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Introduction générale

Ce projet de thése porte sur un modele biologique d’'importance économique, I’huitre creuse
Crassostrea gigas. Depuis 2008, les élevages de C. gigas sont victimes de phénomeénes de
surmortalité massive sans précédents affectant les juvéniles. Ce syndrome de surmortalité massive
touche aujourd’hui I'ensemble des bassins ostréicoles francais, de la mer Méditerranée a la Manche,
conduisant a des taux de mortalité de 80 a 100% chez les juvéniles (Segarra et al. 2010). Au niveau
international, cette crise touche désormais la plupart des pays producteurs (Burge et al. 2006, Lynch
et al. 2012, Roque et al. 2012, Jenkins et al. 2013, Keeling et al. 2014). Ce syndrome de surmortalité
massive a une étiologie complexe et d’origine multifactorielle impliquant différents facteurs
abiotiques et biotiques. C‘est une maladie poly-microbienne impliquant différentes bactéries du
genre Vibrio, plus particulierement Vibrio tasmaniensis et Vibrio crassostreae pathogenes du naissain
(Gay et al. 2004, Lemire et al. 2015). Hormis les bactéries, I"apparition des surmortalités coincide
avec l'augmentation de la prévalence d’un nouveau variant d’'un virus de type herpes, I’Ostreeid
herpesvirus 1 (OsHV-1) identifié en 2008 (Segarra et al. 2010, Martenot et al. 2011). Afin de
comprendre les causes de ces mortalités dramatiques dans les populations d'huitres frangaises un
intérét tout particulier a été porté a une meilleure compréhension des interactions
immunobiologiques entre les huitres et les pathogenes potentiels, identifiés comme responsables de
ces mortalités. Ainsi une meilleure caractérisation et description du fonctionnement du systéeme
immunitaire des huitres ont été entrepris.

Comme pour tous les invertébrés, les mécanismes de défense des huitres reposent sur un
systeme immunitaire de type inné. Les connaissances sur leur immunité sont encore aujourd’hui
fragmentaires (Wang et al. 2017). Cependant, différentes études ont permis de mieux caractériser les
mécanismes de défense et la réponse antimicrobienne de I'huitre creuse (Bachere et al. 2004,
Schmitt et al. 2011, Bachere et al. 2015) mettant en jeu des voies de signalisation conservées (Green
et al. 2015a), ainsi qu’un large panel d’effecteurs antimicrobiens (Destoumieux et al. 1997,
Montagnani et al. 2001, Gonzalez et al. 2006, Gonzalez et al. 2007, Fleury et al. 2009, Gueguen et al.
2009, Rosa et al. 2011, Rosa et al. 2012, Schmitt et al. 2012). Par ailleurs, les données génomiques et
transcriptomiques récentes ont considérablement consolidé nos connaissances sur les bases
moléculaires de l'immunité des huitres (Gueguen et al. 2003, Fleury et al. 2009, Roberts et al. 2009,
Taris et al. 2009, de Lorgeril et al. 2011, Wang et al. 2017). Depuis fin 2012, le génome de C. gigas a
été entierement séquencé (Zhang et al. 2012) et a déja permis de mettre en évidence que I’huitre
posséde en théorie le répertoire moléculaire nécessaire pour mettre en place une réponse antivirale
(i.e. conservation des principales voies de la réponse antivirale connues chez les vertébrés et

invertébrés). Ces travaux tendent a montrer que des mécanismes antiviraux sont conservés chez



I’huitre : la voie des interférons ou encore I'autophagie et I'apoptose (Green and Montagnani 2013,

Jouaux et al. 2013, Segarra et al. 2014c, Green et al. 2015a, He et al. 2015).

Etant dotés d’une immunité innée et dépourvus de cellules de type lymphocytaire et
d’'immunoglobuline comme les vertébrés, les invertébrés ont longtemps été considérés comme
incapables de développer des mécanismes immunitaires adaptatifs. Le systéme immunitaire des
invertébrés était considéré encore il y a peu comme un systeme simple. Cependant, ces derniéeres
années, une nouvelle vision de limmunité innée et de la complexité du dialogue hoéte-
microorganismes a pu émerger de travaux portant sur les invertébrés (Schmid-Hempel 2005, McFall-
Ngai et al. 2013). Des mécanismes de reconnaissances spécifiques ont été mis en évidence et la
question de I'existence d’'une forme de mémoire immunitaire a été posée (Little and Kraaijeveld
2004, Kurtz 2005, Hauton and Smith 2007, Schulenburg et al. 2007). Ces mécanismes ont été associés
au terme de « priming immunitaire », « d'immunité entrainée » ou encore de « mémoire
immunitaire innée » (Kurtz and Franz 2003, Netea 2013). Le priming immunitaire peut se traduire par
le fait qu’une expérience passée avec un agent pathogene procure a un macro-organisme ou a sa
descendance des capacités immunitaires accrues face a une nouvelle rencontre avec le méme
pathogéne. Bien que les exemples s’accumulent sur son existence chez les invertébrés et par la
méme, des indices de I'existence d’une forme de réponse adaptative, ce phénomene est au coeur des
débats au sein de la communauté des immunologistes (Kurtz and Franz 2003, Kurtz 2004, Little and
Kraaijeveld 2004, Kurtz 2005, Sadd et al. 2005, Sadd and Schmid-Hempel 2006, Hauton and Smith
2007, Pham et al. 2007, Little et al. 2008, Roth et al. 2009, Sadd and Schmid-Hempel 2009,
Hernandez-Martinez et al. 2010, Rodrigues et al. 2010, Roth et al. 2010, Portela et al. 2013). Le
priming a également été associé a |'observation de différentes formes de protection immunitaire
montrant des taux de survies accrus chez des animaux stimulés en comparaison avec des animaux
non stimulés (voir (Milutinovi¢ and Kurtz 2016) pour revue). Des travaux réalisés au laboratoire ont
mis en évidence que l'injection d’un stimulus non spécifique, I'acide polyinosinique-polycytidylique
(poly(I:C)), un analogue synthétique d’ARNs doubles brins, caractéristiques de nombreux virus,
permettait d’induire la réponse antivirale de I'huitre (Green and Montagnani 2013). Les travaux
menés au sein de I’équipe ont permis de mettre en évidence que la charge virale du naissain infecté
par le virus, préalablement stimulé par le poly(l:C) était fortement réduite voire inexistante
contrairement aux contréles non stimulés (Green and Montagnani 2013). Ce résultat montre pour la
premiere fois, qu’il est possible d’induire un état antiviral chez I’huitre, capable de la protéger contre
le virus OsHV-1. Ces éléments semblent donc faire appel au phénomene de priming immunitaire chez
C. gigas. C'est exactement |'existence de ce priming immunitaire que nous avons cherché a confirmer

et caractériser chez C. gigas dans le cadre de ces travaux de thése.



Contexte scientifique

C’est dans ce contexte qu’un nouvel axe de recherche sur le priming immunitaire antiviral a
été développé au sein de 'UMR 5244 IHPE (Interactions Hotes-Pathogenes-Environnements). Les
membres de I'équipe MIMM dans laquelle ont été réalisés ces travaux de thése, sont spécialisés
depuis plus de 20 ans dans I'étude de la réponse antibactérienne immunitaire des huitres. Leurs
travaux ont permis de mettre en évidence I'existence chez I'huitre de mécanismes efficaces pour
éliminer les agents infectieux reposant sur une réponse du type innée mettant en jeu des voies
conservées de signalisation (Escoubas et al. 1999, Bachere et al. 2004, Montagnani et al. 2004,
Montagnani et al. 2008), ainsi qu’un large panel d’effecteurs antimicrobiens (Schmitt et al. 2010,
Bachere et al. 2015). En parallele, des mécanismes d’échappement par les bactéries ont été
caractérisés soulignant la complexité du dialogue héte-microorganismes (Duperthuy et al. 2011). Par
ailleurs, des travaux ont abouti a la caractérisation, au niveau transcriptomique, de la réponse de
I'huftre aux bactéries pathogeénes V. splendidus et V. aestuarianus (de Lorgeril et al. 2011). D’autres
travaux ont récemment émergés visant a comprendre les mécanismes d’interaction de deux
populations bactériennes pathogeénes V. tasmaniensis et V. crassostreae chez I’huitre (These de
Doctorat de Tristan Rubio, 2014-2017). Enfin, le projet ANR DECIPHER vise de maniéere intégrative a
déchiffrer I'ensemble des facteurs impliqués dans ces phénomenes de surmortalité massive affectant
les juvéniles de C. gigas depuis 2008. De plus, compte-tenu de la prévalence du virus OsHV-1 lors de
ces phénomeénes, un nouvel axe de recherche mis en place visait a répondre a la question désormais
essentielle des bases moléculaires de la réponse antivirale encore méconnues chez les mollusques
(Green and Montagnani 2013, Green et al. 2014a, Green et al. 2015a, Green et al. 2016b). Notre
équipe a alors entrepris d’étudier les possibilités de protection antivirale chez I’huitre. Une premiére
approche expérimentale, visait a tester l'induction d’'une réponse antivirale par le poly(l:C),
couramment utilisé pour étudier la réponse antivirale chez les vertébrés (Fortier et al. 2004). Chez
I’hultre Saccostrea glomerata son injection a déja été testée et résulte en I'induction de genes de
I'immunité (Green and Barnes 2009). Chez le poisson, il induit un état antiviral protecteur, jusqu’a 10
mois aprés I'immunisation (Plant et al. 2005). Les résultats obtenus au sein de I'équipe suggerent
pour la premiere fois I’existence d’'un phénomeéne de priming immunitaire antiviral chez I’huitre et la
possibilité d’induire une réponse antivirale permettant de protéger les huitres d’un virus pathogéne.
Ces résultats ont permis de développer le projet PROVIGAS (Protection antivirale chez I'huitre
Crassotrea gigas) coordonné par Caroline Montagnani et financé par la région Occitanie et I'lfremer.
Ce projet proposait, (i) d’approfondir nos connaissances sur les caractéristiques de cet effet

protecteur (maintien, spécificité) pour en tester les effets durant des épisodes de surmortalité



massive en milieu naturel, (ii) d’explorer les bases moléculaires et cellulaires de ce phénomeéne, (iii)
de caractériser les bases encore méconnues de la réponse antivirale. L'objectif final sera d’explorer
les potentialités d’applications biotechnologiques alternatives aux programmes actuels de sélection
de masse pour soutenir les filieres aquacoles. Ces travaux de thése s’inscrivent dans cet objectif et
ont entrepris d’étudier les possibilités de protection antivirale chez I'huitre creuse Crassostrea gigas.
De plus, des travaux réalisés dans |'équipe EcoEvl, deuxiéme équipe du laboratoire IHPE,
s'intéressent notamment a la réponse immunitaire innée et mémoire chez le gastéropode
Biomphalaria glabrata vis-a-vis du ver parasite Schistosoma mansoni (Portela et al. 2013, Pinaud et
al. 2016)(These de Doctorat de Silvain Pinaud, 2014-2017). Ces deux théses menées au sein du méme
laboratoire sur deux modeles différents de Lophotrochozoaires se sont apportées beaucoup
réciproquement quant a la compréhension de ces processus immunitaires mémoriels chez les
mollusques. Dans ce contexte, I'objectif de ma these vise principalement a identifier le priming
immunitaire par une approche phénoménologique et décrire les mécanismes du priming immunitaire

antiviral par une approche moléculaire globale, chez I’huitre creuse Crassostrea gigas.

Le manuscrit de cette thése est d’abord composé d’une revue bibliographique de I'état de I'art
sur (1) le modele : I’huitre creuse Crassostrea gigas, (1) les mortalités massives affectant C. gigas (lll)
'immunité chez C. gigas et particulierement I'immunité antivirale et enfin (IV) le priming
immunitaire.

Le premier chapitre est consacré aux résultats portant sur la caractérisation du priming

immunitaire antiviral chez C. gigas, par une approche descriptive phénoménologique lors d’infection

avec le virus OsHV-1 en milieu controlé et en milieu naturel.
Le deuxiéme chapitre concerne les résultats de I'étude des mécanismes moléculaires sous-
jacents au phénomene de priming immunitaire antiviral par une approche transcriptomique globale.
La derniére section concerne une discussion générale de ces travaux ainsi que des perspectives
de recherche sur le phénoméne de mémoire immunitaire antivirale chez I’huitre creuse ainsi que le
role de I'OsHV-1 dans cette maladie poly-microbienne mais aussi des perspectives pour la profession

ostréicole en terme d’application pour le contréle et la lutte contre les agents pathogénes impliqués

dans ce phénomene de surmortalité massive d'huitres enregistrées depuis 2008.
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Rappels bibliographiques

. Modele biologique : I'huitre creuse
Crassostrea gigas ou Magallana gigas

A. Classification

L’huitre creuse ou huitre du Pacifique ou huitre Japonaise Crassostrea gigas (Thunberg, 1793)
est un Lophotrochozoaire appartenant a I'embranchement des mollusques bivalves de la famille des
Ostreidae (Table 1). Le genre Crassostrea comprend une 20" d’espéces dont notamment I’huitre
portugaise, Crassostrea angulata ou I'huitre américaine Crassostrea virginica. En 2016, Salvi et
Mariottini ont proposé une nouvelle classification du genre des Crassostrea. L'analyse
phylogénétique de la région ITS2 des Crassostreinae a permis de les séparer en 2 genres distincts:
Crassostrea et Magallana (Salvi and Mariottini 2016). L’huitre creuse Crassostrea gigas a dans cette
étude été re-classifiée comme appartenant uniquement au genre Magallana et pourrait donc aussi

étre appelée Magallana gigas.
Table 1 : Classification de I’huitre creuse Crassostrea gigas

e s Re-classification
Classification

(Salvi et Mariottini 2016)

Régne : Animal
Clade : Lophotrochozoa

Embranchement: Mollusques

Classe : Bivalve

Sous-classe : Pteriomorphia

Ordre : Ostreida

Super-famille : Ostreoidae

Famille : Ostreidae

Sous-famille : Crassostreinae

Genre: Crassostrea Magallana
Espéce : Crassostrea gigas | Magallana gigas




B. Anatomie et physiologie de I'huitre

L’huitre creuse C. gigas est composée d’un corps mou, contenu dans une coquille constituée
de 2 valves asymétriques, I'une plate (supérieure) et I'autre creuse (inférieure) (Figure 1). Ces valves
sont reliées entre elles par un ligament au niveau de la charniére et par un muscle adducteur
permettant une fermeture hermétique (Galtsoff 1964). Les valves sont composées de feuillets de
carbonate de calcium produit par le bord du manteau, un organe recouvrant la chair de I’huitre. Le
bord de manteau participe notamment a la production de la coquille mais joue aussi un réle de
senseur des changements environnementaux. Cette fonction permet notamment de réguler le flux
d’eau dans I’huitre ou d’assurer la fermeture des deux valves lors de périodes émergées. L’huitre
posseéde des palpes labiaux assurant un tri et un acheminement des particules en suspension jusqu’a
la bouche, qui vont ensuite étre acheminées a I'estomac, I'intestin (entouré par la glande digestive)
puis excrétées sous forme de féeces au niveau de I'anus. La gonade est, chez I’huitre, un organe non
permanent recouvrant la glande digestive. Le role de tri des particules est assuré par les branchies
dont les cils entrainent un flux d’eau acheminant les particules a la bouche. L’huitre possede une
paire de branchies lamellaires jouant un rdle trés important dans la respiration et I'assimilation de
I’oxygene. Dépourvues d’hémoglobine et d’hémocyanine, I'oxygéne serait directement dissous dans
I’'hémolymphe, le sang de I’huitre. La circulation de I’hémolymphe est assurée par le coeur composé
d’un ventricule et de deux oreillettes. L'hémolymphe circule dans I'huitre au niveau des arteres,
veines et sinus comme au niveau du muscle adducteur de la coquille et va aussi s’infiltrer dans
I’ensemble des tissus de I’huitre, qualifiant le systéeme circulatoire des huitres de semi-ouvert (Cheng
1981). L'hémolymphe est constituée de plasma dans lequel circulent des cellules
immunocompétentes, les hémocytes. L'organe hématopoiétique n’est pas encore clairement
identifié, malgré des travaux ayant montré un role potentiel assuré par les branchies (Jemaa et al.

2014, Li et al. 2017a).
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Figure 1 Anatomie de I’huitre creuse Crassostrea gigas adulte. A. Schéma de la vue intérieure de la
valve inférieure concave. B. Schéma d’une vue latérale d’une huitre ouverte. Modifié d’apres
Galtsoff, 1964.

C. Cycle de vie et écologie

L'huitre creuse C. gigas est un organisme hermaphrodite successif alternatif a tendance
protandre (majoritairement male dans les premieres années). En tant qu’organisme poikilotherme
(qui ne régule pas sa température), la maturation et I’émission de gametes se font généralement en
été, lorsque les conditions sont favorables, notamment sous I'effet de la température (Fabioux et al.
2005). La fécondation est externe et la rencontre entre les gametes s’effectue dans la colonne d’eau.
Vingt-quatre heures aprés la fécondation, une larve D est formée (Figure 2) ; entre le 2°™ et |e 20°™¢
jour, la larve dite « véligére» est nageuse dans la colonne d’eau et vers le 21°™ jour, la larve appelée
« pédivéligere » va subir une métamorphose notamment I'apparition d’un pied, elle va chercher un
support et se fixer définitivement (Figure 2). A partir de ce stade et jusqu’a leur premiere
reproduction, ces jeunes huitres sont appelées naissain ou juvéniles, elles sont ensuite considérées
comme adultes. Durant leur développement, du stade naissain jusqu’a la fin de leur vie, les huitres

ne vont plus subir de métamorphoses et vont uniquement croitre. Les huitres sont des organismes



sessiles (fixés a leur support) benthiques et on retrouve les stades fixés dans la zone de balancement
des marées (intertidale) et dans la zone infralittorale immergée en permanence. On retrouve les
huitres dans différentes régions du globe et en tant qu’organisme euryhalin et eurytherme, cette
espéce peut étre présente dans différents écosystémes allant des zones de pleine mer aux zones
estuariennes, mais aussi en eau saumatre. Ce sont des organismes invasifs (Rohfritsch et al. 2013)
filtreurs suspensivores en aval du réseau trophique de leur écosysteme et ont la capacité de filtrer
jusqu’a 5 litres d’eau par heure pour les adultes, jouant un réle majeur dans la dépuration du milieu

(Galtsoff 1964).

Colonne d’eau Environ 20 jours

Fécondation 24h 2-20%m¢ jours 218 jour

Sperma- Larve D Larve véligére Larve pédivéligere
G tozoide ) }

2

Fixation

< 2a3ans N (5% - \
7

( ( e

Adultes \ l '. 4 Naissain - juvénile

X, 1 ‘.‘

Figure 2 : Cycle de reproduction de I'huitre creuse, Crassostrea gigas

Substrat

D. Caractéristiques génomiques de I'huitre C. gigas

L’huitre creuse Crassostrea gigas posseéde 20 chromosomes (10 paires, 2n=20) (Bouilly et al.
2008). En 2012, le génome de C. gigas a été séquencé (GenBank : AFTIO0000000) (Zhang et al. 2012).
Le séquencage a été réalisé par la technique WGS (Whole-genome shotgun) sur une huitre femelle
adulte issue de quatre lignées consanguines « frére-sceur » et une huitre « sauvage ». Ce génome a
permis de prédire 28 027 génes pour environ 492Mb. Parmi ces génes, 96.1% ont une activité
transcriptionnelle démontrée par des analyses de séquencages des ARN (RNA-seq) réalisés sur
différents organes d’huitres au cours de différents stades de développement (Zhang et al. 2012). Le
génome de I'huitre est extrémement polymorphe avec des séquences répétées représentant 36.1%
du génome. L'annotation des différents génes du génome a été réalisée (1) par prédiction de novo,

(2) par comparaison de séquences protéiques des genes prédits par rapport a 6 génomes de
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référence (Capitella teleta, L. gigantea, Helobdella robusta, Anopheles gambiae, C. elegans et D.
melanogaster) et (3) par homologie de séquences des transcrits identifiés en RNA-seq, notamment
par ontologie génique. Le séquencage du génome a permis le développement d’une multitude
d’études s’intéressant aux réponses transcriptomiques globales par RNA-seq chez des huitres lors de
différents stress. Différents transcriptomes d’huitres ont donc été réalisés durant différents stades
de développement (Zhang et al. 2012), en réponse a des stress abiotiques comme un stress
osmotique (Zhao et al. 2014), thermique (Lim et al. 2016) ou chimique (Bachere et al. 2017) mais
aussi en réponse a des stress biotiques comme des algues toxiques (Payton et al. 2017), des bactéries
(Thése de Doctorat de Tristan Rubio, 2014-2017) et du virus OsHV-1 (Segarra et al. 2014c, He et al.
2015, Rosani et al. 2015).

E. L’huitre en aquaculture

La répartition de C. gigas est mondiale et s’étend sur tous les continents excepté
I’Antarctique, du Sud de I'Alaska jusqu’en Australie. Cette espéce représente un fort intérét
commercial et provient principalement de I'élevage. La production mondiale d’huftre creuse était
estimée a 613 058 tonnes en 2015 (FAO, 2016). La France, principal producteur européen avec
environ 72 000 tonnes annuelles, est le 4°™ pays producteur derriére la Chine, le Japon et la Corée.
L'ostréiculture représente en France le principal élevage en conchyliculture et en aquaculture en
termes de tonnage. Ce secteur agro-alimentaire génere plus de 17 000 emplois directs en France,

impliquant des enjeux socio-économiques trés importants (CNC, 2016).

Les élevages ostréicoles en France ont été touchés par différentes crises qui ont entrainé au
cours de I'Histoire des changements d’especes dans les parcs ostréicoles (Figure 3). Les élevages
d’huitres plates Ostrea edulis, considérée comme I'espece autochtone en France, ont été touchés
dans les années 1920 par des mortalités massives pouvant aller jusqu’a 90% des élevages (Barbosa
Solomieu et al. 2015, Pernet et al. 2016) (Figure 3). Ce sont ces mortalités qui ont poussé les
ostréiculteurs a introduire une nouvelle espéce : I'huitre portugaise, Crassostrea angulata. Cette
espece a elle aussi été victime d’une épizootie associée a un Iridovirus a la fin des années 1960
(Comps et al. 1976). Une deuxiéme épizootie a affecté les élevages d’O. edulis déja faibles, dont les
agents pathogéenes associés sont les parasites Marteilia refringens et Bonamia oestreae (Comps et al.
1980) (Figure 3). Ces deux épizooties successives ont entrainé l'introduction de I'huitre creuse C.
gigas a la fin des années 1960, début des années 1970. Depuis cette introduction, il s’agit de I'espéce
principalement élevée représentant 99% des élevages frangais, le dernier pour cent correspondant a
I’huitre plate O. edulis. Cependant, depuis 2008, les cheptels d’huitres sont affectés par des épisodes

de surmortalité massive affectant le naissain (Segarra et al. 2010).
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Figure 3 : Historique de la production d’huitre Ostrea edulis (vert), Crassostrea angulata (bleu) et Crassostrea
gigas (rouge) en France. Les principaux agents pathogénes associés aux mortalités chez les huitres adultes
(grosses huitres) ou aux juvéniles et naissains (petites huitres) sont représentés en fonction de I'année de leur
identification (d’aprés Bernard. 2011).
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II. Mortalités massives chez I'huitre creuse
Crassostrea gigas

L’huitre creuse Crassostrea gigas a subi et subit aujourd’hui encore des mortalités massives,
a l'origine de la diminution de la production en France. Ces mortalités touchent les différents stades

de développement: les stades larvaires, le naissain et les juvéniles, ainsi que les adultes.

A. Mortalités des adultes

Depuis les années 1950, des épisodes de mortalité ont été décrits dans différents pays
incluant le Japon, les Etats-Unis et la France (Mori. 1979, Perdue et al. 1981). Depuis les années 1980,
de nombreuses études ont rapporté des mortalités importantes en France, dans toutes les zones
d’élevage allant du bassin d’Arcachon (Maurer et al. 1986) jusqu’en Normandie (Costil et al. 2005).
Ces mortalités étaient nommées « mortalités estivales » du fait de I'apparition systématique de ces
épisodes pendant les mois chauds de I'année. Ces épisodes ont participé en 1993 a la création d’un
REseau MOllusques des Rendements Aquacoles (REMORA) afin de suivre entre autre I’évolution de
ces mortalités (Goyard. 1996, Fleury et al. 1999). Ces différents travaux ont mis en évidence que ces
mortalités observées sont en lien avec la température et une nourriture abondante, induisant une
sur-maturation des gonades, pouvant entrainer un stress physiologique a I'origine de ces mortalités.
D’autres projets scientifiques ont participé a la compréhension de ces phénomenes, c’est le cas du
projet MOREST (MORtalités ESTivales) (Samain et McCombie, 2008) qui a lui aussi associé ces
mortalités a un « trade-off » entre l'investissement physiologique a la reproduction et les capacités
de survie. lls font aussi rapport de trois autres facteurs que sont la prédisposition génétique,
I’environnement (notamment la température de l'eau, la salinité ou des agents polluants) et la
présence d’agents pathogeénes associés comme la bactérie Vibrio aestuarianus (Labreuche et al.
2006, Garnier et al. 2008, Travers et al. 2015) (Figure 3). En ce qui concerne le virus OsHV-1, méme
s’il est possible de le détecter dans des huftres adultes asymptomatiques (Arzul et al. 2002, Barbosa-
Solomieu et al. 2004), les huitres adultes restent peu sensibles aux infections virales a I'OsHV-1

(Segarra et al. 2014a, Green et al. 2016b).

B. Mortalités des larves et des juvéniles

1. Historique

En 1979, des mortalités tres importantes pouvant atteindre 100% ont été observées chez des

larves de C. gigas dans des écloseries aux Etats-Unis. Les larves présentent « des difficultés de nage
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et un manteau et bord de manteau érodés puis la mort » (Leibovitz et al. 1978). Ces travaux ont
permis d’identifier un virus classé dans la famille des Iridoviridae associé aux mortalités. En 1991 en
France et en Nouvelle-Zélande, d’autres épisodes de mortalité sont observés en écloserie et sont
associés a la présence d’un virus s’apparentant aux virus de type herpeés (Hine et al. 1992, Nicolas et
al. 1992). En 1994 Renault et ses collaborateurs identifient par microscopie électronique a
transmission la présence de particules virales de type herpés (Renault et al. 1994). D’autres agents
pathogenes ont été associés a des épisodes de mortalité larvaire, notamment des bactéries du genre
Vibrio, Vibrio alginolyticus, Vibrio coralliilyticus, Vibrio tubiashii, et Vibrio splendidus biovar Il (Jeffries

1982, Hada et al. 1984, Sugumar et al. 1998, Genard et al. 2013).

