertebrates.
With their great capacity to move and infiltrate all oyster tissues
and organs, the hemocytes, which carry AMPs and other immune
effectors, may provide monitoring and immediate response to
damages or injuries (Fig. 2). The mechanisms that underlie hemo-
cyte communication, recruitment and their activation remain
largely unknown and the potential role of AMPs in such immune
modulatory functions requires a particular attention.

One major advance over the past years is the evidence in C. gigas
of a great AMP sequence diversity and extraordinary polymorphism
of basal AMP gene expression among individuals. The relationship
between the AMP gene expression level and genome structural
variations such as gene copy number or Presence-Absence Varia-
tion has been highlighted for the first time in an invertebrate. These
results open indubitably new perspectives for investigating the
oyster immune system and in particular the role that antimicrobials
may play in the interaction of the immune system with the oyster
commensal microbiota (from mutualists to pathogens) and the
capacity of the oyster metaorganism (the oyster and its associated
microbiota) to survive infections or diseases.
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RESUME

Des souches de Vibrio appartenant au clade Splendidus sont associées de maniére récurrente aux
mortalités estivales d’huitres juvéniles. Parmi elles, V. tasmaniensis LGP32 est un pathogéne
intracellulaire facultatif des hémocytes d’huitre, dont elle altére les fonctions de défense. Nous nous
intéressons ici aux interactions entre les phagocytes et V. tasmaniensis LGP32, a diverses échelles
(moléculaire, cellulaire et environnementale). Dans une premiere partie, nous avons découvert un
mécanisme antimicrobien, encore inconnu chez C. gigas : la formation de pieges d'ADN
extracellulaire (ETs). Ces ETs sont associés a des histones antimicrobiennes et sont capables de piéger
des bactéries. Comme chez les vertébrés, la formation de ces ETs est dépendante de la production
d'espéces réactives de |'oxygene. De plus, la présence de ces ETs a été confirmée in vivo et a été
associée a une accumulation d'histones antimicrobiennes dans les tissus, suite a une blessure ou a
une infection. Dans une seconde partie, nous avons étudié les interactions entre V. tasmaniensis
LGP32 et des protistes hétérotrophes présents dans I'environnement des huitres, tels que les amibes
et les ciliés, qui se nourrissent de micro-organismes par phagocytose. Un résultat important de cette
these a été de montrer que V. tasmaniensis LGP32 qui est efficacement internalisé par les protistes
hétérotrophes environnementaux résiste également a la dégradation intracellulaire. Les amibes que
nous avons isolées étant présentes dans |'environnement direct des huitres, nous pouvons donc
supposer que la pression exercée par le broutage des phagocytes environnementaux pourrait
sélectionner des traits de virulence et/ou de résistance a la phagocytose et favoriser I'émergence de
pathogénes intracellulaires facultatifs chez les vibrios.

ABSTRACT

Vibrio strains belonging to the Splendidus clade have been repeatedly found in juvenile diseased
oysters affected by summer mortalities. V. tasmaniensis LGP32 is an intracellular pathogen of oyster
hemocytes, which has been reported to alter the oxidative burst and inhibit phagosome maturation.
We here focus on the interactions between phagocytes and V. tasmaniensis LGP32, at molecular,
cellular and environmental scales. In the first part of this work, we uncover an unknown antimicrobial
mechanism of C. gigas hemocytes : the formation of DNA extracellular traps (ETs). These ETs are
associated with antimicrobial histones and are able to entrap bacteria. As in vertebrates, ETs
formation depends on reactive oxygen species production. In addition, the presence of ETs was
confirmed in vivo and has been associated with antimicrobial histones accumulation in tissues, in
response to injury or infection. In the second part of this work, we studied the interactions between
V. tasmaniensis LGP32 and heterotrophic protists found in the oyster environment, such as amoebae
and ciliates, which feed on microorganisms by phagocytosis. An important result of this work was
that V. tasmaniensis LGP32 is internalized by environmental heterotrophic protists but resists to
phagocytosis, as also shown in oyster hemocytes. As the amoebae were isolated from the direct
environment of oysters, we can presume that the selective pressure exerted by environmental
phagocytes could select for virulence and/or phagocytosis resistance traits and promote the
emergence of facultative intracellular pathogens among vibrios.
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