Chez les juvéniles, des mortalités ont été rapportées dés 1993 et associées a une forte
température de I'eau et la présence d’un virus (Renault et al. 1994). Par homologie de morphologie,
ce virus a été identifié comme étant un herpés virus, I'Ostreid Herpes Virus 1 (OsHV-1) (Renault et al.
1994, Le Deuff and Renault 1999, Davison et al. 2005). La présence de ce virus a été associée a des
phénomeénes de mortalité en France et en Californie entre les années 1993 et les années 2000

(Renault et al. 2000, Renault and Novoa 2004, Friedman et al. 2005, Burge et al. 2006).

A partir de 2008, des surmortalités massives, sans précédent chez des juvéniles de Crassostrea
gigas ont été décrites sur des parcs ostréicoles, entrainant des pertes entre 60% et 100% dans
certaines zones d’élevages (Segarra et al. 2010, Martenot et al. 2011). Il s’agit d’'une maladie poly-
microbienne et |'apparition de ces mortalités correspond a la détection d’'un nouveau variant de
I’OsHV-1 (Segarra et al. 2010, Martenot et al. 2011). Ces mortalités appelées « syndrome de
surmortalité massive des juvéniles » ou POMS (« Pacific oyster mortality syndrome » en Australie),
touchent jusqu’a aujourd’hui la plupart des pays producteurs au niveau mondial s’étendant a toutes
les cotes de la France (Martenot et al. 2011, Renault et al. 2012), en Chine (Bai et al. 2015), au Japon
(Shimahara et al. 2012), en Espagne (Roque et al. 2012), en Irlande (Prado-Alvarez et al. 2016), en

Australie (Jenkins et al. 2013), en Nouvelle-Zélande (Keeling et al. 2014).

L'ensemble des épisodes de mortalités décrits précédemment sont d’origines
multifactorielles avec une étiologie complexe impliquant le concept de « la triade épidémiologique »
illustrée par Snieszko en 1974 (Snieszko 1974) (Figure 4). Cette triade illustre le fait qu’une maladie
infectieuse apparait quand un hote sensible est exposé a un ou plusieurs agents pathogenes virulents
dans des conditions environnementales particulieres. Différents facteurs de risques ont été identifiés
dans la maladie du syndrome de surmortalité massive des juvéniles, notamment a I’échelle de I'h6te
par les techniques d’élevages, mais aussi des facteurs génétiques et physiologiques qui influencent la

sensibilité ; ainsi que des transferts entre sites ou encore la densité d’élevages qui favorisent la
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transmission de la maladie (Pernet et al. 2012, Normand et al. 2014a). D’autres facteurs sont
impliqués (décrits dans la section B.2.b.3.) liés aux facteurs biotiques ou abiotiques de
I’environnement, comme la présence de prédateurs, la disponibilité en nourriture, I’eutrophisation,
la pollution, des changements de parameétres tels que la disponibilité en oxygéne ou encore la
salinité peuvent étre incriminés ; mais aussi la présence de toxines ou d’agents pathogenes impliqués

directement dans ces mortalités.

Environnement

Pathogene(s)

Figure 4 : Triade épidémiologique ; « une maladie infectieuse apparait quand un héte sensible
est exposé a un ou plusieurs agents pathogénes virulents dans des conditions environnementales
particuliéres » (d’aprés Snieszko, 1974).

2. Etiologie du syndrome de surmortalité massive des juvéniles
a) Facteurs génétiques

La sélection génétique peut étre une possibilité permettant d’améliorer les taux de survie des
huitres (Degremont et al. 2015a). A partir de 2006, des huitres ayant passé un premier filtre de
sélection pendant des épisodes de mortalité massive ont été reproduites et leur descendance issue
de sélection génétique a montré des taux de survie améliorés par rapport a des huitres non
sélectionnées, en milieu naturel et face aux infections a I'OsHV-1 (Degremont et al. 2007, Degremont
et al. 2010a, Degremont 2011). Segarra et ses collaborateurs en 2014 ont comparé la sensibilité de
deux familles biparentales de C. gigas, face a une infection a I’'OsHV-1 et ont ainsi confirmé un poids
important de la composante génétique dans la survie (Segarra et al. 2014c). D’autres travaux ont
clairement mis en évidence que la sélection génétique permettait d’améliorer la résistance face au
virus OsHV-1, mais n’affectait pas la résistance face aux bactéries Vibrio aestuarianus (Azéma et al.

2017).
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b) Facteurs abiotiques

(1) La température

La température est un facteur ayant été associé aux épisodes de surmortalité, ceux-ci
n’apparaissant que lorsque la température du milieu dépasse les 16°C (Garcia et al. 2011). La
température peut avoir différents effets lors de ces épisodes de surmortalité, sur la physiologie de
I’hbte et sur les agents pathogénes pouvant étre associés. L’huitre est un organisme poikilotherme
dont les fonctions physiologiques peuvent étre affectées par la température (Clark et al. 2013). Un
choc thermique peut influencer la régulation de différentes voies immunitaires comme |'apoptose ou
encore la voie PI3K/AKT/mTOR (Zhang et al. 2012, Guo et al. 2015), mais aussi I'expression de génes
immunitaires antiviraux (Green et al. 2014a). L'effet de la température peut aussi influencer la
prolifération d’agents pathogenes d’huitres comme des bactéries du genre Vibrio dont I'optimum de
croissance se situe aux alentours de 20-25°C (Vezzulli et al. 2015). Par ailleurs la virulence de I'OsHV-
1 en laboratoire a été reliée a une augmentation de la température dans une gamme allant de 16°C a
26°C (LeDeuff et al. 1996, de Kantzow et al. 2016). Cette gamme de température influence la
transmission et la virulence de I’'OsHV-1, qui est plus virulent a des températures chaudes que froides
(Petton et al. 2013, Martenot et al. 2015). Normand et ses collaborateurs ont par ailleurs montré
gu’une augmentation progressive de la température chez des huitres en apparence saines, pouvait
entralner une augmentation de la réplication de I'OsHV-1 et favorisait les mortalités (Normand et al.

2014a).

(2) La salinité

Les huitres sont des organismes euryhalins et peuvent étre soumises a de grandes variations
de salinité. Ces variations peuvent se traduire par une augmentation de la concentration en sel
pendant les périodes chaudes en lien direct avec une évaporation importante ou bien a l'inverse une
diminution lors d’épisodes de précipitations importantes. Toutefois, ces variations ne sont pas sans
effet sur les organismes, entrainant des changements dans la physiologie des huitres, notamment a
I’échelle hémolymphatique (Knowles et al. 2014). La salinité a un effet sur I'activité des hémocytes et
une diminution de la salinité entraine une diminution de la viabilité des hémocytes (Gagnaire et al.
2006, Matozzo and Marin 2011). Un stress hyalin peut aussi entrainer I'induction de différents genes
impliqués notamment dans I'adhésion cellulaire et la communication, les canaux ioniques et des
génes de réponse immunitaire (Zhao et al. 2012). La salinité joue aussi un réle sur la présence et la
virulence d’agents pathogenes associés. C'est le cas chez les bactéries Vibrio splendidus et Vibrio
aesturianus par exemple, dont I'optimum de salinité est de 20%o (Vezzulli et al. 2015). Par ailleurs, la

salinité joue un role lors d’infections avec le virus OsHV-1 ou une acclimatation des huitres a une
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faible salinité (10%o) permet de réduire les mortalités lors d’infections avec ce virus (Fuhrmann et al.
2016). Ces variations de salinité ont été reliées aux épisodes de mortalité en Australie qui
apparaissent juste aprés une diminution de la salinité dans les milieux d’élevage (Whittington et al.

2013).

c) Facteurs biotiques

(1) Les micro-algues

En 2011, Cassis et ses collaborateurs ont montré que les mortalités de juvéniles de C. gigas
étaient reliées a un grand nombre de paramétres biotiques et abiotiques, notamment une grande
abondance en micro-algues fourrageres permettait une bonne croissance et était associée a de
faibles mortalités (Cassis et al. 2011). Cependant, Abi-Khalil et collaborateurs ont montré en 2016
que l'exposition de juvéniles de C. gigas a une toxine paralysante (PST pour « Paralytic Shellfish
Toxin »), produite par le dinoflagellé Alexandrium catanella augmente la sensibilité aux infections

avec la bactérie Vibrio tasmaniensis LGP32 (Abi-Khalil et al. 2016).

(2) Les bactéries

Différentes bactéries sont associées au phénomene de surmortalité des huitres juvéniles,
principalement des bactéries du genre Vibrio (Petton et al. 2015). Les vibrios sont des bactéries a
gram négatif appartenant a la classe des gammaproteobactéries, présents dans les environnements
aquatiques. Deux populations de vibrios du clade Splendidus ont été plus particulierement étudiées
pour leur association avec les mortalités d’huitres juvéniles: Vibrio crassostreae et Vibrio
tasmaniensis. Des travaux réalisés par Gay et collaborateurs en 2004 ont permis d’isoler la souche
LGP32 a partir d’huitres moribondes, qui est un Vibrio tasmaniensis du clade Splendidus (Gay et al.
2004). Vibrio tasmaniensis LGP32 est un agent pathogéne intracellulaire facultatif des hémocytes
(Duperthuy et al. 2011). Il posséde une activité cytotoxique vis-a-vis des hémocytes qui dépend de
son internalisation par phagocytose (Vanhove et al. 2016). Plus récemment, une autre population,
Vibrio crassostreae, a été retrouvée associée a des mortalités d’huitres juvéniles (Lemire et al. 2015).
Bien que les mécanismes de virulence de ces vibrios restent encore peu décrits, plusieurs
déterminants génétiques ont été identifiés comme étant impliqués dans la pathogénicité des Vibrio
crassostreae. Notamment un gene appelé R5-7 qui fait partie d’un ilot génomique chromosomique
identifié en génomique comparative (Lemire et al. 2015), ainsi qu’un plasmide qui est nécessaire a
leur pathogénicité (Bruto et al. 2017). Plus largement, I'ensemble des travaux de I'équipe de
Frédérique Le Roux montrent qu’il existe une diversité de vibrios associés aux huitres et que

différentes souches et/ou populations présentent des traits de virulence vis-a-vis des huitres. Ceci
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suggere fortement que les mortalités des huitres juvéniles, comprennent une composante poly-

microbienne pouvant impliquer une diversité de bactéries.

(3)L’OsHV-1

Un virus morphologiquement proche de la famille des herpés virus appelé Ostreid Herpes
virus 1 (OsHV-1) a été caractérisé a partir de 1991 et associé a des épisodes de mortalité chez C.
gigas en France (Nicolas et al. 1992)(Renault et al. 1994), aux Etats-Unis (Friedman et al. 2005), en
Nouvelle-Zélande (Hine et al. 1992) et au Mexique (Vasquez-Yeomans et al. 2004). Ce virus a par
ailleurs été détecté dans d’autres espéces de bivalves marins comme les huitres Ostrea edulis
Crassostrea rivularis et Crassostrea angulata, ou les palourdes Ruditapes philippinarum et Ruditapes
decussatus, mais aussi chez la coquille Saint-Jacques Pecten maximus ou chez Scapharca broughtonii

(Arzul et al. 200143, da Silva et al. 2008, Xia et al. 2015).

Depuis 2008, les surmortalités massives observées chez les juvéniles sur parcs ostréicoles
sont associées a la détection d’'un nouveau variant de ce virus, appelé OsHV-1 microvar (OsHV-1
pvar) (Segarra et al. 2010, Martenot et al. 2011). Ces mortalités peuvent atteindre une ampleur
considérable avec des taux de mortalité allant de 60% a 100% dans certaines zones d’élevage
(Segarra et al. 2010, Martenot et al. 2011). Différents auteurs ont émis I’hypothese que ce virus
(OsHV-1 pvar) soit plus virulent que la souche de référence (OsHV-1) et un des agents principaux
dans I’étiologie des mortalités de juvéniles (Segarra et al. 2010, Martenot et al. 2011, Schikorski et al.

2011b) puisque les mortalités coincident avec la détection d’ADN viral (Petton et al. 2015).

Pour empécher la propagation de ce virus, des mesures sanitaires ont été mises en place afin
de limiter les échanges d’hultres potentiellement infectées entre zones d’élevages. En effet, la
principale voie de transmission de I'OsHV-1 entre individus se fait par I'eau de mer (Schikorski et al.
2011a, Paul-Pont et al. 2013). De I’ADN viral est détectable dans I’eau de mer sur parcs ostréicoles
lors d’épisodes de surmortalité (Sauvage et al. 2009). En laboratoire, des expérimentations ont
montré une transmission horizontale entre les individus par cohabitation (Schikorski et al. 2011a)
confirmant la transmission par I’eau de mer en milieu naturel. La transmission peut aussi se faire
verticalement via le transfert des géniteurs vers la descendance comme l'ont suggéré Barbosa-
Solomieu et ses collaborateurs en 2005 (Barbosa-Solomieu et al. 2005). De plus, la détection de
I’OsHV-1, chez des adultes asymptomatiques pourrait avoir un réle de réservoir dans la transmission
de la maladie (Evans et al. 2017a). Par ailleurs, ce virus a été détecté chez d’autres espéces,
asymptomatiques a I'OsHV-1 suggérant un role de réservoir important dans la persistance et la
transmission (Evans et al. 2017b). Le virus peut aussi étre transmis en laboratoire par injection dans

le muscle adducteur d’une suspension virale réalisée a partir d’animaux morts ou moribonds
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porteurs de I'OsHV-1 (Schikorski et al. 2011b) entrainant des mortalités pouvant aller jusqu’a 100%

en moins de 5 jours.
(a) Morphologie, structure et classification

Il existe aujourd’hui 103 espéces de virus classées parmi 'ordre des Herpesvirales (ICTV, 98¢
rapport, 2016). La classification des virus dans cet ordre se fait principalement par des

caractéristiques morphologiques et structurelles communes a tous ces virus (Figure 5) :

- Une morphologie similaire (non différentiable par microscopie électronique)

- Une taille comprise entre 100 et 200nm

- Une enveloppe composée d’une bicouche lipidique et de glycoprotéines

- D’un tégument composé de différentes protéines requises pour la formation de virions

- D’une capside icosaédrique

- D’un génome composé d’ADN double brin linéaire d’une taille comprise entre 125 et

295kpb dont la composition en G+C varie entre 32% et 75%

Nucléocapside

Tégument
=={ Nucléoide (génome)

— Enveloppe

Glycoprotéine

Copyright 1994 - '97 Marko Reschke

Figure 5: Structure des virus de Il'ordre des Herpesvirales (Extrait de
http://www.virology.net/big virology/bvdnaherpes.html, Dr. Marko Reschke)

L'ordre des Herpesvirales réunit notamment les 2 familles des Alloherpesviridae et les
Herpesviridae. Les Herpesviridae sont divisés en 3 sous familles composées des Alphaherpesvirinae,
Betaherpesvirinae et Gammaherpesvirinae (Figure 6). On retrouve notamment dans la sous famille
des Alphaherpesvirinae le genre des Simplexvirus parmi lequel on retrouve les virus HSV-1 et HSV-2
infectant I’'Homme. L'Ostreid herpesvirus 1 (OsHV-1) possede I'ensemble des caractéristiques
morphologiques des Herpesvirales et a donc été classé dans cet ordre (Davison et al. 2005, Davison

et al. 2009). Cependant, il n’a pas été classé dans la famille des Herpesviridae. Les travaux de Savin et
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ses collaborateurs en 2010, se sont intéressés a la séquence de I’ADN polymérase de différents
herpés virus, présents chez différentes espéces d’hotes. Ces auteurs ont montré une divergence
entre les herpes virus de mammiféres et d’oiseaux, d’invertébrés marins, de poissons et
d’amphibiens (Figure 6), classant I'OsHV-1 dans une nouvelle famille, les Malacoherpesviridae
(Davison et al. 2005, Davison et al. 2009, Savin et al. 2010). Cette famille comprend deux genres, les
Ostreavirus, représentant deux membres, I’'OsHV-1 de référence et I’'OsHV-1 pvar représenté par ses
deux variants A et B (Burioli et al. 2017) et les Aurivirus dont un seul membre est décrit, I’'Haliotid
herpesvirus 1 aussi appelé Abalone Herpes Virus 1 (AbHV1) représentant deux variants isolés en
Australie et en Thailande. Ce virus a été identifié chez I'Ormeau Haliotis diversicolor dont les

caractéristiques semblent trés proches de 'OsHV-1 (Chang et al. 2005, Savin et al. 2010).

Il n’existe a I'heure actuelle aucune lignée cellulaire de bivalves et il est encore impossible
d’infecter des lignées hétérologues avec I'OsHV-1. Le cycle de réplication de I'OsHV-1 est a ce jour
encore inconnu. Des travaux récemment ont montré qu’il est possible d’infecter des primo-cultures

ex vivo d’hémocytes et que le virus OsHV-1 s’y réplique (Morga et al. 2017).

a Equid alphaherpesvirus 1
E Human alphaherpesvirus 1
e Human alphaherpesvirus 3
0 L Gallid alphaherpesvirus 1

Human gammaherpesvirus 4 — Herpesviridae

w 10 Murid gammaherpesvirus 4

;,:uman gammaherpesvirus 8

Human betaherpesvirus 6A

_”:Human betaherpesvirus 5 -
i i Cyprinid herpesvirus 2
_”“i: Cyprimd herpesvirus 3

= Cyprinid herpesvirus 1
Anguillid herpesvirus 1

- = Ranid herpesvirus 2 Allo} id
N —‘ Ranid herpesvirus 1 onerpesviriaae

Acipenserid herpesvirus 2
Ictalurid herpesvirus 1

10 Silurid herpesvirus 1

# L Jctahurid herpesvirus 2 -

Putative Branchiostoma herpesvirus

Abalone herpesvirus 1

55  Ostreid herpesvirus 1 reference — Malacoherpesviridae

| Ostreid herpesvirus 1 microvar

Figure 6 : Classification des virus de I'ordre des Herpesvirales. D’apres (Burioli et al. 2017).
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(b) Génome de 'OsHV-1 et de ses variants

A partir de purification de particules virales chez des larves de C. gigas infectées (Le Deuff
and Renault 1999), le séquencage complet du génome de I’'OsHV-1 a été réalisé en 2005 (GenBank:
AY509253)(Davison et al. 2005). D’une taille de 207 439 pb, ce génome comporte 124 ORFs. Un
premier variant de 'OsHV-1 appelé « OsHV-1 var » a été identifié en 1997 chez Crassostrea gigas et
la palourde Ruditapes philippinarum présentant une délétion de 2.8kpb dans une région répétée
inversée (Arzul et al. 2001b). Ce variant n’a été que trés rarement détecté en France et il est possible
gu’il ne soit qu’un variant infectant la palourde et qu’une transmission interspécifique ait permis de

le détecter dans I’huitre (Arzul et al. 2001b).

Depuis 2008, un nouveau variant a été identifié. Il s’agit d’un variant appelé OsHV-1 pvar
(Segarra et al. 2010, Martenot et al. 2011). Le génome de ce variant a été séquencé en 2017 et a
révélé une homologie de 94.4% avec le génome de référence, pour 128 ORFs (Burioli et al. 2017). Les
auteurs ont émis I’hypotheése que cette homologie tres importante et les différentes mutations,

insertions et délétions identifiées pourraient étre a I'origine de la virulence de ce variant.
Le séquencage de ce variant a permis d’identifier:

- laperte de 5 ORFs (ORF36, ORF37, ORF48, ORF62 et ORF63)

- clivage de 6 ORFs (ORF5, ORF32, ORF50, ORF65, ORF73 et ORF105) en 2 ORFs disctinct
numérotés .1 et .2.

- I'addition de 4 nouveaux ORFs (ORF IN.1 a IN.4) résultant de l'insertion de 2671 pb dans la
région longue unique située entre les ORFs 42 et 44 du génome de référence

- des délétions importantes dans 4 autres ORFs (ORF3, ORF53, ORF41 et ORF120)

compromettant probablement la fonction de ces genes

D’aprés ces données de séquencage et par homologie de séquence avec d’autres virus, des groupes

d’ORFs ont pu étre identifiés et des fonctions ont pu étre prédites :

- 16 genes codant des enzymes faisant partie des ATPases (ORF109), du complexe
hélicase/primase (ORF7, ORF24, ORF49, ORF66, ORF67, ORF115), ADN polymérase (ORF
100), DUTpases (ORF27, ORF34, ORF75), ribonucléotides réductases (ORF20, ORF51), un
domaine Deoxynucléoside kinase (ORF44), ARN-Ligase (ORF64) et Exonucléase (ORF95)

- 19 genes codant des protéines membranaires (ORF16, ORF22, ORF25, ORF32, ORF41,
ORF IN.4, ORF50.2, ORF54, ORF57, ORF59, ORF65.1, ORF68, ORF72, ORF77, ORF80, ORF84,
ORF88, ORF103 et ORF111)
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- 8 génes possédant des motifs RING finger (ORF9, ORF38, ORF53, ORF96, ORF97,
ORF117, ORF118, ORF121)

- 9 geénes codant des protéines sécrétées (ORF13, ORF15, ORF17, ORF IN.1, ORF50.1,
ORF65.2, ORF74, ORF83 et ORF 120)

- 4 génes codant des inhibiteurs d’apoptose ayant un motif Baculovirus inhibitor of
apoptosis Repeat (BIR) (ORF42, ORF87, ORF99 et ORF106)

- 70 génes codant des protéines de fonctions inconnues, soit 56% du génome

En raison du nombre tres important d’ORFs dont les fonctions sont inconnues, il est difficile de
pouvoir identifier et d’interpréter les différences de virulence entre 'OsHV-1 de référence et le

variant pvar (Rosani et al. 2017).

Par ailleurs, d’autres données provenant d’analyses par PCR emboitée réalisées sur des
échantillons d’huitres infectées provenant de France, Chine, Japon, Australie, Etats-Unis, Mexique,
Corée et Nouvelle-Zélande ont permis de mettre en évidence I'existence d’au moins 24 types
différents d’OsHV-1 (Bai et al. 2015). Ces données révelent des variations géniques entre les
différentes souches dans 598 pb parmi les 207 439 pb du génome. A I’heure actuelle, ces différents
types ne sont pas corrélés au génotype des hoétes, mais principalement au lieu géographique,
suggérant que différents variants coexistent dans le monde. Il n’est pas surprenant de trouver la
coexistence de ces différents variants puisque le génome d’un virus ne peut pas étre défini comme
une séquence unique correspondant a un type appelé « sauvage », mais consiste en une distribution

de séquences mutantes, chacune différente de la séquence des autres clones (Arzul et al. 2017).

Chez le pétoncle Chlamys farreri, un herpeés virus, I’ « Acute Viral Necrosis Virus » ou AVNV, a
été identifié lors d’épisodes de mortalité. || semblerait que ce virus soit un variant de I'"OsHV-1
(Renault et al. 2012, Ren et al. 2013). Un autre variant de I'OsHV-1 a été identifié chez Scapharna
broughtonii (OsHV-1-SB) pendant des épisodes de mortalité et le séquencage de son génome a
permis de mettre en évidence une identité de 95.2% avec I’ADN de I'OsHV-1 de référence et de

97.3% avec ’AVNV (Xia et al. 2015).
(c) Diagnostic d’'une infection a 'OsHV-1

Il n'existe pas de signe clinique permettant d’identifier une infection au virus OsHV-1 en
milieu naturel. Les signes cliniques sont la mort des animaux, ou un ralentissement de la fermeture
des valves, mais ces signes ne sont pas spécifiques d’une infection a 'OsHV-1. En revanche, il existe

un large panel de méthodes cliniques permettant d’identifier la présence de I'OsHV-1 en laboratoire.
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La microscopie électronique a transmission. Cette technique ne permet pas d’identifier
clairement I'OsHV-1, mais permet d’identifier la présence de virus. Cette approche a
notamment permis de suggérer que le manteau, le cceur, les hémocytes, les palpes labiaux,
les branchies ainsi que la glande digestive pouvaient étre des organes de réplication (Renault
et al. 1994, Renault et al. 1995, Schikorski et al. 2011a).

PCR conventionnelle. Différentes amorces ont été dessinées pour permettre la détection de
I’OsHV-1 et du variant OsHV-1pvar notamment les amorces C9/C10, C2/C6 et DP ciblant
I’ADN polymérase située dans une région peu polymorphe du génome (Batista et al. 2007,
Webb et al. 2007).

PCR quantitative en temps réel. Deux types de PCR quantitative en temps réel ont été
développées, la méthode SYBR green® et la méthode TagMan® (Pepin et al. 2008, Martenot
et al. 2010). Ces techniques permettent une quantification absolue de I’ADN viral, mais ne
peuvent pas étre reliées directement au nombre de particules virales potentiellement
infectieuses. En revanche, la PCR en temps réel PMA (propidium monoazide) permet de
guantifier les particules virales encapsidées, sans quantifier les virus dégradés ou I’ADN libre
(Moreau et al. 2015a).

L’hybridation in situ (HIS). Cette technique permet de détecter I’ADN ou les ARNm de
I’OsHV-1 de référence ainsi que les différents variants, mais ne permet pas de discriminer les
différents génotypes dans un méme échantillon (Arzul et al. 2002, Lipart and Renault 2002,
Corbeil et al. 2015, Bueno et al. 2016). Cette technique a permis d’identifier la présence de
I’OsHV-1 dans différents organes mais aussi d’identifier sa réplication dans I'huitre.
Séquengage. La technique de séquencage ADN du génome du virus purifié permet de
pouvoir identifier la présence de I'OsHV-1 et de pouvoir clairement identifier le génotype du
virus (Davison et al. 2005, Burioli et al. 2017). Le suivi des transcrits viraux par la technique
de séquencage ARN permet de pouvoir identifier la présence de virus OsHV-1 infectieux (He

et al. 2015, Rosani et al. 2015, Rosani and Venier 2017).
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ll. L’'immunité de l'huitre creuse Crassostrea

gigas

Chez les vertébrés, les mécanismes de défense reposent sur une immunité de type innée et de
type adaptative. La combinaison de ces deux systemes permet une réponse rapide et non-spécifique
(défense innée) et une seconde réponse dépendante de la premiére trés spécifique et capable de
mécanisme de mémoire face a des agents pathogénes déja rencontrés (défense adaptative ou
défense acquise). Chez les invertébrés, le systéme immunitaire repose sur une immunité de type
innée et comme le disaient Loker et ses collaborateurs en 2004, il semble qu’il reste encore
beaucoup a faire pour caractériser 'immunité des invertébrés (i.e. « Invertebrate immune systems-
not homogeneous, not simple, not well understood » (Loker et al. 2004)). A la différence des
vertébrés, les invertébrés sont dépourvus de lymphocyte et ne produisent pas d’anticorps et vont
donc mettre en place une toute autre stratégie de défense faisant intervenir une série de cascades
de réactions permettant I’élimination des agents pathogenes. La premiere ligne de défense face a
des infections sont les barriéres physico-chimiques que sont chez I’huitre la coquille, le mucus sur les
épithélia, ou encore la régulation du flux d’eau dans la coquille. Suite a la reconnaissance des agents
pathogénes par le systeme immunitaire, la défense de |'organisme repose alors sur des réponses de
type cellulaires et des cascades immunitaires humorales permettant d’enrayer linvasion et

I’expansion des pathogénes.

A. Les tissus immunitaires

Chez I'huitre, comme chez les autres bivalves, les mécanismes de réponse immunitaire
reposent principalement sur des cellules circulantes multi-potentes et immunocompétentes que sont
les hémocytes et les cellules épithéliales de différents organes participant aux mécanismes de
défense antimicrobiens (Gueguen et al. 2006, Itoh and Takahashi 2008, Bachere et al. 2015). Les
hémocytes peuvent étre circulants dans les sinus, vaisseaux et cceur mais peuvent aussi migrer dans
différents organes comme la branchie ou le manteau (Bachere et al. 2004). Les hémocytes ont
différentes fonctions notamment dans la cicatrisation, la réparation de la coquille, le transport de
nutriments, mais aussi des fonctions immunitaires (Sminia and Vanderknaap 1987, Montes et al.
1995, Canesi et al. 2002). Ce sont des cellules capables de reconnaitre le « soi » du « non-soi » par la
reconnaissance de motifs associés aux agents pathogénes (PAMPs) ou d’opsonines et ainsi de
déclencher des mécanismes de réponses a médiations cellulaires (agrégation, phagocytose, apoptose
encapsulation) et la sécrétion de composés microbicides (des peptides antimicrobiens, des pieges a

ADN (NETs), des enzymes hydrolytiques, des espéces réactives de I'oxygene) suite a I'activation de
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différentes cascades de voies de signalisation immunitaires (Bachere et al. 2015) (Figure 7). Lors
d’une blessure, de contaminations ou d’infections par des agents pathogénes, les hémocytes vont
étre recrutés et vont alors migrer vers le site affecté via ’lhémolymphe. Ces cellules vont s’agréger
entre elles permettant d’immobiliser le corps étranger et ainsi limiter I'infection (Feng 1988). Les
hémocytes sont des cellules capables de phagocytose, processus permettant I'absorption et

I’élimination de particules de petite taille (>0.5um) telles que les bactéries ou les levures.

La phagocytose se déroule en 3 étapes : la reconnaissance de la particule via des récepteurs de
phagocytose qui peuvent interagir avec des ligands présents a la surface des particules directement
ou indirectement via des opsonines; linternalisation de la particule a phagocyter via une
déformation de la membrane plasmique soutenue par des modifications du cytosquelette
d’actine pour former le phagosome ; ensuite le phagosome va subir un processus de maturation
notamment via la fusion avec des compartiments lysosomaux pour devenir un phagolysosome. Ce
phagolysosome possede différentes activités microbicides et de dégradation comme : un milieu
acidifié, différentes activités enzymatiques comme des hydrolases et des protéases, des peptides
antimicrobiens, des espéces réactives de I'oxygéne (ROS) ou encore de fortes concentrations de

métaux toxiques comme le Cuivre et le Zinc (Flannagan et al. 2009).

Phagocytosis Induction of immune genes
- "__. cell recepeor
NADPH oxsdase ROS
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Secretion of effectors
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Figure 7 : Représentation schématique des fonctions immunitaires des hémocytes d’huitre
creuse Crassostrea gigas. Extrait de (Bachere et al. 2015).

Le terme « hémocyte » regroupe un ensemble de 3 populations principales de cellules

différentes dont la classification a été réalisée a partir de criteres morphologiques et ultra-
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structuraux par différents auteurs. On distingue ainsi les granulocytes (comportant des granules dans
le cytoplasme), les hyalinocytes (ne comportant pas de granules dans leur cytoplasme) et les « blast-
like cells » qui sont des cellules de petite taille dont le rapport noyau/cytoplasme est supérieur a 1
(Hine 1999, Bachere et al. 2015) (Figure 8). Actuellement il n’existe pas de consensus clair chez
I’huftre sur le nombre de lignages cellulaires parmi les hémocytes. Différentes hypothéses s’opposent
allant de I’hypothése d’un seul lignage cellulaire avec différents stades de maturation des « blast-
like » aux granulocytes en passant par les hyalinocytes jusqu’a I’hypothése d’une diversité de
lignages qui restent a caractériser (Bachére et. al. 2015). De plus, il n’existe pas de lignée cellulaire
d’hémocyte ni de culture de primo-culture pérennes pouvant servir d’outil de routine pour des

études ex vivo.
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Figure 8 : Les hémocytes de I’huitre creuse Crassostrea gigas. Les agranulocytes (A, B et C), (A)
les « blast-like », (B) et (C) les hyalinocytes. Les granulocytes (D et E). Microscopie électronique a
transmission x15000. Extrait de (Bachere et al. 2004).

A I'heure actuelle, aucun tissu hématopoiétique des hémocytes n’a été clairement identifié.
Des travaux ont montré une augmentation du nombre d’hémocytes et une stimulation de génes liées

a I’lhématopoiése (Runxl et BMP7) dans des branchies d’huitres lors d’une seconde infection avec la
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bactérie Vibrio splendidus, suggérant cet organe comme site d’hématopoiese (Zhang et al. 2014, Li et
al. 2017a). D’autres travaux ont identifié la présence de cellules apparentées a des cellules souches
ou cellules progénitrices au niveau de I'épithélium basal de la branchie, capables de différentiation
en hémocytes, suggérant que les branchies sont des organes participant a I’hématopoiése (Jemaa et

al. 2014).

B. Reconnaissance par le systeme immunitaire

La premiére étape de I'activation du systéeme immunitaire est la reconnaissance des agents
pathogénes via des motifs moléculaires associés aux pathogénes (« Pathogen-associated Molecular
Patterns » ou PAMPs). Ces PAMPS sont de natures trés diverses, dépendant du type d’agent
pathogéne. Chez les bactéries, ces PAMPS peuvent étre des lipopolysaccharides (LPS) ou des
peptidoglycanes, tandis que chez les virus des glycoprotéines ou les acides nucléiques ADN, ARN
double brin ou simple brin, peuvent avoir cette fonction (Mogensen 2009). La reconnaissance de ces
PAMPs par I'organisme infecté se fait par des récepteurs de reconnaissance de motifs associés aux
pathogénes (« Pathogen-associated pattern Recognition Receptors » ou PRRs). Le séquengage du
génome de Crassostrea gigas notamment (Zhang et al. 2012), a permis d’identifier un tres grand

répertoire de PRR parmi lesquels:

e Les protéines de reconnaissance du peptidoglycane (PGRP) sont des molécules essentielles
dans lI'immunité innée des vertébrés et des invertébrés par leur capacité a reconnaitre
spécifiqguement le peptiglycane de la paroi cellulaire des bactéries et de les éliminer (Royet et

al. 2011). Chez I’huitre, I'analyse du génome a permis de prédire 9 PGRP (Zhang et al. 2015).

e Les FREPS (Fibrinogen-related proteins), membres de la superfamille des immunoglobulines,
jouent un réle de PRR treés important dans différents processus de défense comme
I’agglutination, la lyse bactérienne et la défense contre les parasites (Hanington and Zhang
2011). Chez les invertébrés, les FREPs ont été initialement identifiées chez un gastéropode,
Biomphalaria glabrata lors d’une infection parasitaire (Adema et al. 1997). Les FREPs ont été
décrites comme impliquées dans une réponse antibactérienne chez la crevette Litopenaeus
vannamei mais pas impliquées lors d’une infection avec le « White spot syndrome virus »
(WSSV) (Coelho et al. 2016). Chez I'huitre, il existe une trés grande diversité de ces
molécules, avec plus de 190 apparentées aux FREPs caractérisées dans le génome (Zhang et
al. 2012, Huang et al. 2015, Zhang et al. 2015). Cependant, ces molécules ont été
caractérisées en tant que FREPs par homologies de séquences chez d’autres organismes par

rapport au domaine « fibrinogen-like » présent dans la région C-terminale mais la présence
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d’'immunoglobuline n’a pas été recherchée, leur fonctionnalité n’est pas encore démontrée

(Huang et al. 2015).

Les récepteurs scavenger (SRs) sont des récepteurs membranaires ou endocytiques ayant
différentes fonctions physiologiques mais aussi immunitaire via la reconnaissance de PAMPs.
Chez ’homme, des travaux ont montré qu’un récepteur scavenger (le récepteur Bl) était
impliqué dans la reconnaissance de glycoprotéines du virus de I’hépatite C (Catanese et al.
2010). Chez I'huitre, il existe une grande diversité de SR. En effet, les données du génome ont
permis de révéler 71 génes annotés comme codant des SR. Des travaux réalisés chez C. gigas
ont montré une augmentation du niveau de transcription de différents récepteurs scavenger
pendant les épisodes de « mortalité estivale » suggérant leur réle dans I'adaptation a un

environnement complexe (Huvet et al. 2004, Fleury et al. 2010).

Les lectines sont des protéines impliquées notamment dans la liaison aux glycoprotéines,
glycolipides ou polysaccharides présents a la surface de différents pathogénes. Chez les
invertébrés, il existe un grand nombre de lectines dont les fonctions peuvent étre
directement associées a une activité antimicrobienne ou jouer un réle d’opsonine. Chez
I’huitre creuse, différents types de lectines ont été identifiées, les gigalines, le ficollines, les
lectines de type C, les integrines, les galectines et les chitinases-like lectines (Terahara et al.
2006, Badariotti et al. 2007, Yamaura et al. 2008, Duperthuy et al. 2011). Les lectines de
types C peuvent étre solubles ou trans-membranaires et des travaux chez I’huitre C. gigas
ont montré que ces molécules sont impliquées dans la reconnaissance de bactéries gram-
positives ou peuvent jouer un role d’opsonine et augmenter |'activité de phagocytose face a
Vibrio splendidus , au méme titre que les galectines (Li et al. 2015, Jia et al. 2016). Les lectines
de type C peuvent aussi jouer un réle dans la reconnaissance d’un grand nombre de
glycoprotéines virales entrainant une stimulation de [I'activité de phagocytose ou la
production de cytokine chez les vertébrés (Dambuza and Brown 2015). A I’'heure actuelle,
des analyses transcriptomiques réalisées chez I’huitre lors d’infections a I'OsHV-1 ont permis
d’identifier une surexpression d’une lectine de type C et d’une galectine (He et al. 2015). Le
séquencage du génome de C. gigas a permis de mettre en évidence un grand nombre de
génes codant des protéines contenant un domaine C-type lectin (266 génes) suggérant un
réle important de ces molécules dans les mécanismes de défense immunitaire (Zhang et al.
2015).

D’autres types de lectines, les « mannoses-binding lectins » (MBLs), sont des

membres des collectines et sont capables de se lier a différents types d’agents pathogenes
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(bactéries, parasites, virus) (Kilpatrick 2002). Ces MBLs ont la capacité d’activer le systeme du
complément chez les vertébrés (Holmskov et al. 2003). Le systéeme du complément possede
différentes fonctions comme [|‘opsonisation, des activités antimicrobiennes et la
reconnaissance de différents types d’agents pathogenes (Nonaka 2001). Le systéme du
complément est composé de 3 voies principales chez les vertébrés: la voie classique
(déclenchée par les anticorps), la voie des lectines activée par les MBLs et la voie alternative
déclenchée par les agents pathogenes directement (Nonaka and Miyazawa 2002). Chez
I’huftre, des travaux ont récemment montré un role potentiel de lectines de type C et de
MBLs dans l'activation du systeme du complément en réponse a une infection avec Vibrio
splendidus (Li et al. 2015). Des protéines trés importantes dans le systeme du complément
sont les Clq, capables d’activer la voie classique, mais aussi dans la reconnaissance des
agents pathogénes et jouent un réle important dans le systéme immunitaire inné (Fraser et
al. 2006). Chez I'huitre, 337 génes codent ces protéines contenant un domaine Clq dont
seulement un seul présente une homologie avec un Clq de vertébré et un domaine
collagene (Gerdol et al. 2015, Zhang et al. 2015). Lors d’une infection avec des bactéries du
genre Vibrio aesturianus, V. tubiashii, V. aesturianus, V. alginolyticus et Micrococcus luteus,
I’expression de 164 génes codant des C1q est régulée et 154 sont régulés suite a un stress
abiotique (thermique, hyalin et exposition a I’air) (Zhang et al. 2015). Ces résultats suggerent

une diversification des fonctions de Clq chez C. gigas.

Les recepteurs Toll (TLRs) sont des récepteurs clés dans I'immunité innée, impliqués dans la
reconnaissance d’un large éventail d’agents pathogénes directement ou indirectement. Chez
les vertébrés, ces récepteurs Toll peuvent étre localisés au niveau de la membrane cellulaire
et contiennent un domaine extracellulaire riche en leucine, un domaine transmembranaire
et un domaine intracellulaire appelé TIR (Toll/ Interleukin-1 receptor). Le domaine
extracellulaire est impliqué dans la reconnaissance des agents pathogénes et le domaine
intracellulaire dans la transduction du signal (Barton and Medzhitov 2003). D’autres
récepteurs Toll sont intracellulaires, localisés au niveau de I’endosome. Chez les
mammiféres, les récepteurs TLR1, 2, 6 et 10 reconnaissent entre autres les lipopeptides,
TLR4 reconnait les LPS, TLR3 qui est au niveau de I'endosome reconnait les ARNs doubles
brins et TLR9 reconnait les motifs CpG de I’ADN (Lee and Min 2007), suggérant une grande
diversité de PAMPs pouvant étre reconnus. Chez les insectes, la reconnaissance des
récepteurs Toll est indirecte avec les structures microbiennes et se fait via la protéine

Spaetzle, qui est le ligand Toll (Weber et al. 2003).
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Chez C. gigas, il existe un grand nombre de génes codant des récepteurs Toll (83
génes) identifiés dans le génome (Zhang et al. 2015). A I’heure actuelle, 6 TLRs ont été
identifiés comme participant a la réponse immunitaire lors d’infections principalement avec
des bactéries (CgTRL-1 a 6) (Zhang et al. 2011a, Zhang et al. 2013b, Wang et al. 2016). Des
travaux publiés en 2015 ont également montré par analyse transcriptomique que 19
transcrits codant des TLRs sont sur-exprimés en réponse a des bactéries du genre Vibrio, des
LPS ou le virus OsHV-1 (Zhang et al. 2015). D’autres travaux ont également montré cette sur-
expression de différents TLRs en réponse aux infections a I'OsHV-1 (Jouaux et al. 2013,

Segarra et al. 2014c, He et al. 2015, Green et al. 2016b).

Les récepteurs RIG-I-like (RLRs) sont des récepteurs cytoplasmiques de la famille des
hélicases d’ARN double brin. Les deux principaux RLRs sont RIG-1 (Retinoic acid-inducible
gene) codé par le géne ddx58 et MDAS5 (melanoma differentiation associated protein 5). RIG-
1 est capable de détecter les ARNs doubles brins de petite taille (<300pb) d’origine virale
mais aussi synthétique comme le poly(l:C) (I'acide polyinosinique-polycytidylique) (Huang et
al. 2017) et les ARNs simples brins, uniquement ceux portant une tri-phosphorylation en 5/,
permettant de discriminer le « Soi » du « non-Soi » (Kato et al. 2006, Pichlmair et al. 2006).
MDAS5 quant a lui reconnait spécifiquement les ARNs doubles brins de grande taille
(>1000pb)(Reikine et al. 2014). Chez la drosophile Drosophila melanogaster, les récepteurs
RIG-1 like sont absents et ce sont les TLRs et Dicer, impliqués dans la voie de I‘ARN
interférence, qui jouent le role de senseur d’acides nucléiques (Deddouche et al. 2008). Dans
le génome de C. gigas, 11 RLRs ont été identifiés (Zhang et al. 2015), parmi lesquels 7 sont
surexprimés en réponse a une infection a 'OsHV-1 ou au poly(l:C) (Green et al. 2014a, He et

al. 2015).

Comme nous venons de le voir, il existe une grande diversité de récepteurs immunitaires

chez I'huitre creuse Crassostrea gigas. L'identification de ces molécules a bien souvent été réalisée in

silico par homologie de séquence ou par des approches transcriptomiques ciblées. Alors que les

différentes fonctions de ces mécanismes sont aujourd’hui relativement bien connues chez les

vertébrés ou des organismes modeles, chez I'huitre creuse, la preuve formelle de la conservation de

leur fonction n’est pas encore démontrée et leurs ligands non identifiés. Cependant, I’existence dans

le génome d’une grande diversité de molécules ayant des fonctions connues chez d’autres

organismes révéle comme le titrait Zhang et ses collaborateurs en 2015 « une expansion massive et

une divergence fonctionnelle des genes immunitaires » chez I’huitre creuse (Zhang et al. 2015).
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C. Signalisations et mécanismes de I'immunité antivirale

Suite a la reconnaissance des agents pathogenes, différentes cascades immunitaires vont
étre activées notamment par la régulation de différentes voies de signalisations immunitaires.
Différentes études se sont intéressées aux mécanismes immunitaires influencés par des agents
pathogenes et se sont bien souvent intéressées a la caractérisation de composés antimicrobiens,
d’activités enzymatiques ou aux réponses transcriptomiques comme c’est le cas lors d’infections avec
le virus OsHV-1(Green and Montagnani 2013, Jouaux et al. 2013, Green et al. 2014a, Normand et al.
2014b, Segarra et al. 2014c, Green et al. 2015a, He et al. 2015, Rosani et al. 2015, Green et al.
2016b). Ces travaux ont permis de mettre en lumiére et d’identifier différents génes régulés en

réponse a I’'OsHV-1 et ainsi proposer I'implication de différentes voies de signalisations antivirales.

1. Un systeme de type interféron

L’avancée majeure apportée par le séquengage du génome de C. gigas en 2012 a permis de
mieux comprendre l'immunité antivirale chez C. gigas (Zhang et al. 2012). En 2015, a partir
d’analyses in silico, Green et collaborateurs ont ainsi pu identifier différentes voies de signalisations
antivirales conservées dans le génome de I'hultre, permettant de supposer I’existence d’un systeme
de type interféron en comparaison au systeme interféron identifié chez les vertébrés (Green et al.
2015a). Le systéeme interféron est, chez les vertébrés, le principal mécanisme de défense immunitaire
antiviral. Ce systeme va de la reconnaissance virale (glycoprotéines, ARN doubles brins) jusqu’a la
sécrétion de protéines, les interférons (Randall and Goodbourn 2008). Ces protéines servent de
messagers d’alerte pour les autres cellules au cours d’une infection virale permettant ainsi la
production d’un ensemble de molécules antimicrobiennes, en empéchant I’'entrée du virus dans de
nouvelles cellules et en activant des mécanismes antiviraux comme |'apoptose ou |'autophagie
(Randall and Goodbourn 2008) (Figure 9). L’activation de ce signal se fait par la voie JAK/STAT (Janus
kinases/ Signal transducers and activators of transcritpion) entrainant la transcription de nombreux
génes stimulés par l'interféron (ISGs, pour « interferon stimulated genes ») et la stimulation de
différents mécanismes antiviraux (Darnell et al. 1994). Chez la drosophile, la voie JAK/STAT est
conservée et impliquée dans la réponse antivirale, mais aucun interféron n’a encore été identifié

(Dostert et al. 2005, Honda et al. 2006, Kingsolver et al. 2013, Myllymaki and Ramet 2014).
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Figure 9: Principales voies de signalisations régulant le systéme Interféron chez les
vertébrés. (D’aprés (McNab et al. 2015) et (Crouse et al. 2015))

Chez I'huitre, les données du génome ont révélé |'existence de nombreux génes similaires

aux ISGs tels que :2’-5-oligoadenylate synthetase (OAS); la protéine Mx; la viperin, ADAR-L;
protéine kinase R ou IFl44 (Green et al. 2015a) (Figure 10). En 2016, des auteurs ont identifié chez
I'huitre creuse un récepteur de cytokine (CgIFNR-3), capable d’activer la voie JAK/STAT et la
transcription de différents ISGs (Lacoste et al. 2002, Zhang et al. 2016). Par ailleurs, I’huitre est
capable de reconnaitre des ARNs doubles brins non spécifiques (poly(l:C)) et d’entrainer une réponse
antivirale efficace lors d’une infection a I’'OsHV-1 en limitant sa réplication (Green and Montagnani
2013). Plusieurs senseurs d’acides nucléiques viraux ont été identifiés dans le génome (Zhang et al.
2012) comme par exemple des TLRs, des RLRs, cGAS (détectant I’ADN cytosolique) (Figure 10). En
aval de ces récepteurs, différents effecteurs des voies de signalisations ont été identifiés, notamment
comme des éléments de la voie NF-kB (Kawai and Akira 2007), comme IKK, Cg-Rel ou IkB (Escoubas et
al. 1999, Montagnani et al. 2004, Montagnani et al. 2008). De plus, des IRFs (Interferons regulatory

factors) ou encore STING (stimulator of interferon) intervenant dans la production d’interféron de

type | chez les vertébrés sont présents dans le génome de C. gigas.

Ces différentes voies de signalisations sont capables d’activer des facteurs de transcriptions
permettant I'induction de la transcription de molécules immunitaires comme les cytokines ou les
peptides antimicrobiens. Si a I'heure actuelle, il n’existe aucune preuve formelle de |'existence

d’interférons chez C. gigas, ni de la conservation fonctionnelle de ces voies, les données obtenues a
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partir des études transcriptomiques réalisées lors d’infections avec I'OsHV-1 permettent de supposer

son existence ou du moins un systeme proche du systeme interféron des vertébrés (Green et al.

2015a) (Figure 10).
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Figure 10: Représentation de voies de signalisations antivirales conservées chez I’huitre

(Zhang et al. 2012). (Extrait de (Green et al. 2015a)
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2. L’ARN interférence

Le mécanisme ARN interférence ou RNAi est un mécanisme bien décrit chez les vertébrés
permettant de controler I'expression de geénes a I’échelle transcriptomique et post-transcriptomique
(Meister and Tuschl 2004). L’ARN interférence est un processus conservé au cours de |’évolution,
caractérisé dans différents régnes (mycétes, animaux et végétaux) déclenché par la reconnaissance
d’ARNs doubles brins par Dicer, une ribonucléase clivant les ARNs doubles brins en fragments d’ARN
doubles brins non codants, de taille variable (20-25 pb). Les petits ARNs formés sont ensuite recrutés
et transportés vers le complexe RISC (RNA-induced silencing complex) via les protéines argonautes
(AGO) entrainant la dégradation des ARNs messagers cibles, de séquence complémentaire des brins
recrutés (Fire et al. 1998, Wang et al. 2010, Jeang 2012). Différents types de petits ARNs non codants
ont été caractérisés chez différentes espéces, entre autre, les petits ARNs interférents (siRNA), les
micros ARNs (miRNA) et les piRNAs (PIWI-interacting RNAs) (Kingsolver et al. 2013) (Figure 11). L'ARN
interférence est décrit comme étant impliqué dans la réponse antivirale innée chez les vertébrés et
les arthropodes. Les siRNAs sont générés a partir d’ARN double brin d’origine exogene comme les
virus et la voie des siRNAs est reconnue comme étant un mécanisme de défense contre le virus a
ARN et les virus a ADN (Deddouche et al. 2008, Jeang 2012). Les miRNAs ont été caractérisés comme
intervenant lors d’infections virales, ils sont produits par I’h6te mais peuvent aussi étre produits par
les virus eux-mémes (Piedade and Azevedo-Pereira 2016). Les virus peuvent (i) éviter les miRNAs de
I’héte ciblant les ARNs viraux (Cullen 2013) ; (ii) bloquer la voie de I’ANR interférence de I’hote en
interagissant avec des protéines clés (Lu and Cullen 2004) et (iii) synthétiser leurs propres miRNAs,
particulierement les virus de la famille des Herpesviridae (Grundhoff and Sullivan 2011, Kincaid and
Sullivan 2012). Bien que différents miRNAs aient été identifiés chez I’huitre creuse en réponse a
différents stress osmotiques (Chen et al. 2017) ou bactériens (Zhou et al. 2014), leur réle antiviral
chez I'huitre et les bivalves en général est a ce jour encore inconnu. Un seul article discute de la
présence de miRNAs identifiés in silico chez la petoncle Chlamys farreri lors d’infections virales par le
virus AVNV ayant potentiellement des réles dans différents processus physiologiques et immunitaires
(Chen et al. 2014). Ces travaux sont peut-étre la preuve qu’il existe une réponse antivirale induite par
la voie RNAi chez les bivalves. Des travaux réalisés in silico a partir de données génomiques ont
permis d’identifier 100 potentiels miRNAs chez I'huitre (Xu et al. 2014). De plus, le génome de
I’huitre a permis d’identifier différents éléments de la voie de I’ARN interférence comme Dicer (un
seul horthologue), 4 protéines argonautes ( 2 AGO et 2 PIWI) ou encore une sous-unité du complexe
RISC (TRBP), suggérant une potentielle implication de la voie de I’ARN interférence chez I'huitre

creuse (Green et al. 2015a, He et al. 2015, Rosani et al. 2016).
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Figure 11 : Mécanismes de I’ARN interférence chez 'homme et la drosophile. (a) la voie des siRNA
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3. Voies de mort cellulaire programmeée

a) L’apoptose

L'apoptose est un mécanisme cellulaire fondamental avec réle physiologique contribuant a

I’'homéostasie de I'organisme (Conradt 2009), mais aussi un role dans le systeme immunitaire inné ,

empéchant notamment la réplication de virus et la libération de nouveaux virions (Nakanishi 2006).

L’apoptose peut étre activée par la voie extrinséque ou la voie intrinseque. La voie extrinseque est

stimulée par des ligands de type cytokines sur des récepteurs de types « Tumor necrosis factor »

(TNFR) ou au Fas-ligand (Ashkenazi 2002) permet I'activation de I'apoptose via des caspases. Cette

activation peut étre rétro-controlée via la voie NF-kB. La voie intrinséque fait intervenir la
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mitochondrie via la libération du cytochrome c dans le cytosol. Cette libération est régulée par Bcl-2
entrainant la formation d’'un complexe appelé apoptosome, activant des caspases, conduisant a
I’apoptose (Kiss 2010, Galluzzi et al. 2012). Ces différentes voies peuvent étre régulées par des
protéines pro-apoptotiques mais aussi anti-apoptotiques. On retrouve chez I’huitre un grand nombre
de molécules pro-apoptotiques et un grand nombre de molécules anti-apoptotiques comme Bcl-2 ou
des protéines inhibitrices d’apoptose (IAP) (Zhang et al. 2011b, Qu et al. 2015). Des travaux en 2014
ont montré une augmentation de |'expression de Bcl-2 et d’'IAP chez C. gigas lors d’infection a
I’OsHV-1, suggérant que cette augmentation soit une réponse de I’héte face au virus, entrainant une
stimulation des processus d’apoptose (Jouaux et al. 2013, Green et al. 2014a, Segarra et al. 2014a).
Chez les Alphaherpesviridae, différents génes précoces de la réplication du virus sont capables
d’activer I'apoptose pour des raisons encore peu décrites, tandis que d’autres génes codant des
inhibiteurs d’apoptose sont ensuite exprimés (Nguyen and Blaho 2009). Dans le génome de I'OsHV-1,
4 génes codent des inhibiteurs d’apoptose, suggérant que ce mécanisme de mort cellulaire joue un
role important parmi les défenses antivirales de C. gigas (Burioli et al. 2017). De plus, des travaux
réalisés en 2014 ont montré que les adultes sont moins sensibles aux infections a I'OsHV-1 que les
juvéniles, et qu’il sont capables d’inhiber la réplication virale (Segarra et al. 2014a). Ces informations
ont été reliées a I'augmentation de I'expression de nombreux genes codant des IAP chez les huitres
infectées, suggérant le mécanisme d’apoptose comme un des facteurs impliqués dans la résistance

des adultes (Green et al. 2014a, Segarra et al. 2014a).
b) L’autophagie

L'autophagie est un mécanisme de mort cellulaire lui aussi impliqué dans I’homéostasie
cellulaire mais aussi dans I'immunité. Ce mécanisme va former un autophagosome ciblant les agents
pathogéenes intracellulaires et des protéines cytosoliques, puis par fusion avec un lysosome pour
former un autolysosome et dégrader par réaction enzymatique le contenu (Deretic 2006). Chez les
vertébrés, PKR, un ISG, peut déclencher ce mécanisme en réponse a une infection par un herpés
virus a la suite de la reconnaissance d’ARNs doubles brins viraux (Richetta and Faure 2013). D’autres
molécules comme les TLRs via leur ligand, MyD88 sont capables de stimuler I'autophagie en réponse
a des virus (Richetta and Faure 2013). Chez I'huitre C. gigas, I'autophagie semble étre un mécanisme
important lors d’infection avec le virus OsHV-1. Moreau et collaborateurs en 2015 ont identifiés la
présence de genes impliqués dans I'autophagie tels que les génes ATG (Moreau et al. 2015b). De
plus, ces auteurs ont montré par inhibition de l'autophagie une diminution du taux de survie

d’huitres infectées avec I'OsHV-1 et la bactérie Vibrio aesturianus (Moreau et al. 2015b). Ces
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résultats montrent I'existence fonctionnelle et suggérent I'importance de I'autophagie dans les

mécanismes immunitaires antibactériens et antiviraux chez I’huitre.

4. Les effecteurs immunitaires

En plus des mécanismes a médiation cellulaire comme la phagocytose, I'apoptose ou
I"autophagie, il existe une grande diversité de mécanismes permettant d’enrayer les infections
microbiennes pathogéniques. La plupart de ces mécanismes a été identifiée chez I'huitre lors

d’infections bactériennes ou fongiques (Bachere et al. 2015).
a) Les protéines plasmatiques

Différentes protéines plasmatiques ont été identifiées chez C. gigas, notamment des
Superoxides dismutases extracellulaires (EcSODs) et la cavortin. Les SODs jouent un réle important
d’anti-oxidant par rapport aux espéces réactives de I'oxygene (ROS), elles-méme impliquées dans la
lutte contre des agents pathogénes, mais causant aussi des dommages oxydatifs sur I’"hote (Cutler
1991). Parmi les SODs, un membre est capable de se lier au LPS et jouer un réle d’opsonine et
participer a la lutte contre Vibrio splendidus (Gonzalez et al. 2005, Duperthuy et al. 2011). Lors
d’infections virales a I'OsHV-1, la surexpression de différents genes codant des SOD a été identifiée
(Normand et al. 2014b) mais aucune fonction antivirale directe n’a encore été associée. La cavortin
qguant a elle est une des protéines majeure de I’hémolymphe (Scotti et al. 2007). En 2014, Green et
collaborateurs ont réalisé des tests d’activités antivirales sur I'herpés virus de type 1 dans des
cultures cellulaires Vero, en utilisant la cavortin extraite chez I’huitre creuse (Green et al. 2014b). Ces

résultats ont montré que la cavortin avait un effet virucide direct.
b) Les protéines et peptides antimicrobiens

Les peptides antimicrobiens (AMPs) sont des effecteurs immunitaires dont la fonction
principale est microbicide ou bactériostatique. La caractérisation des peptides antimicrobiens est
principalement abondante pour les fonctions bactéricides et bactériostatiques. lls peuvent agir, en
formant des pores sur la membrane bactérienne entrainant la lyse (Brogden 2005), empécher les
processus vitaux des bactéries comme la synthese de protéines ou de composants de la paroi, mais
aussi étre recrutés par les phagocytes pour éliminer les agents pathogénes ((Bulet et al. 2004) pour
revue). Chez I'huitre creuse, différentes protéines et peptides ont été identifiés, participant a des
mécanismes antimicrobiens dont leurs propriétés antivirales n’ont pas été recherchées et ne sont
actuellement pas connues. Ces protéines et peptides peuvent étre classés en 6 classes: les

défensines, les Big-défensines, les peptides riches en proline (PRPs), les bactéricidal/permeability

37



increasing proteins (BPI), les ubiquitines et les molluscidines ((Bachere et al. 2015) pour revue). Des
travaux récents ont identifié un peptide antimicrobien, la myticine C, chez la moule Mytilus
galloprovincialis, ayant une activité antivirale sur le virus OsHV-1 ainsi que 2 herpes virus humains
(HSV-1 et 2) (Novoa et al. 2016). Ces travaux suggérent que la synthése de ce peptide dans
I’'hémolymphe des moules serait responsable de la protection de cette espéce face aux infections

virales a I’'OsHV-1 en milieu naturel.
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IV. Une nouvelle vision de I'immunité innée

Les réponses immunitaires d’un héte contre des microbes sont généralement catégorisées
entre innées et adaptatives. Ces différences de réponse sont distinguées par les mécanismes de
reconnaissance et les mécanismes déclenchés pour lutter contre le microbe (Dempsey et al. 2003).
L'immunité adaptative a la capacité de « se souvenir » d’'un agent pathogene déja rencontré et de
développer un phénomene de mémoire immunitaire, mais aussi de déclencher une réponse plus
rapide et plus intense de maniére extrémement spécifique vis-a-vis de I'agent pathogéne lors de
cette deuxiéme rencontre (Litman et al. 2010). Cette mémoire immunitaire et cette spécificité de
réponse procurent un avantage certain lors d’'une seconde infection. L'immunité innée a longtemps
été considérée comme étant non-spécifique, incapable de différencier des microbes trés similaires et
répondant de maniére similaire lors d’infections répétées, c’est a dire dépourvue de capacité
mémorielle (Medzhitov 2010). Les invertébrés étant connus pour posséder exclusivement un
systeme immunitaire inné, dépourvus de cellules de type lymphocytaire et d'immunoglobulines, ont
longtemps été jugés incapables de développer des mécanismes immunitaires spécifiques et
mémoriels. Cependant, ces derniéres années, une nouvelle vision de I'immunité innée a pu émerger
sur la base de travaux portant sur les invertébrés et les vertébrés (Kurtz and Franz 2003, Schmid-

Hempel 2005, McFall-Ngai et al. 2013, van der Meer et al. 2015).

A. Le priming immunitaire

Pour comprendre le priming immunitaire, il faut remonter a 1977 ou des auteurs ont
remarqué que plusieurs allogreffes successives sur du corail étaient rejetées de plus en plus
rapidement, suggérant I'existence d’'une forme de mémoire immunitaire (Hildemann et al. 1977). En
2003, des auteurs ont infectés des copépodes Macrocyclops albidus avec une lignée « frere-sceur »
de leur parasite naturel Schistocephalus solidus puis les ont réinfectés 4 jours plus tard avec cette
méme lignée (homologue) ou avec une autre lignée (hétérologue). Les résultats ont montré une
diminution plus importante du succes de réinfection lors de la seconde exposition avec la lignée
homologue par rapport a la lignée hétérologue, introduisant la notion de mémoire immunitaire et de
spécificité chez un invertébré (Kurtz and Franz 2003). Ces travaux introduisent pour la premiere fois

la notion de mémoire immunitaire et de spécificité chez un organisme invertébré.

Chez les plantes, la protection contre les agents pathogenes est caractérisée par une
combinaison de mécanismes de résistance constitutive et de résistance acquise appelée « résistance

systémique acquise » (Dangl and Jones 2001). L'infection de plantes par différents types d’agents
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pathogenes a virulence atténuée entraine une protection lors d’'une seconde infection avec ce méme
agent pathogene, incluant une grande diversité d’agents pathogénes (virus, bactéries, champignons)
(pour revue, voir (Durrant and Dong 2004)). Ces informations suggérent I'existence d’une forme de

mémoire immunitaire chez les plantes.

Chez les vertébrés, des travaux réalisés a partir de souris Ragl 7 (déficientes en lymphocytes
B et T fonctionnels), stimulées avec une dose non-létale de Candida albicans puis réinfectées 7 jours
plus tard avec la méme souche pathogene, ont montré une amélioration du taux de survie par
rapport a des souris non stimulées (Quintin et al. 2012a). Ces observations sont associées a une
reprogrammation fonctionnelle des monocytes impliquant notamment des mécanismes
épigénétiques et montrent une forme de mémoire immunitaire non reliée au systéme classique de
I'immunité adaptative des vertébrés (Quintin et al. 2012b). D’autres types cellulaires associés au
systeme immunitaire inné, les « Natural Killer » ou NK ont montré des capacités de mémoire
immunitaire lors d’infection par un cytomégalovirus murin (MCMV) (Sun et al. 2009). L'ensemble de
ces observations a été regroupé sous le terme d’ « immunité entrainée » ou « trained immunity »

(Netea et al. 2011).

Depuis, différentes formes de mémoire immunitaire ont été mises en évidence chez les
plantes, les vertébrés et les invertébrés, associées au systéme immunitaire innée ((Kurtz 2004, Netea
et al. 2011, Conrath et al. 2015, Milutinovié¢ and Kurtz 2016) pour revue). Cependant l'interprétation
de ces phénomeénes est complexe. En particulier, il n’existe pas de distinction claire entre
I’observation d’'une réponse « maintenue » aprés une infection et celle d’'une véritable mémoire
immunitaire (se traduisant en partie par un retour a un niveau de réponse basal avant une nouvelle
activation de la réponse immune). Des auteurs proposent de séparer la définition de la mémoire
immunitaire des mécanismes de cette mémoire (Kurtz 2005). A I’heure actuelle, la terminologie de
ces observations et des mécanismes est au cceur des débats scientifiques. Ne pouvant associer ces
mécanismes a I'immunité adaptative des vertébrés, ces mécanismes ont été associés au terme de
« priming immunitaire » (« immune priming ») chez les invertébrés (Little and Kraaijeveld 2004) ou d’
« immunité entrainée » (« trained immunity ») chez les vertébrés (Netea et al. 2011). De maniere
plus générale, ces mécanismes sont associés a une mémoire immunitaire innée pouvant étre définie
comme la capacité d’'un organisme a stocker ou a utiliser I'information d’'une premiére rencontre
avec un antigéne ou un agent microbien ou parasitaire, afin d’avoir une réponse immunitaire

améliorée lors d’'une seconde rencontre (Kurtz 2005).
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B. Le priming immunitaire chez les invertébrés

1. Le priming a I'échelle intra-individuelle

Depuis les travaux de Kurtz et ses collaborateurs en 2003 (Kurtz and Franz 2003), de
nombreux travaux se sont intéressés au phénomeéne de priming immunitaire chez les invertébrés. A
I’heure actuelle, de plus en plus d’observations de I'existence du priming immunitaire et de mémoire
immunitaire émergent dans la littérature, chez différents phylla (échinodermes, céphalocordés,
nématodes, annélides, cnidaires, cténophores, éponges, mollusques et arthropodes (voir (Milutinovic¢
and Kurtz 2016) pour revue). Les études se focalisent principalement chez les arthropodes, sur des
organismes modeles et non modéles. Chez le ver de farine Tenebrio molitor, une injection de LPS
entraine une réponse immunitaire maintenue permettant de protéger la larve d’une infection avec
un champignon pathogéne Metarhizium anisopliae 4 jours apreés la stimulation (Moret and Siva-Jothy
2003). Chez le bourdon Bombus terrestris, une injection de bactéries (Pseudomonas fluorescens,
paenibacillus alvei ou paenibacillus larvae) puis une infection avec ces mémes bactéries entraine une
protection non spécifique (contre I'ensemble des bactéries utilisées) si les infections sont réalisées 8
jours apres la primo-stimulation, mais une protection spécifique (uniguement la méme bactérie) si
les infections sont réalisées 22 jours apres la primo-stimulation (Sadd and Schmid-Hempel 2006).
Chez l'isopode Porcelio scaber, une injection de bactéries tuées augmente les capacités de
phagocytose de cellules immunitaires in vitro (Roth and Kurtz 2009). Chez les crevettes Penaeus
monodon, Fenneropanaeus indicus, Litopenaeus vannamei Penaeus chinensis ou Panaeus japonicus
différents travaux se sont intéressés a la stimulation de la réponse immunitaire dans un objectif de
« vaccination » pour lutter contre les maladies causées par le « white spot syndrome virus » (WSSV).
Pour stimuler les crevettes, différents stimulants ont été utilisés, des virus inactivés (Namikoshi et al.
2004, Singh et al. 2005), des protéines recombinantes de virus (Witteveldt et al. 2004), des
séquences d’ADN de protéines d’enveloppe virale VP28 (Li et al. 2010) ou des ARNs doubles brins
(Robalino et al. 2004, Kim et al. 2007) impliquant notamment la voie ARN interférence (Labreuche et
al. 2010). Ces différents stimulants permettent d’induire une réponse antivirale et d’améliorer le taux
de survie lors d’infections avec le WSSV. Chez les mollusques, le priming immunitaire est tres peu
étudié comparé aux arthropodes. Les premiers travaux ont été réalisés chez le gastéropode
Biomphalaria glabrata, héte intermédiaire de Schistosoma mansoni, un trématode parasite. Des
auteurs ont montré une diminution du taux de ré-infestation lors d’'une seconde infection avec ce
trématode réalisée a partir de 10 jours aprés la premiere rencontre (Sire et al. 1998) ; mais aussi une
spécificité de réponse directement reliée au génotype et a la souche du parasite ré-infestant (Portela

et al. 2013). Les auteurs concluent que la spécificité de ce priming immunitaire était dépendante de
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la distance génétique entre le parasite utilisé pour la premiére infestation et celui utilisé pour la
seconde infestation, illustrant un priming immunitaire génotype dépendant chez B. glabrata.
D’autres travaux ont été réalisés chez les bivalves et ont rapporté un phénomene de priming
immunitaire, chez le pétoncle Chlamys farreri montrant une amélioration du taux de survie lors
d’une infection avec Vibrio anguillarum chez des pétoncles stimulés avec cette méme bactérie tuée a
la chaleur 7 jours avant l'infection (Wang et al. 2013). Chez I’huitre creuse Crassostrea gigas, 3
études ont montré lors de stimulations des huitres avec des bactéries Vibrio splendidus tuées a la
chaleur puis une seconde infection avec la bactérie virulente : une augmentation du nombre total
d’hémocytes (suggérant une stimulation de ’'hématopoiése) et du taux de phagocytose (Zhang et al.
2014, Li et al. 2017a) ; une implication de EcSOD dans le mécanisme du priming antibactérien (Liu et
al. 2016), mais ces résultats restent a étre confirmés. En effet, ces différents travaux n’associent
jamais le priming a une amélioration du taux de survie, uniquement a une observation de
mécanismes de réponses modulées au cours de la primo-stimulation et de la seconde infection. Des
travaux ont été initiés au laboratoire d’accueil de cette thése et ont montré que l'injection de
poly(l:C) a des juvéniles d’huitres permettait d’entrainer une réponse immunitaire améliorée lors
d’infection par le virus OsHV-1, entrainant une augmentation de |'expression de génes antiviraux et
une diminution de la charge virale (Green and Montagnani 2013). En revanche, des huitres stimulées
avec des bactéries inactivées présentaient des charges virales similaires aux individus non stimulés.
Ce résultat montre pour la premiere fois, qu’il est possible d’induire un état antiviral chez I’huitre,
capable de les protéger d’un virus pathogéne de fagon spécifique. Cependant, les différentes études
du priming immunitaire se sont principalement focalisées sur les modeles arthropodes et les agents
pathogénes les plus étudiés restent aujourd’hui les bactéries et les parasites. A ce jour, trés peu

d’études s’intéressent au priming immunitaire antiviral.

Par ailleurs, sans remettre en cause l'existence du priming immunitaire chez certaines
especes, le phénoméne de priming n’a pas pu étre mis en évidence. On peut citer le cas de la fourmi
Formica selysi dont une premiére stimulation avec le champignon Beauveria bassiana ne protege pas
d’une seconde infection (Reber and Chapuisat 2012). Chez la drosophile, une primo stimulation avec
un virus a ARN (Drosophila C virus) ne permet pas de protéger d’'une seconde infection (Longdon et

al. 2013).

2. Le priming a I’échelle inter-individuelle

Une autre composante du priming immunitaire a été suggérée, liée au mode de vie des
invertébrés, « I'immunité sociale ». Cette composante est un aspect écologique trés important

particulierement chez les hyménopteres (insectes sociaux), notamment si on considere une colonie
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comme un « super-organisme ». Différents travaux ont été réalisés dans des interactions termites-
champignons (Traniello et al. 2002), fourmis-bactéries (Hamilton et al. 2011) et fourmis-champignons
(Konrad et al. 2012). La fourmi Camponotus pennsylvanicus possede deux estomacs. Un estomac
servant a la digestion pour la fourmi et un second estomac dit « social » servant a pré-digérer le bol
alimentaire et a régurgiter les aliments pour nourrir les autres insectes de la colonie (trophallaxie).
Les travaux d’Hamilton et collaborateurs ont montré que ce bol alimentaire pouvait contenir des
bactéries ayant été rencontrées hors de la colonie, pouvaient alors s’échanger entre les individus au
sein de la colonie et ainsi stimuler I'immunité des congéneéres (Hamilton et al. 2011). Par ailleurs, et
particulierement dans le cas d’insectes sociaux dont généralement une seule mere engendre une
descendance nombreuse, le transfert d’immunité d’une génération a l'autre peut se révéler un
facteur avantageux dans la survie de la colonie. Ces travaux pourraient montrer une forme de
priming immunitaire en prenant en compte la colonie comme un super organisme (Cremer and Sixt

2009).

De plus en plus de travaux ont montré un transfert d'immunité vertical, des parents vers la
descendance, a partir de parents ayant été exposés a différents agents pathogeénes ou stimuli. On
parle alors de priming immunitaire trans-générationnel (Sadd et al. 2005, Moret 2006). Ce
phénomeéne a été observé chez différentes espéces d’arthropodes en interaction avec une grande
variété de microbes et de parasites (Huang and Song 1999, Little et al. 2003, Sadd et al. 2005, Moret
2006, Sadd and Schmid-Hempel 2007, Tidbury et al. 2011, Zanchi et al. 2012, Tate et al. 2017). Ce
priming immunitaire trans-générationnel peut étre d’origine maternelle ou paternelle et suivant les
especes, et peut protéger tous les stades de développement (Roth et al. 2010, Zanchi et al. 2011).
Chez I'huitre creuse Crassostrea gigas, une stimulation des géniteurs par un ARN double brin
synthétique, le poly(l:C), entrainant une amélioration du taux de survie des larves au cours
d’infection par le virus OsHV-1 (Green et al. 2016a) suggéere l'existence de priming trans-

générationnel pour cette espece.

3. Mécanismes du priming immunitaire

Malgré une augmentation de I'observation de phénoménes de mémoire immunitaire et de
spécificité, beaucoup de travaux se cantonnent a des descriptions phénoménologiques et les
mécanismes sous-jacents sont encore mal connus. Cependant, quelques études ont apporté des
pistes sur les mécanismes du priming immunitaire. Chez les vertébrés, des travaux in vitro ont
montré que lI'immunité entrainée, induite par Candida albicans, ou B-glucane, était liée a un
récepteur du B-glucane qui par stimulation de différentes voies de signalisation entrainait la

reprogrammation des monocytes. Cette reprogrammation est associée a des changements

43



épigénétiques, en particulier des tri-méthylation des histones H3K4 sur les promoteurs des genes
TNFa et IL6 (Quintin et al. 2012a, Quintin et al. 2012b, van der Meer et al. 2015, Netea and van der
Meer 2017). Cette méme étude a montré que le traitement des monocytes par le B-glucane
entrainait une augmentation du niveau d’expression et la phosphorylation de la kinase « Mitogen-
activated protein kinase » (MPK), appelée p38 via I'activation d’un TLR et d’une augmentation de
I’expression de PRR (Quintin et al. 2012a) (Figure 12). La reprogrammation épigénétique semble étre
un des mécanismes essentiels a I'immunité entrainée chez les vertébrés (Saeed et al. 2014). Chez les
plantes, des mécanismes similaires ont été identifiés chez Arabidopsis thaliana, via la stimulation par
la benzothiadiazole (capable d’activer la réponse systémique acquise (SAR)). Les auteurs ont identifié
une augmentation de I’activité transcriptionnelle de MPK3 et 6, de différents PRR ainsi que des
changements épigénétiques, notamment des tri-méthylations des histones H3K4 (Conrath et al.
2015) (Figure 12). Ces résultats semblent indiquer une conservation ou une convergence dans

I’évolution de la mémoire immunitaire innée chez les plantes et les vertébrés (Conrath et al. 2015).

44



’ s
Plantes | Vertébrés
TLR/4
FLS2
ghte ? CD14/MD2
f 'Ly49H
| A
MEKK1? glias
e [ » MyD8®?
|
® MKK4/5? o & S
12 {
' S, Mk | Naive
|
MPK3/6 o p3
'M substrates 3
p38 substrates
Stimulation
‘ TLR/4
FLS2
2 P 2 L2 ?a? CD14/MD2
P S l l' Ly49H
"‘ |
N
o MEKKI? ® o o MyD8S?
o
|
26
o 05 MKKa/S? g . P
o o, H3KAme3 Stimulée
oy |
v, p38
y oo, P
H3Kdme3 | oo oS
: substrates .
p38 substrates
Infection
‘ TLR/4
FLS2 /
.2 ??Bm ??acom r.:oz
3 LY
' tl Ly40H
/ i ¥ ot
o o MEKKI? * 2 * \yDss?
o \ ‘
B Primed defense
.o -. MKKA4/5? . .' IRAK1? gene expression . "
e "% H3K4me3 I Stimulée et
o MPI3/6 ;7 — & @ ot )
4 2
Primeddefense . " ® } IMECHeR
gene expression ' \ * & p38 A
' @ o
H3K4me3 '+  mpKas6 o.. SO /
W"' o 1 substrates \ e
- o p38 substrates
\\‘ ) \‘I

Figure 12: Schéma résumé des mécanismes moléculaires immunitaires de défense lors de priming
immunitaire chez les plantes (vert) et chez un monocyte de mammifére (bleu), chez des cellules
naives, apres stimulation ou infection chez ces cellules stimulées. (extrait de (Conrath et al. 2015)).
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Chez les invertébrés, les mécanismes du priming immunitaire sont encore méconnus. Quelques

travaux principalement réalisés chez la drosophile ont permis de suggérer des mécanismes sous-

jacents au phénomeéne de priming immunitaire. De maniére générale, 3 types de scénarios peuvent

soutenir les observations

infection (Coustau et al. 2016) (Figure 13):

d’amélioration de

réponse immunitaire lors d’une

seconde

- (A) une réponse maintenue (« sustained response ») consistant a une sur-expression de

molécules immunitaires suite a la premiéere infection pendant une longue période

- (B) une réponse rappelée («recalled response »), consistant a stocker I'information se

traduisant par un retour d’expression a un niveau basal suite a la premiere infection, puis

une réponse plus rapide et plus intense lors de |la seconde infection

- (C) un shift immunitaire (« immune shift ») avec des effecteurs immunitaires différents entre

la premiere et la seconde infection

(A) Réponse maintenue

(B) Réponse rappelée

(C) Shift immunitaire
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Figure 13: Modeéle de réponse immunitaire innée chez les invertébrés, lors d’une premiere infection
(fleche noire) puis d’'une seconde infection (fleche bleue). (A) une réponse immunitaire maintenue
sur une longue durée permettant une protection, (B) une réponse immunitaire rappelée plus
rapidement et plus intensément lors de la seconde infection et (C) un shift immunitaire avec des
effecteurs immunitaires différents entre la premiere et la seconde infection. (extrait de (Coustau et

al. 2016)).
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Le premier de ces scénarios consiste en une activation sur le long terme d’effecteurs
immunitaires permettant une meilleure défense lors d’une seconde infection. Le second correspond
a une réponse immunitaire qui s’estompe avec le temps mais qui est activée plus rapidement et plus
intensément lors de la seconde infection. Ces différentes hypothéses reposent sur des mécanismes
différents, la premiére consistant en une réponse maintenue et une activation continue tandis que la
seconde repose sur un stockage de l'information impliquant une forme de mémoire immunitaire.
Des auteurs suggerent qu’en réalité ce soit une combinaison de ces scénarios qui soit a la base des

mécanismes de priming immunitaire chez les invertébrés (Milutinovic et al. 2016).

Parmi ces mécanismes il est a noter une diversification des récepteurs. Les invertébrés n’ont
pas de cellules lymphocytaires comme les vertébrés, mais des récepteurs extrémement diversifiés
ont été identifiés. C’'est le cas des « Down syndrome cell adhesion molecule» (Dscam) (Figure 14),
dont I'épissage alternatif résulte en plusieurs milliers d’isoformes (Watson et al. 2005) pouvant étre
relié a une forme de spécificité de réponse ou un role d’opsonine chez la drosophile pouvant alors
peut-étre jouer un réle dans le priming immunitaire (Dong et al. 2006, Kurtz and Armitage 2006,
Dong et al. 2012). Ce rdle joué par une diversification de récepteurs est aussi au coeur des débats
chez le gastéropode Biomphalaria glabrata dont la diversification des FREPs (Zhang and Loker 2003)
semble étre impliquée dans la mémoire immunitaire et la spécificité de réponse face a Schistosoma
mansoni (Mone et al. 2010, Pinaud et al. 2016). Chez Chlamys farreri, des auteurs ont montré une
augmentation transcriptomique de I'expression de lectines de type C en réponse a un priming par un
vibrio (Wang et al. 2013a). La présence dans le génome de I'huitre C. gigas d’une grande diversité de
récepteurs immunitaires et d’'une expansion massive de récepteurs (Zhang et al. 2012, Zhang et al.
2015), pourraient étre impliqués dans les mécanismes de mémoire immunitaire et de spécificité de

réponse.

Par ailleurs, de plus en plus de travaux suggérent que la phagocytose joue un réle important
dans le priming immunitaire, notamment en termes de spécificité (Figure 14). Les travaux de Pham et
collaborateurs en 2007 ont montré que le priming immunitaire antibactérien avec Staphylococcus
pneumoniae est dépendant de la phagocytose (Pham et al. 2007). La stimulation avec cette bactérie
tuée a la chaleur protégeait la drosophile contre une seconde infection homologue avec une dose
sub-létale mais ne protégeait pas d’une infection hétérologue (Pham et al. 2007). Ces auteurs ont
montré qu’en bloquant la phagocytose, la spécificité de réponse était perdue. Ces travaux suggerent
une sécrétion de PRR par les hémocytes ou une augmentation de |'expression de ces PRR
directement chez les hémocytes permettant de reconnaitre spécifiqguement les agents pathogénes
lors d’'une seconde infection. D’autre travaux ont suggéré le réle de la phagocytose dans le priming

immunitaire, notamment chez Porcelio scaber dont une seconde infection homologue augmentait
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I'activité de phagocytose (Roth and Kurtz 2009). Chez I’huitre, des travaux réalisés lors de priming
bactériens avec Vibrio splendidus ont aussi montré une augmentation de I’activité de phagocytose
lors d’une seconde infection homologue et ont permis de faire I’hypothése d’un role de la
phagocytose et de superoxyde dismutase extracellulaire dans les mécanismes de priming (Zhang et
al. 2014, Liu et al. 2016, Li et al. 2017a). D’autres mécanismes a médiation cellulaire ont été suggérés
comme participant aux mécanismes de mémoire immunitaire et de spécificité de réponse au cours
du priming immunitaire, comme |’encapsulation (Roth et al. 2010) ou des différentiations ou
proliférations hémocytaires chez la drosophile (Rodrigues et al. 2010). En 2015, Futo et
collaborateurs ont montré la dépendance du microbiote dans I'induction du priming immunitaire
chez Tribolium castaneum face a Bacillus thuringiensis (Futo et al. 2015). D’autres travaux réalisés
chez la drosophile ont montré un role important du microbiote dans le priming immunitaire
antiviral. Le microbiote stimule la régulation de différentes voies immunitaires comme les voies ERK

et NF-kB, impliquées dans ce phénomeéne de priming antiviral (Sansone et al. 2015).

D’autre travaux ont suggérés l'implication de protéines et peptides antimicrobiens dans le
phénomeéne de priming immunitaire (Figure 14), particulierement chez les insectes (Dubuffet et al.
2015). Différents travaux ont montré que la persistance de peptides antimicrobiens dans
I’'hémolymphe d’insectes pour des durées pouvant aller jusqu’a 28 jours (Haine et al. 2008) pouvait
participer a la protection sur le long terme jouant un réle prophylactique (Moret and Siva-Jothy
2003). Cependant, les peptides antimicrobiens ne sont souvent qu’a large spectre et peu spécifiques.

Leur réle de ce maintien dans le temps et la spécificité de réponse reste encore a étre identifié.
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Figure 14: Mécanismes potentiellement impliqués dans le phénoméne de priming

immunitaire chez les arthropodes. Extrait de (Milutinovic et al. 2016).
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Enfin, Hauton et collaborateurs titraient : « une immunité adaptative chez les invertébrés :
une maison de paille sans fondations mécanistiques » (Hauton and Smith 2007). lls relévent bien ici
la question au cceur des débats scientifiques, la mémoire immunitaire innée ne sera acceptée que
lorsque des mécanismes seront clairement identifiés. Il est donc nécessaire de bien décrire les
phénotypes du priming, pour ensuite pouvoir identifier les mécanismes moléculaires du priming
immunitaire dont les approches globales peuvent permettre de comprendre I'ensemble de la
mécanistique. A ce jour, seulement quelques études se sont intéressées a une approche génomique
globale pour explorer les mécanismes du priming immunitaire (Barribeau et al. 2016, Pinaud et al.

2016).
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Chapitre 1 :

Caractérisation du priming immunitaire
antiviral chez I'huitre creuse Crassostrea

gigas

. Introduction

Cette premiere partie des résultats de cette thése est consacrée a l'identification et a la
description phénoménologique du priming immunitaire antiviral chez I’huitre creuse Crassostrea

gigas au cours d’infections virales par le virus OsHV-1.

Des résultats préliminaires obtenus au laboratoire ont mis en évidence que l'injection de
I’ARN double brin synthétique, le poly(l:C), permettait d’'induire une réponse antivirale efficace lors
d’infections avec le virus OsHV-1 (Green and Montagnani 2013). Cette injection de poly(l:C) était
associée a une charge virale tres faible comparée aux animaux non stimulés et différents génes
immunitaires antiviraux étaient régulés en réponse au poly(l:C). Par ailleurs, une stimulation des
huitres par la bactérie Vibrio tasmaniensis LGP32 tuée n’entrainait pas d’effet antiviral sur la charge
virale lors d’infections a I'OsHV-1. Notre hypothese est donc qu’il existe une forme de priming
immunitaire antiviral chez I'huitre, puisque une forme de mémoire immunitaire a priori spécifique
semble émerger des résultats de ces travaux. Ces résultats soulevent donc différentes questions, a
savoir: (i) Le poly(l:C) protege-t-il des mortalités virales ? (ii) Est-ce que cette protection est
spécifiquement induite par le poly(l:C) ? (iii) Est-ce que le poly(l:C) protege uniquement du virus
OsHV-1 ? (iv) Le poly(l:C) est-il efficace pour protéger les huitres pendant un épisode de surmortalité
massive affectant les juvéniles ? (v) Quelle est la durée de la protection induite par le poly(l:C) ? Pour
répondre a ces questions, nous avons choisi une approche phénoménologique permettant de
pouvoir caractériser le priming immunitaire chez I'huitre et définir un modeéle expérimental

poly(l:C)/huitre.

L'ensemble des travaux réalisés pour répondre a ces questions sont présentés dans l'article 1
(Long-lasting antiviral innate immune priming in the Lophotrochozoan Pacific oyster, Crassostrea
gigas, Scientific report, under second review).
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Il. Article 1: “Long-lasting antiviral innate immune priming
in the Lophotrochozoan Pacific oyster, Crassostrea gigas”

Long-lasting antiviral innate immune priming in the

Lophotrochozoan Pacific oyster, Crassostrea gigas

Maxime Lafont'2, Bruno Petton3, Agnes Vergnes', Marianna Pauletto?, Amélie
Segarra®, Benjamin Gourbal?, and Caroline Montagnani'*

Y Ifremer, IHPE, UMR 5244, Univ. Perpignan Via Domitia, CNRS, Univ. Montpellier, F-34095,
Montpellier, France

2 Univ. Perpignan Via Domitia, IHPE UMR 5244, CNRS, IFREMER, Univ. Montpellier, F-66860
Perpignan, France

*Ifremer, LEMAR UMR6539, F-29840 Argenton-en-Landunvez, France

* Department of Comparative Biomedicine and Food Science. University of Padova, Viale
dell’Universita 16, 35020 Legnaro (PD), Italy

®Univ. Brest Occidentale, LEMAR UMR 6539 CNRS/UBO/IRD/Ifremer, Institut Universitaire
Européen de la Mer, F-29280, Plouzané, France

*Corresponding author- cmontagn@ ifremer.fr

ABSTRACT

In the last decade, a paradigm shift has emerged in comparative immunology.
Invertebrates can no longer be considered to be devoid of specific recognition and
immune memory. However, we still lack a comprehensive view of these phenomena
and their molecular mechanisms across phyla, especially in terms of duration,
specificity, and efficiency in a natural context. In this study, we focused on a
Lophotrochozoan/virus interaction, as antiviral priming is mostly overlooked in
molluscs. Juvenile Crassostrea gigas oysters experience reoccurring mass mortalities
events from Ostreid herpes virus 1 with no existing therapeutic treatment. Our results
showed that various nucleic acid injections can prime oysters to trigger an antiviral
state ultimately protecting them against a subsequent viral infection. Focusing on
poly(l:C) as elicitor, we evidenced that it protected from an environmental infection,
by mitigating viral replication. That protection seemed to induce a specific antiviral
response as poly(l:C) fails to protect against a pathogenic bacteria. Finally, we showed
that this phenomenon was long-lasting, persisting for at least 5 months thus
suggesting for the first time the existence of innate immune memory in this
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invertebrate species. This study strengthens the emerging hypotheses about the
broad conservation of innate immune priming and memory mechanisms in

Lophotrochozoans.

Introduction

In the last decade, a radical paradigm shift has emerged in immunity. It is now clear that the
innate immune system is capable to provide forms of immune memory as demonstrated by the
compelling studies emerging on invertebrates, plants, vertebrates, and even bacteria *. These studies
have shown in a wide range of organisms lacking conventional adaptive immune responses that they
can adapt upon primary exposure and are capable to implement an improved immune response upon
secondary exposure to a parasite (including macro- and micro-parasites as bacteria and viruses) 2%, In
vertebrates, seminal papers from Netea et al. showed that cells of the innate immune system can also
build immunological memory notably via epigenetic reprogramming allowing for enhanced non-
specific inflammatory responses upon secondary challenges °. Since these processes rely on different
molecular mechanisms than those of adaptive immunity (Ig- and lymphocyte-mediated), they have
been designated as immune priming or innate immune memory in invertebrates, and trained immunity
in vertebrates'®. Those data have blurred the boundaries between adaptive and innate immune
responses that have even been described as a continuum of host defences and they currently challenge
the commonly accepted dogmas in immunity. Since this field of research is still in its infancy, it is
very delicate to come up with a universal description of innate immune priming. The broadest
definition of these processes would be the ability to store or re-use the information on a previously
encountered non-self antigen or parasite, to induce enhanced resistance or tolerance (in terms of
immune response, parasite elimination and host survival capacities) upon secondary exposure.

Studies testing this phenomenon in invertebrates appear to be quite heterogeneous and largely
differ in terms of experimental design, host-parasite combinations, elicitors used for priming
(pathogenic versus inactivated pathogens or non-infectious agents), time span between priming and
challenge, route of priming (oral versus injection) and the degree of the demonstrated specificity of the
primed response 2. Moreover this improved protection has been observed either within the same
developmental stage (within generation immune priming), across life stages (ontogenic immune
priming), or across generations (transgenerational immune priming). Regarding the time span between
priming and challenge, it can extend for weeks, sometimes for almost the lifetime of the organism
(from larval stage to adult), but it remains in most cases rather short and does not extend over 3
months™. However, those studies have mainly focused on arthropods regarding bacteria and macro-
parasite interactions. To date, antiviral immune priming has been explored in a handful studies on
Caenorhabditis elegans and insects ***. Most studies were focusing on crustaceans where several
studies reported the potential development of vaccines to combat a major viral pathogen (the white
spot syndrome virus, see *° for review). Hence available evidence for innate immune priming is still
fragmentary and we still lack a complete view of this phenomenon across phyla especially in terms of
duration and specificity, and efficiency in a natural context and underlying molecular mechanisms.

In Lophotrochzoans, studies conducted over the last ten years on the gastropod Biomphalaria
glabrata has provided compelling evidence of innate immune memory against the parasite
Schistosoma mansoni. B. glabrata is able to mount a highly specific, inducible and time-dependent
protection against different species or strains of Schistosoma in a genotype-dependant manner "°.
Immune priming seems to be supported by snail humoral factors that lead to the degeneration and
death of the parasite ’ following a shift from cellular to humoral response upon secondary infection *'.
In the present study, we focused on a marine bivalve mollusc, the Pacific oyster Crassostrea gigas
(now termed Magallana gigas, Thunberg, 1793)*. C. gigas is the main aquaculture animal species
produced in the world, exploited in more than 27 countries (FAO Fisheries & aquaculture). But this
species has been subjected to recurrent mortality events plaguing oyster production worldwide. Since
2008, a pathogen has been strongly associated to mortality events impacting juvenile oysters, the
herpes-like virus OsHV-1 pvar (Ostreid herpes virus 1) that can induce a 100% mortality rate **2%. In
bivalves information are still scarce and to date only a few studies have investigated innate immune
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priming mechanisms. In the scallop Chlamys farreri, authors showed an improved immune response
and survival to the bacterium Vibrio anguillarum following previous exposure to the same pathogen.
In C. gigas, sceptic immune priming with heat killed Vibrio splendidus conferred enhanced phagocytic
responses and haematopoiesis upon re-infection with the same pathogen ?>%. In a previous work, we
developed a model system for oyster/virus interaction using a non-infectious elicitor, the viral mimic
synthetic double stranded RNA (dsRNA) called poly(l:C). Poly(l:C) has been known to be a key
signature of viral infection and widely used as a viral mimic in vertebrates and has been used in fish
models to enhance antiviral defenses **%. As a non-hazardous synthetic compound, it also ensures
good reproducibility between experiments and safety. Importantly, dsRNA is also produced by DNA
viruses such as herpes viruses, likely due to overlapping converging transcription of viral genes %,
Recent data also tested the impact of prior injection of dsRNA on viral protection®. These studies
showed that short-term priming with poly(1:C) and dsRNA injections were able to develop an antiviral
state mitigating the viral loads in oysters upon subsequent viral challenge and inducing genes from an
IFN-like pathway 23!, Recent data also suggested that this effect could be maintained across
generations *,

These researches have opened up new perspectives to explore immune defenses of these
phylogenetically key and commercially important animals. Understanding this aspect of immunology
in bivalves is of main importance in light of the global concern of increasing epizootic disease
outbreaks currently affecting oysters. But as of yet, we still lack a comprehensive view of the antiviral
immune priming phenomenon in the oyster. In particular, it is unknown whether the different dsSRNA
or other nucleic acids are equally efficient to prime oysters; if poly(l:C) is able to reduce mortalities as
well as viral loads; if the protection can extend over 54h of priming; if that protection is restricted to
antiviral response and if it is efficient in the environment. To deeply characterize this phenomenon,
we present here a comprehensive phenomenological approach of antiviral immune priming processes
in the oyster. We explored the protective effect of nucleic acid exposition in comparing various types
of nucleic acids (dsRNA, ssRNA, various lengths, synthetic) and testing priming efficiency against a
bacterial as well as lasting effect by following survival and pathogen clearance throughout the
experiments. Furthermore, we validated these processes in the field in looking at host survival during a
naturally occurring disease outbreak.

Results

Various nucleic acid injections enhance oyster survival upon viral infection.

Previous studies showed that HMW poly(1:C) and dsRNA were able to significantly reduce
viral loads upon OsHV-1 infection but also mortality rates regarding dsRNA priming. Building on
these observations, we compared the efficiency of the nucleic acids previously tested added to
previously untested nucleic acids as LMW poly (1:C), OsHV1-dsRNA, OsHV1- ssRNAZ*°, We aimed
at assessing whether this phenomenon was specific to the dsSRNA analog used. To test this, we primed
oysters by injection with different types of nucleic acids 1 day before an OsHV-1 challenge. We tested
the poly(1:C) HMW previously used, poly(l:C) of low molecular weight (LMW), in-house synthesized
double- or single-stranded RNA derived from the gene encoding the green fluorescent protein (GFP)
or from the ORF 87 of the OsHV-1 encoding an inhibitor of apoptosis. Survival rates after OsHV-1
challenge showed that all nucleic acids injected were able to significantly reduce oyster mortalities as
opposed to the injection of the filtered seawater control that only reached 20% survival (80%
mortality) (Figure 1a). Poly(l:C) HMW and LMW were the most efficient leading to 100 and 97%
survival, respectively, whereas GFP-dsRNA, OsHV1-dsRNA, and OSHV1-ssRNA lead from 83% to
90% survival. Altogether the prior injection of any nucleic acid 24h before an OsHV-1 challenge
significantly increased the survival rate of the oysters by at least 63%. As a first attempt to understand
the mechanisms underlying this phenomenon, we quantified by quantitative PCR (qPCR) the OSHV-1
loads in oysters following challenge (Figure 1b). Results indicated that oysters from the control group,
FSW primed oysters, showed a high level of virus DNA loads with a peak at 4.10° copies of DP
(OsHV-1 DNA polymerase gene) per ng of oyster genomic DNA at 2 days post-infection. Regarding
nucleic acid-treated oysters, poly(I:C) HMW and LMW showed no quantifiable amounts of viral DNA
(below gPCR detection limit). The GFP-dsRNA-treated oysters showed significant amounts of virus
DNA with viral loads reaching 4,6.10° at 2 days post-infection. OsHV1-ssRNA and OsHV1-dsRNA
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treated oysters showed increasing viral loads reaching 3.10* and 3.10 copies of DP.ng™* oyster DNA at
2 days post-infection, respectively. Altogether, our results revealed that the virus protection observed
in the oyster against OsHV-1 wasn’t specific of a particular dsSRNA. These nucleic acids cannot only
reduce viral loads in OsHV-1 infected oysters but also reduce mortalities. Since the stronger responses
were observed when priming with poly(l:C) HMW, we used it as a model to mimic DNA virus
infection and further characterized antiviral protection and immune priming in oysters.
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Figure 1: Poly(l:C) as other dsRNA can protect against viral infection and reduce mortality due
to viral infection a. Kaplan—-Meier survival curves were generated from spats primed by injection
after anesthesia with 5ug/ animal of different nucleic acids (poly(l:C) HMW:; poly(l:C) LMW ;
OsHV1 _dsRNA ; OsHV1 ssRNA; GFP_dsRNA) or filtered seawater (FSW) as a control and injected
1 day post-priming with OsHV-1 pvar homogenate (1.79 x 10 copies of DNA polymerase -DP- gene
per oyster) or OsHV-1-free control homogenate. Mortalities in each group of 30 oysters (10 per tank,
n=3x10 per treatment) were monitored for 9 days after infection. Controls reaching 100% survival
appear hidden and merged behind the poly(l:C) primed line (green). Different letters next to the
graphed lines indicate statistically significant difference among treatment at a-b, p-value <0.05; b-c p-
value< 0.0001 (log-rank test, n=30). b. OsHV-1 DNA detection by quantitative PCR in 3 pools of 3
spats in the same experiment. Results are expressed as the mean number of DP gene copies detected
per ng of genomic DNA extracted from whole spat pools. The effect of priming on OsHV-1 loads was
determined using Kruskal-Wallis test (p-value <0.05). Significant differences between treatments were
performed compared to TO using Mann-Whitney (n=3 pools of 3 oysters)(*, p- value < 0.1).

55



Poly(I:C) treatment fails to protect against a pathogenic bacteria

Next, we tested whether this protection was specific to a viral infection. In a previous study we
showed that injection of heat-killed bacteria did not protect against a subsequent viral infection
suggesting that priming could be specific to virus protection®. To test this hypothesis, we performed
the reverse experiment that is to say, priming with poly(l:C) before challenge with bacteria. But firstly,
we tested the dose-dependency of poly(l:C) protection and established an optimal dose in monitoring
protection efficiency from 1.9 ng to 19 ug of poly(1:C) per gram of oyster flesh (Supplementary Figure
1S). We showed that the protection efficiency was dependent on the quantity of poly(l:C) injected and
was effective from a concentration of 0.019 pg.g™ of oysters. We then used the maximal dose leading
to the maximal survival rates (19ug.g™ of oysters) in all the experiments conducted herein. We primed
oysters by injection with poly(l:C), or FSW as a control, 24h before challenging them either with an
OsHV-1 inoculum or a control inoculum prepared from virus-free oysters or a lethal dose of the
pathogenic Vibrio tasmaniensis LGP32 bacterial strain (Figure 2) *. Results confirmed that poly(I:C)
was efficient in protecting oyster against an OsHV-1 challenge with a 98% survival rate as opposed to
FSW-challenged oysters demonstrating 74% survival. However, poly(l:C) failed to protect oysters
against a bacterial infection demonstrating only 13% survival which was not significantly different
from the FSW-primed oysters challenged by bacteria (24% survival) . Altogether these results showed
that poly(I:C) priming failed to protect against that one specific bacterial strain and might suggest that
poly(I:C) specifically triggers antiviral response and protection.
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Figure 2: Poly(l:C) specifically protects against viral but not bacterial infection. Kaplan—-Meier
survival curves were generated from spats primed by injection after anesthesia with poly(l:C) (19u9.9°
! of oyster) or with filtered seawater as a control and injected 1 day post-priming with OsHV-1 pvar
homogenate (1.1 x 10" copies of DP gene per oyster) or OsHV-1-free control homogenate or Vibrio
tasmaniensis LGP32 (7 x 107 UFC per oyster). One control conditions without injection is represented
as non-treated (black line). Controls reaching 100% survival (poly(l:C) and FSW primed oysters
challenged with the control inoculum) appear hidden and merged behind the non-treated control line.
Mortalities in each group of 45 oysters (15 per tank) were monitored for 10 days after infection. a-b
and b-c, p-value <0.0001; log-rank test (n=45).

Poly(I:C) treatment triggers a long lasting antiviral protection also efficient

during a naturally occurring disease outbreak

In the previous experiments presented here, antiviral protection has been observed only 1 day
after poly(1:C) injection. To test whether this observed protection could be long-lasting, we expanded
the lapse time between prior poly(l:C) priming and OsHV-1 challenge. To this end, oyster spats were
primed by injection either with poly(l:C) or FSW as a control and stored in a bio-secured nursery
facility. To determine if the poly(l:C) was still protecting from OsHV-1 infection, oysters were
regularly challenged by injection with an OsHV-1 inoculum prepared from the same batch of infected

56



oysters, at 1, 14, 28, 56 and 126 days after poly(l:C) treatment (see experimental scheme in Figure 3).
Kaplan-Meier survival curves at all time points, showed that poly(l:C) was still efficient in protecting
oysters from 24h to 126 days post-priming with consistent survival rates ranging from 89% to 96%
(Figure 4).
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Figure 3: Schematic representation of the experimental design used to test the duration of
poly(1:C) priming and the efficiency in the environment.

The same batch of oysters was anaesthetized before being injected with poly(1:C) or filtered seawater
(FSW). Four priming experiments were performed at different times: at 126 days (priming A), 99 days
(priming B), 71 days (priming C), 24h (priming D) before immersion in the Thau lagoon
(Mediterranean Sea). For priming A, the antiviral effect of the treatment was tested at 1 day, 14 days,
28 days, 56 days or 126 days post-treatment in experimental infections with OsHV-1. Throughout all
the experiments, a batch of oysters remained untreated as a control. During each experimental
infection, mortalities were monitored daily post-challenge. During the environmental test, mortalities
were monitored daily and sampling performed when mortalities occurred (9 and 14 days post-
immersion).

We then tested the efficiency of the poly(l:C) treatment in the Thau lagoon (Mediterranean
Sea, France) affected by recurrent seasonal mortality events associated with OsHV-1. We deployed
two distinct oyster cohorts twice in Thau lagoon in 2015 and 2016. In the first deployment, a first
cohort of oysters were injected with poly(l:C) or non-treated as a control and then placed in the field
before the disease outbreak (1 day after priming). Oysters primed with poly(l:C) had a 80% survival
compared to control oysters which had 29% survival. Poly(l:C)-oysters had a 51% higher survival
(Figure 5a). Since mortalities occurred only 30 days after immersion in the field and that survival rates
were maintained for 119 days after immersion, it suggested that priming duration could be extending
largely over 1 day and could be long-term. To confirm this efficiency in the field and the long-lasting
effect of poly(l:C), we designed a second experiment. As a mirror to the duration experiment, we
primed oysters at different lapse times before deploying them in the Thau lagoon on a second year
(2016) (Figure 2). Using another cohort of specific pathogen-free oysters, we primed oysters by
injection of poly(I:C) or filtered seawater as a control at 126 days, 99 days, 71 days and 1 day before
challenge in the field (Figure 5). Mortality monitoring showed that poly(l:C) was still very efficient in
protecting oysters against a natural infection with 83% to 92% survival (Figure 5b). The protection
lasted until the end of the experiment, i.e. 156 days, more than 5 months after poly(l:C) initial
exposition. In addition, in that second experiment, we quantified viral loads in oysters during the
mortality outbreak (Figure 5c¢). Results show that viral loads were high in non-treated oysters reaching
2.10° copies of DP and FSW-treated oysters reaching a mean of 3.10° copies of DP gene.ng™ of oyster
gDNA. In contrast, poly(l:C)-treated oysters showed reduced viral loads however reaching a mean of
3.10* copies of DP.ng™ at 14 days post-immersion. Nonetheless, those results confirmed that poly(1:C)
is able to trigger a long-lasting antiviral state in the environment enabling oysters to resist to the
disease. The maintenance of this protection over time could either be a direct consequence of the early
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poly(I:C) treatment but also to the persisting presence of poly(l:C) in oysters. To address that issue, we
tested poly(l:C) stability in seawater and in the oyster hemolymph (circulating fluid or blood
equivalent, cell free fraction) by following its presence using the J2 antibody raised against dSRNA
(Figure 6)%. Poly(I:C) appeared as a smear as its size ranges from 1.5 kb to 8 kb. The J2 antibody
allowed us to show that the smears observed were only due to the presence of poly(l:C), as negative
controls (fluids without poly (I:C)) and gDNA did not induce any signal. No signals were obtained
when blotting without the primary antibody (Supplementary Figure 2S). If poly(l:C) seemed stable in
sterile water for 2 days, results showed a rapid degradation of poly(l:C) in seawater as well as in the
hemolymph with a signal totally extinguished between 24h (hemolymph) and 48h (seawater) after
contact. Even if we can’t exclude the persistence of poly(:C) in oyster cells, altogether these results
confirmed that poly(l:C) priming is a long-lasting phenomenon, efficient in protecting oysters in the
field.
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Figure 4: Duration of poly(l:C) priming. Kaplan—Meier survival curves were generated from spats
primed by injection after anesthesia with poly(l:C) (19ug.g™ of oyster) or with filtered seawater as
control and injected 1 day (a), 14 days (b), 28 days (c), 56 days (d) or 126 days (e) post-priming A
with OsHV-1 pvar homogenate (7.7 x 10° and 4.4 x 10° copies of DP gene per oyster, respectively) or
a pathogen free control homogenate. One control conditions without injection is represented as non-
treated (black line). Conditions demonstrating 100% survival rates can appear hidden and merged with
other ones reaching the same survival rate. Mortalities in each group of 45 oysters (15 per tank) were
monitored for 10 days after infection. a, b indicate p-value <0.0001; log-rank test (n = 45).
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Figure 5: Poly(1:C) priming efficiency during a naturally occurring disease outbreak. a. Kaplan—
Meier survival curves were generated from spats primed by injection after anesthesia with 10 pg of
poly(I:C) per oyster (green line) 1 day before deployment in a coastal lagoon of the Mediterranean sea
(Thau Lagoon, France) before a disease outbreak (April 2015). Animals without treatment are
represented as non-treated control (black line). Mortalities in groups of 100 oysters were monitored for
119 days after deployment. Different letters next to the graphed lines indicate statistically significant
difference among treatment at p-value <0.0001(log-rank test; n=100).b. Kaplan—Meier survival curves
were generated from spats primed after anesthesia with poly(1:C) (19ug.g™ of oyster) (green lines) or
with filtered seawater as a control (FSW, red lines), 126 days (priming A), 99 days (priming B), 71
days (priming C) or 1 day (priming D) before deployment in the Thau Lagoon during a disease
outbreak (June 2016). Animals without treatment are represented as non-treated control (black line).
Mortalities in groups of 100 oysters were monitored for 30 days after deployment. Different letters
next to the graphed lines indicate statistically significant difference among treatment at a-b p-value
<0.0001; b-c p-value<0.05 (log-rank test, n=100). c. OsHV-1 DNA detection on 2016 experiment, by
guantitative PCR. Results are expressed as the mean number of DP copies detected per ng of genomic
DNA extracted from whole spat pools at 9 and 14 days post immersion. The effect of priming on
OsHV-1 pvar loads was determined using Kruskal-Wallis test. Statistical differences represent an
increase of OsHV-1 loads compared to the loads at the beginning of the experiment (T0). Significant
differences between treatments were performed using Mann-Whitney test (* p-value <0.1; ** p-
value<0.05; *** p-value<0.01- n = 12 pools of 3 oysters for poly(l:C) and FSW treated oysters and n
= 3 pools of 3 oysters for non-treated oysters).
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Figure 6: Poly(l:C) persistence in seawater and oyster hemolymph

Immuno-northern blotting using antibodies against double stranded RNA. Poly(l:C) was incubated for
0, 24h, 48h with sterile water (W), seawater (SW) or oyster plasma (P) (cell free hemolymph) and 1ug
of each sample separated in 1% agarose non-denaturing gel. A SmartLadder (MW-1700-02,
Eurogentec) was used. Sterile water, seawater and plasma without addition of poly(l:C) were used as
negative controls. After electrophoresis, (a) nucleic acids were stained using GelRed (image partially
cropped) or (b) blotted onto a nylon membrane and immuno-localized using the J2 antibody (Scicons)
(image partially cropped). For immune-blotting, 1pg of C. gigas genomic DNA (gDNA) was added to
the gel in place of the ladder, as a negative control. Full-length blots/gels are presented in
Supplementary Figure 2S.

60



DISCUSSION

In the present study, we characterized the extent of nucleic acid antiviral priming in the oyster. We
demonstrated for the first time that nucleic acids of different structures (single or double stranded) or
various lengths (from 300 bp to 8 kb) could all be efficient in inducing an antiviral state and able to
reduce mortalities upon viral infection, ranging from 83% to 100% survival. In these trials, poly(l:C)
HMW was the most efficient in mitigating oyster mortalities (100% survival). These results are in
accordance with studies in vertebrates that provide evidence that the length of dSRNA drives distinct
innate responses in different cell lineages and demonstrate that HMW poly(1:C) induces stronger
antiviral response than LMW poly(1:C)*. If poly(l:C) was drastically reducing viral loads in infected
oysters, viral loads and mortality rates did not seem to be clearly related for other nucleic acid tested.
That discrepancy might be due to the fact that we did not obtain 100% protection rates for this priming
experiment. Previous studies also showed variability in responses to dsRNA injection possibly due to
variability in accurate administration, potential excretion or poor cellular uptake®*®. The elevated viral
loads observed might thus be due to sub-optimal injections (low doses or inefficient injections) and
further sampling of infected oysters. In addition, we cannot exclude the hypothesis that oysters might,
as in vertebrate systems, possess different pathways to recognize different nucleic acids inducing
different antiviral responses and different kinetics of viral countermeasures. In mammals, innate
immune sensing of nucleic acids represents the major antiviral defense mechanisms®. Nucleic acids
and poly (1:C) have been described as effective viral PAMPs recognized by cytosolic or endosomal
specific receptors (RIG-I-like receptors, Toll-like receptors, cGAS) as well as various nuclease
systems 3, They participate in inducing type | IFN to restrict the propagation of foreign genetic
material in ultimately interfering with virus assembly and protein translation, or in the induction of
several types of cell death including apoptosis®“®. In the oyster, in silico analyses of the C. gigas
genome revealed the conservation of numerous nucleic acid receptors and components of the IFN
pathway (TLRs, RIG-like receptors, PKR, Interferon Stimulated Genes) 34650, Moreover, previous
studies revealed that poly(I:C) and dsRNA induce genes related to the mammalian IFN pathway 2%35%
%8 These indications of structural or functional conservations of nucleic acid sensing pathways in the
oyster could explain the potent activity of a broad range of nucleic acid*®*®%. In the light of recent
studies, Crisan et al. (2016) have also hypothesized that damage-associated molecular patterns (as
nucleic acids) might induce long-term effects on the innate immune system resulting in innate immune
memory>>%, We could then hypothesize that nucleic acids might have a similar capacity to that
observed for certain microbes or ligands in priming the immune responses to remember a previous
injury. Still, more studies are needed and are currently undergoing in our laboratory to unravel the
molecular and cellular bases behind immune priming and the specificity of different nucleic acids
recognition. The identification of the receptors, effectors, and signaling pathways behind these
processes might not only contribute to the design of other antiviral strategies for virus control in
invertebrates, but might also provide a better understanding of the conservation of the invertebrate
innate antiviral system.

Based on the demonstrated efficiency of HMW poly(l:C) antiviral priming, we further used this
in vivo model of interaction to complete the characterization of the antiviral immune priming in the
oyster. The use of poly(l:C) in place of a replicating virus allowed to analyze immune responses in a
non-pathogenic context, in the absence of any interference that may occur via specific viral proteins.
We originally showed that the viral load reduction (OsHV-1 DNA detection below gquantification
limits) due to poly(l:C) priming was related to a significant decrease in oyster mortalities when facing
the OsHV-1 virus with an average survival rate of 95% (ranging from 100% to 78%) over experiments
in laboratory conditions. In addition, we demonstrated for the first time that the priming effect was as
efficient in experimental challenges using OsHV-1 as in the field when facing a naturally occurring
disease outbreak. Priming with poly(l:C) indeed induced in the field, over two independent
deployments during two successive years, an average survival rate of 88% (ranging from 80 to 93%).
Once again, if viral loads remained low nine days after immersion in the field, we were able to detect
virus DNA in primed oysters at 14 days after immersion, when the mortality rates were still low. This
is probably due to heterogeneity in efficiency of poly(l:C) treatment and the fact that we tested a batch
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of oysters that did not reached 100% survival and experienced from 8% to 17% mortality. In
mammals, Poly(I:C) was also shown to be a good therapeutic agent against herpes simplex virus
(HSV-2) that did not prevent viral infection but decreased disease **. Interestingly, previous studies on
the causative agents and etiology of the massive juvenile oyster mortalities revealed that the respective
role of bacteria versus OsHV-1 was still unclear in this polymicrobial disease hampering development
of effective prophylactic and therapeutic interventions®°, Our results originally demonstrate that
when the virus replication is impaired, disease does not occur which strengthens the hypothesis that
the OsHV-1 virus plays a major role in triggering the disease®®. However, additional studies will be
required to decipher whether oysters actually die from a viral disease or from a secondary bacterial
infection as demonstrated for vertebrate viral diseases. In these cases virus would act as a primary
offender leading to dysfunctional innate immune response and enhanced susceptibility to bacterial
infection 02,

We also investigated the specificity of poly(l:C) priming in the oyster. When challenged with a
pathogenic bacterial strain, poly(I:C)-primed oyster survival did not exceed 13%. This result suggests
that poly(I:C) would specifically induce an antiviral response. In invertebrates, a variety of studies
have addressed the specificity of enhanced protections qualified as immune priming, and observed
notable differences, from cross-reactivity (non-specific) ® to highly specific **. The degree of
specificity associated with this phenomenon is thus likely to be dependent on the pathogen and
immune mechanisms involved. However, in the oyster, previous studies showed that C. gigas
possesses distinct and specific antiviral and antibacterial responses *, but also that priming with heat-
killed bacteria wasn’t efficient in protecting oysters against OsHV-1*°. Added to the fact that nucleic
acid injection induces IFN-like pathways in vertebrates and invertebrates, not regulated following
bacterial infection, it further suggests that the protection might be specific to an antiviral protection®-
3153 Nevertheless, future work should test challenging poly(1:C) (or other nucleic acid)- primed
oysters with different pathogenic bacterial strains to generalize this statement and confirm whether it is
a hallmark of oyster antiviral immune priming.

Furthermore, we showed that poly(l:C) increased survival rates in a long-lasting way. Our results
demonstrated for the first time that this protection could last for more than 5 months in laboratory and
environmental conditions. In human tissues, poly(l:C) possesses a short half-life (4 hours) and is
rapidly degraded likely due to endonuclease activities 2#*®°. In seawater or in the oyster’s
hemolymph, we showed that poly(l:C) persistence did not exceed 2 days ®. Likewise, Masood et al.
observed in the oyster Saccostrea glomerata, that poly(l:C) detection in the hemocytes decreased
significantly from 15h post-injection, also suggesting a short lifetime in oyster tissues ®. These data
suggest that immune priming may not be due to a persistence of poly (I:C) in oyster tissues. Only a
few studies have addressed the time course of innate immune priming and examined resistance at
different time points after priming. In those studies, performed in various invertebrates including
crustaceans, insects and even cnidarians, the improved response to the different pathogens was often
shown to be short-lived and did not exceed 3 months **%’. In molluscs, duration was not explored over
56 days for B. glabrata/S. mansoni interactions®®. In C. gigas, the duration limit was not explored over
54h for poly (I:C) stimulation and over 7 days for vibrio immune priming 222303188 |n our case, the
duration observed thus largely extended over the one observed in previous experiments using
poly(I:C) and might even extend over that period since we did not test longer timespans. To our
knowledge this is the first demonstration of such duration in a mollusc or invertebrate species. These
results, added to the fact that primed oysters are still able to induce antiviral protection a long time
after elimination of poly(l:C), are suggestive of the existence of innate immune memory mechanisms
in the oyster. However, the notion of innate immune memory in invertebrate is an intense subject of
debate. This notion has been introduced by Kurtz et al. (2003)* in a phenomenological approach that
wasn’t supported by mechanistic analyses. Since then, numerous studies have tried to come up with a
general definition of this phenomenon and attributed to invertebrate innate immune memory multiple
mechanisms; from the sensu stricto recalled response (where immune parameters have to return to a
resting state) to sustained responses or even biphasic shifting responses®. In our case, we cannot
exclude that oysters are experiencing either of these scenarios and further work are granted to find
relevant priming markers to help understand the mechanisms involved in this antiviral protection.

Finally, it is interesting to note that our data were obtained on different cohorts of naive oysters
tested at the same age, thus supporting the fact that the observed innate immune priming effect was not
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due to a specific genetic background. Hence, these processes seem to be a general trait in oysters, even
if we cannot exclude natural variations in priming capacities. Taking this trait into account would be
of outmost importance in view of the therapeutic potential of innate immune priming. The possible use
of immune priming has indeed been a subject of intense research to develop “pseudo-vaccines” to
reduce infection in economically important invertebrates, notably in crustaceans to mitigate recurrent
viral diseases™’®™. The practical difficulties associated with vaccine administration and potential
safety issues that should be considered for food sources underlie the need to further explore this new
strategy of pathogen control. Regarding application potential, it is noteworthy that the observed
protection by poly(I:C) was not relevant to the route of priming used™’2", When testing bathing
oysters in poly(l:C), we obtained similar protection results as for injection (Supplementary Figure 3S).

In conclusion, in the present study we demonstrate that antiviral immune priming processes are
not restricted to arthropods and are also present in Lophotrochozoans, further highlighting the
diversity of invertebrate immune processes. This model may provide better understanding of disease
mechanisms underlying viral infections and could be used to explore novel antiviral strategies to help
mitigate disease threats upon marine bivalves. Numerous questions are still emerging about
characteristics of innate immune priming and more work is warranted to try and draw a comprehensive
view of all these processes existing across phyla in regard to the diversity of interactions studies and
multiplicity of mechanisms involved. To try and understand the nature and origin of these convergent
or conserved innovations, a recurrent question is the molecular bases of immune priming and memory.
Future studies should endeavour to investigate molecular bases of this phenomenon as well as its
ecological and adaptive significance in oyster populations.

MATERIALS & METHODS

Experimental animals

Experiments have been performed on specific pathogen -free (SPF) (i.e. free of mortality, negative for
OsHV-1 detection and very low Vibrio sp. bacteria concentrations ™) juvenile C. gigas oysters (or
Magallana gigas, Thunberg, 1793) (4-8 months old, less than one-year old) from the FINA Ifremer
project and from the DECIPHER ANR program (ANR-14-CE19-0023). SPF oysters were produced
following standardized protocols under sanitary controlled conditions at the Ifremer research facility
of Argenton. These batches of oysters were chosen for their naive and pathogen-free character and
were used indifferently, depending on their availability at the time of the experiments, independently
of their genetic background. For reproducibility issues, oysters were always tested at comparative ages
(4 months old), except for duration and field experiments where priming efficiencies were monitored
until 8 months-old.

Preparation of pathogens or control inoculums

OsHV-1 inoculums (or virus homogenates) were prepared according to " from moribund oysters
experimentally infected with OsHV-1 in previous trials and frozen at -80°C. All inoculums used in the
different experiments discussed in this study were prepared from the same batch of infected oysters to
ensure reproducibility (except for experiment in supplementary files). Viral DNA loads (OsHV-1 pvar
genomes copies.puL™) in inoculums were estimated by qPCR *° and indicated for each experiment.
Viral inoculums were confirmed to be free of cultivable bacteria by plating 40ul on LB NaCl agar
plates. Control inoculums (control homogenate) were prepared following the same protocol from
healthy naive oysters showing no detectable amount of viral DNA.

Vibrio inoculum was prepared from Vibrio tasmaniensis LGP32 strain that was isolated from C. gigas
undergoing a mortality episode . Vibrios were grown under agitation at 20°C in Zobell medium for
24h. Cultures of V. tasmaniensis LGP32 were centrifuged (1000 x g, 10 min, 20°C) and re-suspended
two successive times in sterile seawater to an optical density (OD600) of 1 (1 x 10°UFC/ml).
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Priming solutions

For priming experiment, the following nucleic acids were used: poly(l:C) HMW (Invivogen, cat.
code:tlrl-pic), poly(l:C) LMW (Invivogen, cat. code:tlrl-picw), double stranded RNA GFP (GFP_
dsRNA), double stranded RNA OsHV-1 (OsHV1_dsRNA), single stranded RNA OsHV-1 (OsHV1 _
SSRNA). Poly(I:C) comprises long strands of inosine poly(l) homopolymer annealed to strands of
cytidine poly(C) homopolymer. The average size of Poly(l:C) HMW is from 1.5 kb to 8 kb and the
average size of Poly(l:C) LMW is from 0.2 kb to 1 kb. Poly(l:C) solutions were prepared following
manufacturer instructions and diluted in sterile filtered (0.02um) seawater to the desired concentration.
Double stranded and single stranded RNAs were synthesized using the Ambion MEGASscript®RNAI
kit (cat.#AM1626). To generate transcription template for both strands of the dSRNA, two separate
PCRs with a single T7 promoter-containing PCR primer in each were performed. For OsHV-1 dsRNA
and ssRNA, a 330 pb fragment targeting the ORF 87 genomic sequence (Genbank AN KF517121)
was amplified using primers from ’’ (with the T7 promoter appended to the 5° end of the primers)
using cDNAs synthesized from RNA extracted fromOsHV-1 infected animals. For GFP dsRNA, a 692
bp fragment targeting the green fluorescent protein sequence was amplified using primers GFP-T7-F-
TAATACGACTCACTATAGGGAGAGCGAGGAGCTGTTCA and GFP-T7-R-
TAATACGACTCACTATAGGGAGAGTCCATGCCGAGAGT using the plasmid pJGFPH as a
template.

Priming and challenge experiments

For each experimental priming and challenge experiment, animals were previously anesthetized in
hexahydrate MgCl, (ACROS, cat.# 197530250, 50g.L™, 100 oysters/liter) according to ® for 4 to 10h.
Oysters were injected using 26-gauge needle attached to a multi-dispensing hand pipette, either with
20pL or 40uL of the priming solution and 20ul of the pathogen/control inoculums in the adductor
muscle to spread into the circulatory system. Injection of sterile filtered seawater (FSW- in the same
proportion used for nucleic acids resuspension) was used as a priming injection control. For all
experimentations, a group of oysters were only anesthetized or non-treated as non-injected control.
Non-treated oysters refer to oysters that were not primed, nor challenged in controlled conditions and
not primed in the field experiment. For short term rearing (<24h) oysters were replaced in seawater in
plastic tanks at room temperature; for long term rearing after priming (>24h), oysters were maintained
at 14+1°C and fed in a biosecure nursery facility at Ifremer’s Aquaculture Research Facility in
Palavas-les-Flots (Laboratoire Aquaculture en Languedoc-Roussillon, LALR, Southern France). All
challenge experimentation were performed in 3 replicates with spats in 1L of seawater in plastic tanks
regulated at 20 £1°C. In each tank, spats were separated in two groups; one for mortality monitoring
and one for sampling. Sampling consisted in individually removing shells of each oyster with a sterile
scalpel blade and snhap-froze the whole oyster in liquid nitrogen by pool of three animals. The oysters
were stored at -80°C before grinding to powder and nucleic acid purification. Mortality was followed
daily and dead spats were removed from tanks and stored at -80°C. Survival rate data were analyzed
for statistical differences between treatments by log rank test on Kaplan-Meier survival curves. Figure
3 is depicting priming experiments 4 and 5.

(1)Priming specificity studies: testing various nucleic acid injections

Different nucleic acid were used (poly(l:C) HMW, poly(l:C) LMW, GFP_dsRNA, OsHV1 dsRNA,
OsHV1 _ssRNA). For each condition, 270 spats of a susceptible oyster line (F15-Decipher project)
were primed after anesthesia (6h) with 20uL (5 pg/oyster) different nucleic acids or with filtered
seawater as a control. For each priming condition, 24h after priming, 135 spats were injected with
20pl of OsHV-1 inoculum (8.9 x 10° copies of DP gene.uL™) and 135 spats injected with control
inoculums, excepted for anesthesia and non-treated conditions.

(2)Poly(I:C) HMW dose effect

Different doses of poly(1:C) HMW (19g, 1.9ug, 190ng, 19ng and 1.9ng.g™ of oyster) were injected to
oysters after anesthesia. For each condition, 360 spats of a susceptible oyster line (F11-Decipher
project) were primed with 40pL of poly(I:C) HMW at different concentrations after anesthesia (5h) or
injected with filtered seawater as a control. For each condition, 24h after priming, 180 spats were
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injected with 20uL of OsHV-1 inoculum (1.1x10° copies of DP gene.uL™)and 180 spats injected with
a control inoculums, excepted for anesthesia and non-treated conditions.

(3)Poly(I:C) specificity of protection against Vibrio and virus

For each condition, 300 spats from the same 01-2016 FINA cohort (Ifremer production)’ were
injected after anesthesia (10h) with poly(1:C) HMW (19ug.g* of oyster) or filtered seawater as a
control. For each priming condition, 24h after priming, 100 spats were infected with OsHV-1 (5.6x10°
copies of DP gene.uL™), 100 spats with a control inoculums and 100 spats with V. tasmaniensis
LGP32 (3.5x10° UFC.uL™).

(4)Duration of the poly(I:C) protection

For each priming condition (figure 3), 1200 spats from the same 01-2016 FINA cohort (Ifremer
production)’ were injected after anesthesia with poly(1:C) HMW(19 pg.g™ of oyster) and 1200 spats
with filtered seawater as a control on the same day. At different time post-priming, i.e. 1, 14, 28, 56 or
126 days after priming, a group of oysters (120 spats) was infected with OsHV-1 (mean: 7.4x10°
copies of DP gene.uL™) or control inoculums (120 spats) to determine if the poly(l:C) was still
protecting from OsHV-1 infection.

(5)Efficiency and duration of the poly(I:C) protection in the environment

A first experiment was performed in 2015. SPF oysters used are from the same 8-months old SPF 01-
2015 FINA cohort (Ifremer production). Four groups of 100 oysters were anesthetized in MgCI2 and
injected with poly(l:C) HMW (10ug per oyster) or non-treated as a control, 1 day before immersion in
the Thau lagoon (43°22'45.1"N 3°34'16.1"E, France).

A second experiment was performed in 2016. SPF oysters from the 01-2016 FINA cohort (Ifremer
production) were injected after anesthesia with poly(l:C) (19 pg.g™ of oyster) or filtered seawater as a
control, 126, 99, 71 days or 24h (priming A to D, respectively, see figure 3) before deposition in the
Thau lagoon (43°22'45.1"N 3°34'16.1"E, France). Each condition was divided in two: one for
sampling (72 spats) and one for mortality monitoring (100 spats). In parallel to immersion in the
natural environment, for each priming times, laboratory infections with OsHV-1 pvar (2.2 x 10° copies
of DP gene.uL™) have been carried out following previous protocol.

(6)Poly(I:C) protection through bath treatment

After anesthesia, 20 oysters were exposed to two doses of poly(l:C) HMW (dose 1 was 0.76ug.mL™
and dose % was 0.38pug.mL™) in 100 mL seawater baths for 2 and a half hours. Each treatment was
performed in duplicate. After 2h30 of exposure, oysters were replaced in a 1L tank with fresh seawater
for 24h. Each oyster group was then anaesthetized and divided in 2. Twenty oysters for each treatment,
as well as non-treated oysters as a control, were injected with a viral homogenate containing OsHV-1
(3.6x107 copies of DP gene per oyster) and the 20 others with a pathogen free control homogenate (0
copies of DP gene per oyster) and mortalities were monitored daily for 8 days.

Nucleic acid purification

Oyster pools were homogenised by bead-beading (Retsch, Mixer Mill MM400) with a stainless steel
ball bearing and housing that had been pre-chilled with liquid nitrogen. Genomic DNA was purified
from homogenised oyster tissues using the Macherey-Nagel Genomic DNA from tissue kit (cat.#
740952.250) following manufacturer’s instruction with an additional step of RNAseA treatment
(Macherey-Nagel, cat# 740505). The quality and quantity of genomic DNA was estimated on
Nanodrop 2000 spectrophotometer (Thermoscientific®). Total DNA was resuspended to a final
concentration of 20 ng.ul™ prior to quantitative PCR.

Viral detection and quantification

Detection and quantification of OsHV-1 DNA was performed using quantitative PCR (qPCR). All
amplification reactions were performed in duplicate using a Roche LightCycler 480 Real-Time
thermocycler (QPHD-Montpellier GenomiX platform, Montpellier University). PCR reaction volumes
were 6 pl containing LightCycler 480 SYBR Green | Master mix (Roche), 100 nM of pathogen
specific primers and 20 ng of DNA using an initial denaturation (95°C for 10 min) followed by 40
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cycles of denaturation (95°C, 10s), hybridization (60°C, 20s) and elongation step (72°C, 25s). Virus
specific primer pairs targeting a region of the OsHV-1 genome, predicted to encode a DNA
polymerase catalytic subunit (DP) were chosen as previously described (ORF100, nucleotides
147655-153291 of AY509253): OsHVDPFor- ATTGATGATGTGGATAATCTGTG/ OsHVDPRev-
GGTAAATACCATTGGTCTTGTTCC) ", For absolute quantification, DP amplification products
were cloned into the pCR4-Topo vector and replicated in Escherichia coli DH5a (Invitrogen).
Plasmids were extracted using the Wizard Plus SV miniprep DNA purification system (Promega) and
standard curves of known concentration of plasmid generated according to the Applied Biosystems
manual of absolute real-time RT-PCR quantification. Absolute quantification of OsHV-1 genome
copies in oyster samples was then estimated by comparing the observed crossing point (Cp) values to
known plasmid standards from 10° to 10° copies of DP. The effect of priming on OsHV-1 pvar load
was determined using Kruskal-Wallis test (p<0.05) using the computer software package, GraphPad
Prism® v. 6.0. Mann Whitney test was used to compare rank of means if significant differences were
found (p<0.1).

Immuno-northern-blotting for Poly(l:C) persistence assay

20pg of poly(1:C) was diluted in 500pL of filtered seawater (0.02um) or filtered hemolymph (0.2um
extracted from a pool of 13 oysters) or sterile RNase-DNAse free water as a control and incubated at
17°C. Each condition was sampled at time Oh, 24h, 48h and 4 days. Presence of poly(l:C) in each
sample was first monitored by gel electrophoresis on a 1% agarose in Tris-acetate-EDTA 1X gel.
20pL of each sample (1pg of poly(1:C)) and 5ul of ladder (SmartLadder MW-1700-02, Eurogentec) Was
electrophoresed during 2 hours at 4°C and 50V; nucleic acid presence was revealed by GelRed nucleic
acid stain (Biotium) for 10 min. Gel image was taken using the Molecular Imager® Gel Doc™ XR
system (Bio-Rad) and the Quantity One® Software Version 4.6.3 (Bio-Rad) after 4 seconds of
exposition. Presence of poly (I:C) was secondly revealed by immuno-northern-blotting using the J2
antibody (Scicons) specific to dsSRNA?, based on the “DIG DNA labeling and detection kit” protocol
from Roche (cat.No. 11093657910). A total of 20uL of each sample, 1ug of C.gigas genomic DNA
and 2 additional lanes deposited with 1ug of poly(l:C) were deposited on a non-denaturating 1%
agarose TAE gel and electrophoresed for 2h at 50V and 4°C. Gel was blotted onto an Hybond-N nylon
membrane (GE Healthcare) by semidry electroblotting in 1X TAE buffer for 45 min (appligene
vacuum blotter, 50mbar) before UV crosslinking using the spectrolinker (spectronics corporation-
optimal crosslink at 120000pJ/cm?). The membrane was blocked with a blocking solution containing
10% blocking reagent (Roche Diagnostics) in maleic acid buffer (0.1Maleic acid, 0.15M NaCl, pH7.5)
for 30 min at room temperature (RT) and then cut in two. The first part was incubated with the
primary antibody (J2-scicons) diluted at 1:600 in blocking solution for 1h at RT. The second one with
the 2 additional poly(l:C) lanes was not incubated with the J2 primary antibody and then treated the
same way as the first membrane. After washing twice with washing buffer (0.1Maleic acid, 0.15M
NaCl, pH7.5- 0.3% (v/v) tween 20) for 15 min at RT, membranes were incubated with appropriate
AP-conjugated secondary antibody (Goat anti-mouse, SIGMA#A0162) diluted 1:5000 in blocking
solution. After washing, color revelation was performed by incubating the membrane in color
substrate solution (2% NBT/BCIP stock solution (Roche Cat. No. 11681451001) diluted in a detection
buffer composed of 0.1M Tris-HCI-0.1M NacCl, pH 9.5) in the dark. Membranes were scanned to TIFF
files using the Ilssemoquentdenous™ Version 10 (Max®) with no contrast modifications.
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Additional-supplementary files

Supplementary figure 1 S: Poly(l:C) specifically protects against viral infection in a dose
dependent manner

Kaplan—Meier survival curves generated from spats primed by injection with poly(l:C) HMW at
different doses (19ug, 1.9ug, 0.19ug, 0.019ug or 0.0019ug per g of oyster) and injected 1 day post-
priming with OsHV-1 pvar homogenate (2.3 x 10" copies of DP per oyster). Priming with sterile
filtered seawater (FSW) or poly(I:C) (19ug per gram of oyster) before challenge with control
inoculums was used as control (lines are hidden behind non-treated control). Mortalities were
monitored for each treatment group comprising 45 oysters (15 per tank) for 10 days after infection.
Different letters next to the graphed lines indicate statistically significant difference among treatment
with a-b corresponding to p-value <0.05; b-c to p-value <0.01; c-d to p-value <0.001; d-e to p-value
<0.01 (log-rank test, n=45).
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Supplementary figure 2S: Immuno-northern-blotting for Poly(l:C) persistence assay

a.Uncropped image of Poly(l:C) electrophoresis referencing to Figure 6a. b.Uncropped image of
poly(I:C) immuno-localized using the J2 antibody (Scicons) referencing to Figure6b.c.Uncropped
image of control membrane for immune-northern-blotting: 2 lanes loaded with 1ug of poly(1:C) were
separated on 1% TAE agarose gel and blotted onto the same membrane. Membrane was cut in two and
one part (Figure 6b and supplementary Figure 2sb) was treated with the J2 antibody whereas for the
other part (supplementary Figure 2Sc) was only treated with the secondary antibody.

=
.
..
=
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Supplementary figure 3S: Poly(l:C) protection through bath treatment

Kaplan—Meier survival curves were generated from spats exposed after anesthesia to two different
poly(l:C) bath treatments ((1) 76pg.mL™, solid green and blue lines or (1/2) 38ug.mL™, dotted green
and blue lines) or only anesthetized as control (red and grey lines) during 2h30. Twenty four hours
after treatment, oysters were injected with OsHV-1 homogenate (3.6x10" copies of DP gene per
oyster; solid green, dotted green and red line) or with a pathogen free control homogenate (0 copies of
DP gene per oyster; solid blue, dotted blue and grey line). Mortalities in groups of 20 oysters per
treatment were monitored for 8 days after injection. Different letters next to the graphed lines indicate
statistically significant difference among treatment at p-value <0.05 (log-rank test;n=20).
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lll. Synthese des résultats et conclusions

Nous avons étudié le priming immunitaire antiviral chez I'huitre creuse Crassostrea gigas
avec une approche phénoménologique pour en définir les limites en terme d’impact sur la survie a

OsHV-1, de spécificité et de durée, pour répondre a différentes questions:

Questions (i) et (ii) : « Le poly(l:C) protege-t-il des mortalités virales et est-ce que cette

protection est spécifiquement induite par le poly(l:C) ? »

Oui, I'injection de poly(l:C) 24h avant une infection virale a 'OsHV-1 protége des mortalités.
Cependant, d’autres types d’acides nucléiques sont capables d’induire cet effet protecteur. Ces
différents acides nucléiques sont : (i) du poly(l:C) a haut poids moléculaire (poly(l:C) HMW ; 1.5-8kb) ;
(ii) du poly(l:C) a bas poids moléculaire (<1kb) ; (iii) de I’ARN double brin synthétique dessiné sur la
GFP; (iv) ou sur 'OsHV-1 et (v) de I’ARN simple brin dessiné sur 'OsHV-1. Linjection de ces différents
types d’acides nucléiques 24h avant l'infection virale permettait de protéger les huitres des
mortalités, allant de 100% a 78% de survie, le poly(l:C) HMW étant le plus efficace. Par ailleurs,
I’'analyse de la charge virale chez ces animaux stimulés avec les différents acides nucléiques a permis
de confirmer les résultats précédents d’une charge virale réduite chez les stimulés par rapport a ceux

non stimulés.

Question (iii) : « Est-ce que le poly(l:C) protége uniquement du virus OsHV-1 ? »

Le poly(l:C) protége des virus dont I’OsHV-1, mais ne protége pas face a une infection
bactérienne par Vibrio tasmaniensis LGP32. Cette observation suggere un degré de spécificité de
protection antivirale. Cependant a la lumiére des travaux réalisés chez d’autres invertébrés montrant
des degrés divers de spécificité et de protection croisées, nos résultats nécessiteraient d’étre validés
en testant I'effet de la stimulation du poly(l:C) lors d’infections par d’autres souches bactériennes

pathogenes d’huitres.

Question (iv) : « Le poly(l:C) est-il efficace pour protéger les huitres pendant un épisode de

surmortalité massive affectant les juvéniles en milieu naturel ? »

Oui, I'injection de poly(I:C) a des juvéniles d’huitres avant d’étre déposés en milieu naturel au
milieu de parcs ostréicoles, a permis d’améliorer le taux de survie de 62% en moyenne, avec en
moyenne 89.5% des huitres stimulées avec du poly(l:C) survivantes 30 jours apres la mise en eau

contre seulement 27.5% en moyenne pour les huitres non stimulées.
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Question (v) : « Quelle est la durée de la protection induite par le poly(l:C) ? »

Une durée minimale de 5 mois. Des huitres ayant regu une injection unique de poly(l:C)
entre 24h et 126 jours (environ 4 mois) avant (i) des infections virales a I'OsHv-1 réalisées au
laboratoire ou (ii) déployées dans le milieu naturel, ont permis de montrer un effet protecteur du
poly(1:C). Pour les huitres infectées en milieu controlé, les tests n’ont pas été réalisés au-dela de 126
jours, et en milieu naturel, les huitres étaient encore protégées 1 mois aprés la mise en eau soit 5
mois aprés I'injection de poly(l:C). Cette protection ne proviendrait pas d’une stimulation continue
du poly(l:C) puisque nous avons démontré par marquage anticorps que le poly(l:C) était rapidement
dégradé, entre 24h dans I’"hémolymphe et 48h dans I'eau de mer. Toutefois, il sera nécessaire de

tester la stabilité du poly(l:C) au sein des tissus de I’huitre.

En conclusion, ces résultats identifiés grace a notre modele et I'utilisation du poly(l:C) a haut
poids moléculaire comme stimulant ont permis de mieux caractériser le phénomene de protection
antivirale chez I’huitre creuse Crassostrea gigas. Le poly(l:C) protége des mortalités lors d’infections
virales a I"OsHV-1 mais est inefficace contre une bactérie pathogéne (introduisant la notion de
spécificité). La stimulation protege sur le long terme et suggere une forme de mémoire immunitaire.
L'ensemble de ces résultats démontre I'existence d’un priming immunitaire antiviral chez C. gigas.
Par ailleurs, ce modele poly(l:C)/C. gigas, peut fournir un trés bon outil dans la compréhension des

mécanismes moléculaires sous-jacents au priming immunitaire antiviral.
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IV. Données complémentaires

A. Le priming immunitaire antibactérien

Dans le contexte de cette maladie poly-microbienne, nous avons montré un priming
immunitaire antiviral efficace pour protéger les huitres d’infections virales. Cependant, dans cette
maladie poly-microbienne, I'huitre est soumise a différentes populations bactériennes au cours de sa
vie, dont certaines sont pathogénes (LeRoux et al. 2015, Bruto et al. 2017). Des travaux récents
réalisés chez I’huitre ont permis de révéler |'existence d’un priming immunitaire antibactérien lors de
stimulations des huitres avec des bactéries du genre Vibrio, du clade Splendidus (Zhang et al. 2014,
Liu et al. 2016, Li et al. 2017a). Ces travaux se sont focalisés sur les réponses cellulaires de I'huitre
mise en place au cours de ce priming mais ne se sont pas intéressés a I'effet de cette primo-
stimulation en termes de survie lors de la seconde infection. C’'est un aspect que nous avons abordé

au cours de ma these au travers de travaux préliminaires.

Pour identifier si le priming immunitaire antibactérien est efficace pour protéger des
mortalités lors d’infections bactériennes, nous avons injecté 135 naissains standardisés de I'lfremer
de la cohorte 2015 _1 avec chacune 50ul d’eau de mer contenant 1.88x10® CFU de Vibrio
tasmaniensis LGP32 (Gay et al. 2004) tués a la chaleur (90°C, 10min) (LGP32 HK). Cette solution a été
contrélée comme dépourvue de bactéries vivantes par étalement de 50pul de cette solution sur milieu
LB NaCl. Comme contrdle de primo-stimulation, 135 huitres ont été injectées avec le méme volume
d’eau de mer autoclavée et filtrée a 0.2 um (FSW). Vingt-quatre heures apres cette primo
stimulation, nous avons infecté ces différentes huitres, soit avec un inoculum viral enrichi en OsHV-1
(1.43x10% unités génomiques / huitres) (Schikorski et al. 2011b), soit avec 1.88x108 CFU/huitre de
Vibrio tasmaniensis LGP32, soit avec de I'eau de mer autoclavée et filtrée a 0.2um comme contréle
négatif d’infection. Chaque condition de traitement a été réalisée en trois réplicas en déposant 15
huitres dans des bacs contenant 800ml d’eau de mer filtrée. Un suivi de mortalité quotidien a été

réalisé pendant 15 jours (Figure 15) et les huitres mortes ont été retirées des bacs d’infection.
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Figure 15: Effet du priming bactérien sur la survie des huitres lors d’infections bactériennes.
Courbe de survie d’huitres injectées avec de I'eau de mer autoclavée et filtrée a 0.2um (FSW,
courbes pleines) ou avec 1.88x108 CFU/huitre de Vibrio tasmaniensis LGP32 tués a la chaleur (LGP32
HK, courbes pointillées), puis injectées 24h aprés par 1.43x108 copies de virus OsHV-1/huitre (vert) ou
par 1.88x10® CFU/huitre de Vibrio tasmaniensis LGP32 (rouge) ou avec de I'eau de mer autoclavée et
filtrée a 0.2um (bleu). Test de log-rank ; p-value=0.0013 ; n=45.

Concernant les infections bactériennes, le taux de survie des huitres non stimulées avec les
bactéries tuées (i.e. FSW + LGP32) est faible, avec 6.7% de survie 15 jours apres l'infection (courbe
pleine, rouge). En revanche, chez les huitres primo-stimulées avec les bactéries tuées (courbe
pointillée, rouge) bien que le taux de survie final soit similaire a la condition contréle 8.9% de survie a
15 jours, la cinétique de la courbe de survie est différente. En effet, durant les 4 premiers jours
d’infection, le taux de survie est amélioré de 20% chez les huitres stimulées avec les bactéries tuées
par rapport aux huitres de la condition contréle. Cette protection diminue ensuite pour finalement
atteindre a 15 jours le méme taux de survie que les huitres non stimulées. Ces résultats préliminaires
montrent pour la premiéere fois que la stimulation d’huitres par des bactéries tuées ne permet pas de
protéger des mortalités aux doses utilisées dans le contexte de notre étude. Il est possible que cete
inefficacité soit due a la durée entre la stimulation et I'infection qui pourrait ne pas avoir permis une
réponse immunitaire efficace et adaptée en 24h. Cependant, nos résultats suggerent pour la
premiere fois que cette primo stimulation des huitres par Vibrio tasmaniensis LGP32 permet de
ralentir significativement la cinétique d’infection d’au moins 4 jours lors d’infections bactériennes.
Plusieurs hypotheses peuvent étre émises par rapport a cette observation. Nous pouvons émettre
comme premiére hypothése que le délai entre la primo-stimulation et I'infection était trop court
pour permettre une activation efficace des mécanismes impliqués dans le priming immunitaire. Dans

ce cas, il serait intéressant de répéter cette expérimentation avec des délais plus importants entre la
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primo-stimulation et I'infection. Par ailleurs, nous pouvons émettre comme hypothese que I'injection
de bactéries tuées dans les huitres puisse saturer les récepteurs hémocytaires et ainsi ralentir le
processus infectieux lors de I'injection des bactéries V. tasmaniensis LGP32 virulentes. Des d’études
réalisées par d’autres auteurs sur le priming immunitaire antibactérien chez I'huitre (Liu et al. 2016)
suggerent I'implication de la superoxide dismutase extracellulaire (EcSOD) dans les mécanismes de
priming immunitaire. Cependant, il est difficile de pouvoir comparer leurs observations avec nos
résultats puisque la souche bactérienne qu’ils ont utilisée dans leurs expérimentations est un Vibrio
splendidus identifié chez le pétoncle Patinopecten yessoensis dont I'effet sur I’huitre est encore
inconnu (Liu et al. 2013a). Ensuite, nous pouvons émettre comme hypothése que les mécanismes de
la phagocytose pourrait étre saturés par les bactéries tuées primo-injectées et ainsi les V.
tasmaniensis LGP32 virulentes ne pourraient plus entrer dans les hémocytes et exercer leur pouvoir
pathogéne (Duperthuy et al. 2011, Vanhove et al. 2016). Concernant cette hypothése, d’autres
travaux réalisés sur le priming immunitaire antibactérien chez I'huitre ont suggéré un role important
de l'augmentation de l'activité de phagocytose dans ce phénomeéne (Zhang et al. 2014). Ces
observations ont été d’ailleurs soutenues par des travaux montrant une augmentation de
I’'hématopoiese suite a une primo-stimulation par des bactéries tuées (Li et al. 2017a). Ces résultats
pourraient aller dans le sens de notre hypothése impliquant le role de la phagocytose dans cette
protection transitoire. D’'une part, pour confirmer I’hypothése que les mécanismes de phagocytose
sont saturés par les bactéries injectées lors de la primo-stimulation, les contenus hémocytaires
pourraient étre analysés. Pour cela il pourrait étre envisagé de stimuler des huitres avec Vibrio
tasmaniensis LPG32 tués a la chaleur alors que d’autres huitres seraient non stimulées. Vingt-quatre
heures apres, I'ensemble de ces huitres seraient infectées avec la souche Vibrio tasmaniensis LGP32
porteuse d’un plasmide exprimant la GFP. A partir des hémocytes prélevés dans ces différentes
conditions, si la phagocytose est saturée par les bactéries tuées primo-injectées, il y aurait trés peu
de bactéries GFP phagocytées et par mesure de fluorescence, nous pourrions conclure si ce
phénoméne est impliqué ou non. De plus, pour confirmer cette hypothese, il serait alors intéressant
de pouvoir bloquer ce mécanisme de phagocytose via |'utilisation de billes de latex pour ainsi

confirmer le réle de la phagocytose in vivo.

Concernant les infections virales, notre expérimentation nous a permis de montrer un taux
de survie important de 84.4% 15 jours apres l'infection chez les huitres primo-injectées avec |'eau de
mer puis infectées avec I'OsHV-1 (courbe pleine verte). En revanche, chez les huitres primo-stimulées
avec les bactéries V. tasmaniensis LGP32 tuées a la chaleur (courbe pointillée verte), il n'y a pas de
protection croisée, au contraire les mortalités sont aggravées avec 53.3% de survie 15 jours aprés les

infections. Des résultats obtenus récemment au laboratoire ainsi que des données de la littérature
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suggerent qu’il existe des réponses antivirales et antibactériennes bien distinctes mais dont les bases
cellulaires, mécanismes d’activation voire de différenciation restent a établir (Zhang et al. 2015,
Green et al. 2016b). Il se pourrait donc que dans notre étude, I'exposition préalable de I'huitre a une
bactérie pourrait induire une réponse spécifique antibactérienne lors du priming et empécher I'hbte
de mobiliser une réponse antivirale efficace lors de la rencontre avec le virus. Afin de pouvoir
confirmer cette hypothese, il serait important de pouvoir confirmer ces résultats dans un premier
temps et de pouvoir comparer par une approche globale, les réponses immunitaires d’huitres dans
un contexte d’infection bactérienne ou virale. L'approche transcriptomique globale par RNA-seq
réalisée dans le cadre de la thése de Tristan Rubio (Thése de Doctorat de Tristan Rubio, 2014-2017)
lors d’infection bactérienne combinée a nos travaux réalisés sur I'’étude des mécanismes du priming
immunitaire lors d’une infection virale (cf Chapitre 1, Article 1) pourraient permettre de comprendre

si 'immunité antibactérienne se met en place au détriment de I'immunité antivirale.

B. Le priming immunitaire trans-générationnel

Les travaux présentés dans l'article 1 (¢f Chapitre 1, Article 1) ont permis de montrer
I’existence d’un priming immunitaire antiviral efficace a I’échelle de I'individu sur le long terme. Afin
d’aller plus loin dans I’étude de ce priming immunitaire antiviral, Green et collaborateurs en 2016 se
sont intéressés au priming trans-générationnel chez I’huitre (Green et al. 2016a). Ces travaux ont
permis de montrer que la stimulation de géniteurs par le poly(l:C) 3 jours avant la reproduction
permettait d’améliorer le taux de survie des larves D agées de 24h lors d’infections virales a I'OsHV-1,
pour une durée minimale de 96 heures (59.7% de survie en moyenne) par rapport a des larves issues
de géniteurs non stimulées (18.9% de survie en moyenne). Ces résultats extrémement encourageants
notamment en termes d’application potentielle pour la profession ostréicole ont cependant soulevé
différentes questions fondamentales sur |'origine de cette protection. Différentes études réalisées
chez les invertébrés étudiant le priming immunitaire trans-générationnel (TGIP) ont montré que ce
transfert vertical d’'immunité pouvait étre d’origine maternelle ou paternelle suivant les espéces
(Roth et al. 2010, Zanchi et al. 2011). Dans le cadre de cette these, j'ai eu la chance d’obtenir une
bourse de financement de 3 mois, qui m’a permis d’aller étudier ces questions avec le Dr Green et le
Pr David Raftos au Sydney Institut of Marine Science. Les résultats préliminaires obtenus au cours de

cette mission en Australie sont présentés ci-aprés.

Nos travaux se sont dans un premier temps intéressés a définir si la période de stimulation
des géniteurs avant les reproductions pouvait influencer cette protection. Pour aborder cette
guestion, nous avons injecté un lot d’huitre, composé de 3 males et 6 femelles, avec du poly(l:C) 3

jours avant les reproductions (Figure 16 B). Un deuxieme lot de géniteurs composé de 2 femelles et
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de 6 males a été injectés avec du poly(l:C) 10 jours avant les reproductions (Figure 16 C). Comme
controle négatif de stimulation, un dernier lot de 4 femelles et 5 males a été injecté avec de I'eau de
mer 3 jours avant les reproductions (Figure 16 A). L'ensemble de ces expérimentations ont été
coordonnées pour pouvoir réaliser les reproductions le méme jour. Vingt-quatre heures aprés ces
reproductions, les larves issues de chaque famille d’huitre provenant des géniteurs stimulés avec du
poly(1:C) 3 jours avant, 10 jours avant ou contréles ont été divisées en deux lots distincts. Un lot a été
infecté par le virus OsHV-1 par ajout d’une solution infectieuse contenant I'OsHV-1 dans I'eau
d’élevage larvaire d’apres le protocole de Green et collaborateurs en 2016 (Green et al. 2016a). Le
second lot a servi de contréle négatif et n’a pas été infecté (NC). Le taux de mortalité larvaire a été
suivi quotidiennement pendant 2 jours dans I'ensemble de ces bassins d’élevages larvaires (Figure 16
D). Les suivis de taux de mortalité chez les différentes familles larvaires non infectées (Figure 16 D,
NC) montrent un faible taux de mortalité entre 8% et 15% en moyenne pour toutes les conditions.
Lors d’infections avec le virus OsHV-1 (Figure 16 D, OsHV-1), 2 jours apres l'infection, chez les larves
provenant de géniteurs non stimulés (Figure 16 D, OsHV-1, histogramme vert), le taux de mortalité
est plus élevé avec 45% de mortalité en moyenne. Chez les larves provenant de géniteurs stimulés au
poly(l:C) 3 jours avant les reproductions, le taux de mortalité est plus faible, similaire aux larves non
infectées avec 14% de mortalité en moyenne (Figure 16 D, OsHV-1, histogramme rouge). En
revanche, chez les larves provenant de géniteurs stimulées au poly(l:C) 10 jours avant les
reproductions (Figure 16 D, OsHV-1, histogramme bleu), les larves ne sont pas protégées, le taux de
mortalité est similaire a celui des larves provenant de géniteurs non traités (37% de mortalité en

moyenne).
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Figure 16 : Etude de la durée de la stimulation de géniteurs avant la reproduction pour le
priming trans-générationnel. Schéma du design expérimental (A, B et C) et pourcentage de mortalité
cumulé de larves lors d’infection a I’'OsHV-1 (D). Le diagramme A représente les couples d’huitres
males et femelles injectés avec de I'eau de mer stérile 3 jours avant les reproduction et les
diagrammes B et C, les couples d’huitres injectées avec du poly(l:C) 3 jours avant les reproductions
(B) ou 10 jours avant les reproductions (C). Les histogrammes correspondent au taux de mortalité
cumulé, 2 jours apreés infection des larves agées de 24h, issues de des différentes reproductions, avec
le virus OsHV-1 ou non infectées (NC) (D). One-way Anova (p-value<0.05).

Ces résultats préliminaires confirment les résultats préalablement publiés chez I'huitre,
I'injection de poly(l:C) a des géniteurs 3 jours avant les reproductions permet de protéger la
descendance larvaire agée de 24h, contre des infections virales a 'OsHV-1 (Green et al. 2016a).
Cependant, nos résultats suggerent que cette protection transmise a la descendance est dépendante
de la durée entre la stimulation avec le poly(l:C) et la reproduction. Si la stimulation des géniteurs est
trop éloignée dans le temps des reproductions et donc des infections, les larves ne sont plus
protégées. Nos résultats préliminaires tendent a montrer une protection transmise qui serait
transitoire. Ces résultats préliminaires sont les premiers a ma connaissance suggérant la notion de

dépendance du moment de la stimulation des géniteurs. Les travaux de Green et ses collaborateurs
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en 2016 posaient la question des mécanismes sous-jacents a cette protection transmise a la
descendance (Green et al. 2016a). Cette protection provient-elle d’une reprogrammation
épigénétique lors de la primo-stimulation comme cela est suggéré dans quelques études sur d’autres
modeles (Ottaviani et al. 2013, Norouzitallab et al. 2016, Vilcinskas 2016, Mukherjee et al. 2017)?
Cette hypothése reste encore a étre explorée, puisque trés peu de données concernant le réle de
reprogrammations épigénétiques dans les mécanismes participant au TGIP sont disponibles. La
deuxieme hypothése qui pourrait-étre émise serait une transmission directe par la mére. Chez
d’autres organismes, des travaux ont montré cette transmission via des composants immunitaires
comme des peptides antimicrobiens comme c’est le cas chez le poisson (Zhang et al. 2013a), de
différents PAMPS bactériens comme des LPS, peptidoglycanes ou zymosan directement dans |'ceuf
chez I'abeille Apis mellifera (Salmela et al. 2015). Nous avons abordés cette hypothése pour définir si

la protection pouvait provenir de la mére et /ou du pére.

Dans un second temps nos travaux ont donc porté sur visés a comprendre si dans le modele
huitre, I'approvisionnement de la protection est d’origine maternelle et/ou paternelle, nous avons
réalisé des expérimentations au cours desquelles des huitres femelles ou des huitres males ont été
stimulées avec du poly(l:C). Pour déterminer I'effet de la stimulation maternelle, nous avons réalisé
différentes familles d’huftres a partir de reproductions entre des huitres femelles injectées avec de
I’eau de mer comme contrdles ou stimulées par le poly(l:C) 3 jours avant la reproduction, avec un
seul male injecté avec de I'’eau de mer (Figure 17 a). L'inverse a été réalisé pour étudier I'effet de la
stimulation paternelle (Figure 17 a). Nous avons ainsi obtenu 17 familles d’huitres; 4 familles
provenant de meéres stimulées au poly(l:C) et 4 familles provenant de mére non stimulées ainsi que 4
familles provenant de peres stimulés au poly(l:C) et 5 familles de peres non stimulés (Figure 17 a).
Vingt-quatre heures aprés les reproductions, une partie des larves D (agées de 24h) provenant des
différentes familles ont été infectées avec le virus OsHV-1 par ajout d’une solution infectieuse
contenant I'OsHV-1 dans I'eau d’élevage larvaire. Lautre partie des larves servant de contréle n’a pas
été infectée (NC) (Figure 17 b et c). Le suivi de mortalité larvaire a été réalisé quotidiennement
pendant 2 jours dont le taux de mortalité est présenté dans la figure 17 b pour I'effet maternel et la

figure 17 c pour I'effet paternel.
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Figure 17 : Etude de l'origine maternelle ou paternelle du priming trans-générationnel. Design
expérimental (a) et pourcentage de mortalité cumulé de larves d’huitres lors d'infections a I'OsHV-1
(b et c). Le diagramme (a) représente les couples d’huitres réalisés pour déterminer une provision
maternelle ou paternelle au priming immunitaire antiviral trans-générationnel. Pour déterminer la
provision maternelle (maternal effects) des huitres femelles ont été injectées avec du poly(l:C)
(poly(l:C)-primed) ou de I'eau de mer stérile (seawater-primed) et reproduites avec un seul male
injecté avec de I'eau de mer. Pour déterminer la provision paternelle (paternal effects) des huitres
males ont été injectées avec du poly(l:C) (poly(l:C)-primed) ou de I'eau de mer stérile (seawater-
primed) et reproduites avec une seule femelle injectée avec de I'eau de mer. Les histogrammes
correspondent au taux de mortalité cumulé, 2 jours apres infection, des larves agées de 24h, issues
de des différentes reproductions, avec le virus OsHV-1 ou non infectées (NC) (b et c).

Concernant les larves contréles n’ayant pas recu d’OsHV-1 (NC), provenant de pere et de
meres stimulées au poly(l:C) ou non, les taux de mortalité 2 jours apres l'infection sont faibles et
similaires entre les conditions (entre 2.8% et 4.4%). Dans les lots controles ou les parents n’avaient
pas été stimulés au poly(l:C), nous avons observé un taux de mortalité de 17.4% en moyenne (Figure

17 b, histogramme vert). Par contre, chez les larves provenant de meres stimulées au poly(l:C), le
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taux de mortalité est significativement réduit avec 8.3% de mortalité en moyenne 2 jours apres
I'infection (Figure 17 b, histogramme rouge). Concernant les larves provenant de péres stimulés au
poly(1:C) (Figure 17 c, histogramme rouge) ou non stimulés (Figure 17 c, histogramme vert), les taux
de mortalités sont similaires et plus importants que pour les larves provenant de femelles traitées au
poly(l:C) (20.6% et 31.5% en moyenne, respectivement). Ces résultats suggerent donc une origine
maternelle et non paternelle a cette protection trans-générationnelle. Ces résultats préliminaires
tendent donc a supporter I'hypothése d’un transfert de composants immunitaires ou immuno-
modulateurs par l'intermédiaire des gameétes femelles. L'ensemble de ces travaux préliminaires
devront par la suite étre confirmés en reproduisant ces analyses. Ensuite, I’hypothése d’un transfert,
d’origine maternelle et transitoire, souléve la question de la nature des composés qui pourraient étre
transmit dans les ovocytes. Le premier candidat a rechercher est le poly(l:C) lui-méme. Bien que le
poly(l:C) soit dégradé rapidement dans I’hémolymphe et I’eau de mer en moins de 48h (cf Chapitre |,
Article 1), sa persistance dans les différents de I'huitres n’est pas encore identifié. La présence de
poly(1:C) dans les ovocytes pourrait alors étre transmit aux larves et dans ce cas, il ne s’agirait pas de
priming trans-générationnel dans notre étude, mais de stimulation immunitaire directe sur les larves.
Des analyses complémentaires du suivi de la persistance du poly(l:C) pourraient étre envisagées par
I'utilisation d’anticorps spécifiques du poly(l:C) ou le suivi de poly(l:C) marqué a le rhodamine
(Masood et al. 2016, Masood et al. 2017). Par ailleurs, afin d’identifier si le contenu protéique des
ovocytes pourrait influencer la protection des larves, une approche protéomique par la technique de
migration sur gel en 2 dimensions (2D-PAGE) a été réalisée et est en cours d’analyse. Par ailleurs, nos
résultats soulévent la question de la durée de cette protection chez les larves. Il serait alors
intéressant d’identifier la durée de la protection en réalisant le méme protocole que nous avons
utilisé puis d’infecter régulierement de jeunes huitres, a différents stades de vie, pour contrdler leur
sensibilité aux infections virales a I'OsHV-1 et ainsi déterminer la durée dans le temps de cet effet

protecteur.
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Chapitre 2 :

Mécanismes du priming immunitaire
antiviral chez I'huitre creuse
Crassostrea gigas

. Introduction

La seconde partie des résultats de cette thése est consacrée a [lidentification des
mécanismes moléculaires sous-jacents au priming immunitaire antiviral chez I'huitre creuse
Crassostrea gigas. Le séquencage du génome de I'huitre C. gigas (Zhang et al. 2012) a permis
d’identifier in silico de nombreuses voies de signalisations antivirales conservées chez I’huitre (Green
et al. 2015a). Par ailleurs, différentes études se sont intéressées aux réponses transcriptomiques de
I’huttre lors d’infection a I’'OsHV-1, visant a comprendre les mécanismes moléculaire de I'huitre lors
d’infection a I'OsHV-1 (Zhang et al. 2012, Green and Montagnani 2013, Jouaux et al. 2013, Green et
al. 2014a, Segarra et al. 2014a, Segarra et al. 2014c, He et al. 2015, Rosani et al. 2015, Green et al.
2016b). De plus, le génome de I'OsHV-1 est séquencé et permet donc de suivre I'expression des

transcrits viraux au cours d’une infection virale (He et al. 2015, Rosani et al. 2015).

Comme nous venons de le voir dans la description phénoménologique du priming
immunitaire chez I'huitre, I'injection de poly(l:C) a des huitres naives permet de les protéger des
mortalités impliquant I'infection par I'OsHV-1. Nous possédons donc un modele nous permettant de

comprendre les mécanismes sous-jacents du priming immunitaire antiviral chez I'huitre.

Nous avons choisi d’étudier les mécanismes moléculaires du priming immunitaire antiviral
chez I'huitre par une approche transcriptomique globale par RNA-seq. Cette approche par « dual
RNA-seq », permettra de suivre d’une part la réponse de I’h6te, mais aussi la réponse du virus. Cette
étude vise a répondre principalement a deux questions : (i) quels sont les mécanismes mis en place
en réponse au poly(l:C)? (ii) quels sont les mécanismes de protection antivirale au cours de l'infection

par OsHV-1 (au niveau des réponses de |I'hote et de I'activité du virus) ?

Les résultats de ces travaux sont présentés sous la forme d’une publication en préparation qui
nécessitera la finalisation de quelques analyses complémentaires en vue d’une soumission prochaine

de I'article.
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Molecular mechanisms underlying antiviral innate immune
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gigas
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ABSTRACT

Since the last decade many discoveries evidenced a form of innate immune memory
and specificity during a second encounter with a pathogen leading to an induced
protection. This phenomenon called “innate immune priming” has been identified
in a broad range of invertebrate species but studies were mainly focused on
phenomenological approaches. The molecular mechanisms underlying this
phenomenon are still unclear. The present study focuses on the mechanisms of
antiviral immune priming in a Lophotrochozoan bivalve, the oyster Crassostrea gigas,
in which innate immune priming has recently been identified using poly(l:C) as elicitor
against the Ostreid herpes virus 1. Our dual RNA sequencing approach revealed for
the first time that poly(l:C) induces a strong and complex antiviral response during
priming. This response leads to an impaired OsHV-1 replication protecting the oyster.
Our results originally suggests that poly(I:C) induces a sustained antiviral response

supporting innate immune memory mechanisms.

INTRODUCTION

A wide range of organisms rely on innate immune systems to defend themselves and have thus
long been considered incapable of developing adaptive immune mechanisms and to lack specificity.
However, in recent years a paradigm shift has emerged showing that the innate immune system is
more complex than previously thought. Indeed, multiple studies carried out on the innate immunity of
invertebrates and plants have shown that they were capable to implement an improved immune
response upon a second infection with a pathogen already encountered (Cooper et al. 1992, Kurtz and
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Franz 2003, Kurtz 2004, Schmid-Hempel 2005, Portela et al. 2013, Cooper and Eleftherianos 2017).
Interestingly, those observations were reinforced by the demonstration that, in vertebrates, cells of the
innate immune system could also build immunological memory (Netea 2013, Netea and van der Meer
2017). Since this phenomenon cannot be associated with the conventional adaptive immunity found in
vertebrates (lymphocyte and immunoglobulin-related), it has been associated with the term of innate
immune priming, trained immunity or innate immune memory. Studies on immune priming are
extremely heterogeneous in terms of invertebrate taxa studied ; host-pathogen interactions (mainly
focused on interactions with bacteria and macro-parasites); elicitors used (lived or killed pathogens,
active molecules); routes of inoculation (oral or injection); duration (from a few days to months); and
degrees of specificity (for review, see (Milutinovi¢ and Kurtz 2016)). Consequently, numerous
questions are still emerging about the very existence of innate immune memory/priming in
invertebrates and more work is warranted to try and draw a comprehensive view of all these processes
across phyla in regard to the diversity of interactions studied. To try and understand the nature and
origin of these convergent or conserved innovations, a recurrent question is the molecular bases of
these phenomena that are still poorly understood. Several mechanistic models have however been
suggested to be associated with specificity and innate immune memory and priming. These processes
have been suggested to rely either on (i) a sustained response consisting in a long-lasting up regulation
of immune effectors after the first encounter with an intruder; (ii) a recalled response consisting in
storing information after a first encounter with an intruder and then to generate a faster and stronger
response after the second encounter; or (iii) an immune shift from cellular to humoral response
between the first and the second encounter (Coustau et al. 2016). These models have been related to a
variety of disparate molecular and cellular mechanisms. Epigenetic reprogramming has been
considered as the main mechanism driving trained immunity in mammalian innate immune cells,
allowing short-term adaptations of the epigenome (Netea et al. 2011, Quintin et al. 2014). In
invertebrates, epigenetic mechanisms have also been investigated and have been implicated in immune
priming processes (Vilcinskas 2016, Castro-Vargas et al. 2017). In addition, reports have suggested
that alternative splicing of certain classes of immune recognition receptors (DSCAMs for Down
syndrome cell adhesion molecule, FREPs for fibrinogen-related proteins) as well as humoral factors
(antimicrobial peptides) and cellular processes as phagocytosis or hematopoietic proliferation that
could also play major roles in specific recognition and immune priming (Watson et al. 2005, Dong et
al. 2006, Roth and Kurtz 2009, Mone et al. 2010, Rodrigues et al. 2010, Hanington and Zhang 2011,
Zhang et al. 2014, Armitage et al. 2015). Hence, untangling the molecular basis underlying
invertebrate innate immune priming and memory from an increasing variety of phylogenetically
distant models would shed light on the specific or universal characteristics of these phenomena.

In the present study, we focused on a member of the Lophotrochozoa phylum, the Pacific
oyster Crassostrea gigas (or Magallana gigas (Salvi and Mariottini 2016), Thunberg 1793)), a main
aquaculture species in the world. Lophotrochozoa is one of the widest groups in the animal reign that
is still poorly explored regarding these processes. In this phylum, the few studies that have
investigated the innate immune priming focused on only three models, the gasteropod Biomphalaria
glabrata, and two bivalves, Chlamys farreri and C. gigas. The interaction between B. glabrata and the
flat worm Schistosoma mansoni has been extensively studied. These studies have unraveled original
mechanisms and established a new model for anti-parasite innate immune memory (Sire et al. 1998,
Portela et al. 2013, Coustau et al. 2016, Pinaud et al. 2016). In bivalves, however, information is still
scarce. A few studies focused on anti-bacterial immune priming. In the clam Chlamys farreri, authors
showed improved survival and increased of transcripts expression of C-lectins upon secondary
challenge with Vibrio anguillarum, suggesting their involvement in the immune priming (Wang et al.
2013). In the Pacific oyster, studies on antibacterial priming with heat-killed Vibrio splendidus
revealed an enhanced phagocytic response and hematopoiesis upon second infection with the same
pathogen and a potential role of extracellular superoxide dismutase (Zhang et al. 2014, Liu et al. 2016,
Li et al. 2017). But the main information regarding bivalve immune priming was obtained on antiviral
immune priming in C. gigas. Indeed, the Pacific oyster has been plagued for years with a juvenile
mortality syndrome with no existing prophylactic or therapeutic treatments. These recurrent
mortalities are associated with a herpes-like virus OsHV-1 pvar (Ostreid herpes virus 1) (Segarra et al.
2010, Martenot et al. 2011, Pernet et al. 2012) that have motivated researches on ways to protect these
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commercially important animals and to deepen our knowledge on the antiviral innate immune system.
To date, a few studies investigated the antiviral immune priming in invertebrates. Some studies
showed failure of protection in models like Drosophila melanogaster (Longdon et al. 2013) while
others showed success in other invertebrates such as insects, nematods and mostly crustaceans
(Johnson et al. 2008, Rechavi et al. 2011, Tidbury et al. 2011). In the latter, numerous research
suggested the potential application for anti-viral immune priming (pseudo- vaccination) to fight
pathogenic viruses causing high mortality in shrimp farming (Chang et al. 2017). In these phyla,
several molecular mechanisms have been suggested to be associated with antiviral immune priming
from the RNA interference and interferon (IFN) pathways to epigenetics. In the oyster, previous work
showed that prior injection of double stranded RNA (dsRNA) could induce an antiviral state
hampering the replication of the OsHV-1 virus and induce protection of the oyster against that virus
(Green and Montagnani 2013, Pauletto et al. 2017). In particular, we developed a model system to
study antiviral immune priming in the oyster and oyster/virus interaction using a non-infectious
elicitor, the viral mimic synthetic double stranded RNA (dsRNA) called poly(l:C) (Green and
Montagnani 2013, Green et al. 2014, Lafont et al. 2017). Poly(I:C) has been known to be a key
signature of viral infection and widely used as a viral mimic in vertebrates known to enhance antiviral
defenses and IFN pathways (Matsumoto and Seya 2008, Yoshida and Azuma 2013). In the oyster, we
showed that injection of poly(l:C) induced an antiviral state mitigating the viral load upon injection of
a pathogenic Ostreid Herpesvirus-1 (OsHV-1) and IFN-like pathways genes (Green and Montagnani
2013, Green et al. 2014). More recently, we have demonstrated, from a phenomenological approach,
that stimulation of oysters by poly (I:C) protects oysters against OsHV-1 infection (Lafont et al. in
review). From our work, a long-term protection have been demonstrated since an infection carried out
4 months after poly(l:C) priming made it possible to protect the oysters, in a controlled environment,
but also in the natural environment during a massive disease outbreak. This work demonstrated that
antiviral immune priming is not restricted to arthropods and suggested the existence of a form of
antiviral innate immune memory in the Pacific oyster. This phenomenological approach raised the
question of the mechanisms underlying the antiviral immune priming. Different studies have shown
that dsRNA, poly(l:C) and OsHV-1 injection could regulate genes from the IFN pathway but we still
lack a comprehensive and broader view of the molecular mechanisms involved in antiviral immune
priming and if it follows one of the previously described mechanistic models (Jouaux et al. 2013,
Green et al. 2015, He et al. 2015, Rosani et al. 2015, Green et al. 2016, Huang et al. 2017). This study
is the first to carry out a global transcriptomic analysis via the RNA-seq technique to identify the
molecular determinants involved in antiviral innate immune memory in an invertebrate. In addition,
this study provides a better understanding of the immunological interactions between Crassostrea
gigas and OsHV-1 and provides tools for the control of the disease affecting oysters in the world,
representing important socio-economic issues.

MATERIAL & METHODS

Experimental animals

Experiment has been performed with specific pathogen free juveniles (SPF- i.e. free of
mortality, negative for OsHV-1 detection and very low Vibrio sp. bacteria concentrations (Petton et al.
2013)) (3.5 months; 20.6 £0.1 mm shell length; 1.62+0.1 g total weight; meantSE) of the Pacific
oyster Crassostrea gigas (or Magallana gigas (Salvi and Mariottini 2016), Thunberg, 1793). Oysters
were offspring of the F11 family of the DECIPHER program (ANR-14-CE19-0023) produced in July
2016. These oysters were chosen for their high susceptibility to the juvenile oyster syndrome (de
Lorgeril et al., in prep.).

Preparation of pathogens/control inoculums

OsHV-1 inoculum (or OsHV-1 homogenate) was prepared according to (Schikorski et al.
2011) from moribund oysters experimentally infected with OsHV-1 in previous trials and frozen at -
80°C. Viral DNA loads (OsHV-1 genomes copies.puL™) in inoculums were estimated by quantitative
PCR (gPCR) (see section: “Viral detection and quantification”). Control inoculum (control
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homogenate) was prepared following the same protocol from healthy oysters showing no detectable
amount of viral DNA. Inoculums were confirmed to be free of cultivable bacteria by plating 40ul on
LB NaCl agar plates.

Priming experiment

As priming solution, poly(I:C) HMW (Invivogen, cat. code: tlrl-pic) was prepared following
manufacturer’s instructions and diluted in filtered seawater to a concentration of 475 ng.uL™ As a
control, a solution of autoclaved and filtered seawater (FSW) at 0.02um was used. For priming
experiment, oysters were anesthetized in hexahydrate MgCI2 (ACROS, cat.# 197530250, 50g.L*, 100
oysters.L™?) according to Suquet et al. (Suquet et al. 2009) for 8h. Animals were then primed by
injection of 40pL of priming solutions in the adductor muscle, using a 26-gauge needle attached to a
multi-dispensing hand pipette. A group of oysters was kept untreated during all the experimentation
(i.e. not primed, nor challenged). Oysters were reared in seawater at 15+1°C for 10 days. For
challenge, oysters were re-anesthetized and injected with 20uL of OsHV-1 or control inoculum (same
injection method). Each challenge was performed in 4 replicates in 5L seawater plastic tanks regulated
at 20+1°C. In each tank, oysters were separated in two groups; one for survival monitoring (15
oysters) and one for sampling (75 oysters). Survival was followed daily and dead oysters were
removed from tanks. Survival rates were analyzed for statistical differences between treatments by
log-rank test on Kaplan-Meier survival curves using the computer software package GraphPad Prism®
v. 6.0.

Sampling

Sampling was done at time 0 (T0), 12h (0.5 days), 1 day and 10 days post-priming (DPP) and
at 0.5, 1, 2 and 7 days post-challenge (DPC). Sampling consisted in individually removing shells of
each animal with a sterile scalpel blade and snap-frozen the whole oyster in liquid nitrogen by pool of
15 animals. Samples were stored at -80°C before grinding and homogenization by bead-beading
(Retsch, Mixer Mill MM400) with a 20 mm stainless steel ball in a 50mL stainless steel bowls pre-
chilled in liquid nitrogen. Powders obtained were then stored at -80°C and used for DNA and/or RNA
extractions. Samples from TO, 0.5, 1 and 10 DPP, 0.5 and 1 DPC were used for DNA and RNA
analyses, other samples for DNA analyses only (Figure 1).

Extraction of nucleic acids

Genomic DNA was purified from homogenized oyster powders using the Macherey-Nagel
Genomic DNA from tissue kit (cat.# 740952.250) following manufacturer’s instructions with an
additional step of RNAseA treatment (Macherey-Nagel, cat.# 740505). The quality and quantity of
genomic DNA was estimated on Nanodrop ND-1000 spectrophotometer (Thermoscientific®). Total
DNA was resuspended to a final concentration of 20 ng.uL™ prior to gPCR. Total RNA was extracted
from oyster pool powders (10 mg) homogenized in 500uL of Tri-Reagent (Invitrogen) by vortexing 2h
at 4°C. Prior to extraction, insoluble materials were removed by centrifugation at 12000xg for 10min
at 4°C and supernatant was incubated with 100uL of chloroform at 20°C for 3min. After
centrifugation 12000xg for 15min at 4°C, total RNA in the agueous phase was extracted using the
Direct-Zol™ RNA Miniprep kit (Zymo Research; ref: R2052) according to the manufacturer’s
protocol. Quantity and purity of total RNAs were checked using the Nanodrop ND-1000
spectrophotometer (Thermoscientific®) and capillary electrophoresis (Agilent BioAnalyzer 2100).

Viral detection and quantification

Detection and quantification of OsHV-1 DNA was performed using quantitative PCR (qPCR).
All amplification reactions were performed in duplicate using a Roche LightCycler 480 Real-Time
thermocycler (QPHD-Montpellier GenomiX platform, Montpellier University). PCR reaction volumes
were 6 pl containing LightCycler 480 SYBR Green | Master mix (Roche), 100 nM of pathogen
specific primers and 20 ng of DNA. PCR reactions were performed using an initial denaturation (95°C
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for 10 min) followed by 40 cycles of denaturation (95°C, 10s), hybridization (60°C, 20s) and
elongation step (72°C, 25s). Virus specific primers targeting a region of the OsHV-1 genome predicted
to encode a DNA polymerase catalytic subunit (DP) were chosen as previously described (ORF100,
nucleotides 147655-153291 of AY509253): OsHVDPFor- ATTGATGATGTGGATAATCTGTG/
OsHVDPRev- GGTAAATACCATTGGTCTTGTTCC) (Kovacs et al. 2005, Webb et al. 2007). For
absolute quantification, DP amplification products were cloned into the pCR4-Topo vector and
replicated in Escherichia coli DH5a (Invitrogen). Plasmids were extracted using the Wizard Plus SV
miniprep DNA purification system (Promega) and standard curves of known concentration of plasmid
generated according to the Applied Biosystems manual of absolute real-time RT-PCR quantification
(www.appliedbiosystems.com/support/tutorials/pdf/quant_pcr.pdf). Absolute quantification of OsHV-
1 genome copies in oyster samples was then estimated by comparing the observed Cp values to known
plasmid standards from 10° (limit of detection) to 10° copies of DP. Viral load data, expressed in
copies of DP.ng™* of total gDNA, were transformed with the neperian logarithm function ( y = In(x +
1) ) and normality (D’Agostino and Pearson omnibus normality test, p-value <0.05) and variance
homoscedasticity (Brown-Forsythe test, p-value <0.05) were tested. The effect of priming on OsHV-1
load was determined using one-way analysis of variance (Anova) using the computer software
package GraphPad Prism® v. 6.0. Bonferroni’s correction for multiple comparison test was used to
compare the viral load from each post-challenge sample to 10 DPP.

RNA sequencing (RNA-seq)

Quality check of total RNA and total RNA integrity was analyzed by capillary electrophoresis
(Agilent BioAnalyzer 2100) showing no degradation. mMRNAs purification and library construction
was performed by MGX (Montpellier Genomix, Institut de Génomique fonctionnelle, Montpellier,
France) using the Illumina TruSeq Stranded mRNA Sample Preparation kit according to the
manufacturer’s protocol. Libraries were sequenced by MGX in single-end, 50 bp length fragments,
using an Illumina HiSeq 2500. RNA Sequence raw data will be deposited on GenBank (to be
submitted).

OsHV-1 transcriptome analyses

All sequenced reads were aligned to the OsHV-1 reference genome (Refseq
NC_005881.2;(Davison et al. 2005)) using Bowtie2 (Galaxy Version 2.3.0.1; (Langmead and Salzberg
2012)) (Supplemental table 1). The reads’ count was performed using HTSeq-count (Galaxy version
0.6.1)(Anders et al. 2014). For each sample, each ORF at each time, the reads’ count number was
normalized (NC) accordingly to the following formula:

NC = <C0RF) / (Nreads)
SORF N
where: Corp=read count, Sprr = Size of the ORF in bp, N,..q4s= the total number of reads sequenced
for a sample and N,,,= the mean of all reads sequenced for all samples (= 37.40 million reads).

For each sample, all normalized reads’ counts for all ORF were added up. The effect of

priming on replication during OsHV-1 challenge was determined using one-way Anova as described

in the “Viral detection and quantification” section. Bonferroni’s correction for multiple comparison
test was used to compare the NC from each post-challenge sample to 10 DPP (poly(l:C) or FSW).

Oyster transcriptome analyses

All data treatments were carried out on a local Galaxy server (https://bioinfo.univ-perp.fr)
(Afgan et al. 2016). Reads quality was checked by FastQC software (version 0.11.5) and the high
quality observed (Phred score >32) allowed us to keep all sequenced reads for further analyses. The
sequencing depth was between 25.4 and 56.8 million reads per sample (Supplementary Table 1).
Mapping on the C.gigas reference genome (version V9, (Zhang et al. 2012), (GenBank:
AFTI00000000) was performed using RNA STAR (Galaxy version 2.4.0d-2) under defaults
parameters (Dobin et al. 2013). The reads count was performed using HTSeg-count (Galaxy version
0.6.1), under the following parameters; union mode and minimum alignment quality = 10 (Anders et
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al. 2014). With the bam file, the .gff file giving the genomic coordinate of annotated genes by Zhang
et al. 2012 (Zhang et al. 2012) was used as inputs. DEseg2 (Galaxy version 2.11.39) was used to
analyze the differential gene expression level between treatments (Love et al. 2014). Fold changes
between treatments were considered significant when the adjusted p-value with the False Discovery
Rate (FDR) (Benjamini-Hochberg procedure; (Benjamini and Hochberg 1995) was <0.05.

Gene ontology analysis

In order to identify biological functions affected by poly(I:C) priming, enrichment analyses
were performed by a gene ontology (GO) analysis using a rank-based statistical test (Mann-Whitney
U-test) combined to an adaptive clustering (Nielsen et al. 2005, Kosiol et al. 2008, Voolstra et al.
2011) selecting only specific biological processes category. Analyses were done with a R and Perl
script from (Wright et al. 2015) with the following parameters: largest=0.1; smallest=10;
clusterCutHeight= 0.25. To generate the table of significance measures, from the 28.027 genes of the
oyster genome, the log2 fold change was assigned to genes differently expressed (DEseq2; FDR
<0.05) in comparison between poly(l:C) and FSW treatments at 0.5, 1 and 10 DPP (Figure 4A), and
“0” to genes that were not differentially expressed. A GO category was considered enriched for a FDR
<0.01. To synthetically represent the GO results, a ratio was calculated for up-regulated and down-
regulated enriched categories with the following calculations: (1) for up-regulated enriched
categories“(number of genes significantly up-regulated in the category / total number of genes in this
category)” or (2) for down-regulated enriched categories “-1 x (number of genes significantly down-
regulated in this category / total number of genes in this category). Results were then represented on a
heatmap using a Hierarchical Ascending Clustering (HAC) with Uncentred Pearson correlation (Gene
Cluster 3.0 software).

Analyses of transcript differential expressions along the priming and

challenge kinetics

In order to characterize the effect of priming and challenge on the expression pattern of candidate
genes through time, a second DEseq2 analysis was performed on the set of genes present in the
enriched GO categories previously obtained. Regarding post-priming (poly(l:C) or FSW), each time
point (i.e. 0.5, 1 and 10 days) was compared to “T0”. Regarding post-challenge with OsHV-1, each
time point (i.e. 0.5 and 1 day) was compared to “10 DPP” (Table 1). For representation purpose, Log2
fold change was set to “0” for non-significantly differentially expressed genes. To precisely determine
the effect of OsHV-1, a third DESeq2 analysis was performed post-challenge by comparison between
OsHV-1 and control inoculums treatments in poly(1:C) and FSW primed conditions.

RESULTS

From sensitivity to resistance against OsHV-1: Poly(l:C) priming induces a
phenotypic reversal

Previous experiments evidenced in Crassostrea gigas the existence of a long -lasting immune
priming against OsHV-1, after HMW poly(l:C) injection (Lafont et al. in review). Based on these
observations, we used poly(l:C) in order to characterize the molecular mechanisms underlying this
phenomenon. To this end, we used a full-sib oyster line from the DECIPHER ANR program (ANR-
14-CE19-0023) that was highly susceptible to the juvenile oyster syndrome (de Lorgeril et al., in
prep). In experimental and natural infections, this oyster line reached 99.27 % mortality in ecologically
realistic experimental infections and 100 % mortality in the field during a disease outbreak. We
primed oysters with poly(l:C) or filtered seawater (FSW) 10 days before an OsHV-1 challenge
(Figure 1).

92



| Priming }l Challenge )

\ \)
/é 05 1 10/%- 0.5

1 2 7
TO DPP DPP DPp thesia DPC DPC DPC DPC DPC

D\ [TOsHvAD| sk  Sataae, S

) : : L i

oysters ! '* * "F‘ Control>{ * * * * >
Non treated ! E E ajg :j; dls dls >:

Fig. 1: Experimental design used to identify molecular mechanisms underlying poly(l1:C) priming.
Specific pathogen free (SPF) oysters, highly susceptible to the juvenile oyster syndrome, were anesthetized
before being primed with poly(l:C) or filtered seawater (FSW). Ten days post-priming (10 DPP) oysters from
each condition were challenged with OsHV-1 homogenate (1.32x108 copies of DP gene per oyster) or OsHV-1-
free homogenate (control). A part of the initial batch of oysters was kept untreated during the experiment.
Survival of oysters was monitored during 10 days post-challenge. Three pools of 15 oysters for each condition
were sampled post-priming (TO, 0.5 days, 1 day and 10 days) and post-challenge (DPC) (0.5 days, 1 day, 2 days
and 7 days) for viral load analyses (* black asterisks) or RNA sequencing (* in blue).

Poly(1:C) and FSW priming led to extremely contrasted phenotypes upon OsHV-1 challenge
(Figure 2). Control treatments injected with control inoculum or non-treated, had no effect on the
phenotype with 100% survival at the end of the experiment. Oysters injected with FSW and
challenged with OsHV-1 were highly susceptible to OsHV-1 with only 5% survival at the end of the
experiment, 10 days post-challenge. Mortalities occurred between 2 and 6 days post-challenge.
However, poly(l:C) priming led to 100% protection after OsHV-1 challenge, with a significant
difference of survival rate (log-rank test p-value <0.0001) compared to controls.
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Fig. 2 : Poly(l :C) priming induces phenotypical reversal upon OsHV-1 challenge. Oysters were primed by
injection with poly(l:C) (19ug.g* of oyster) or filtered seawater (FSW) as control or non-treated. Oysters were
then challenged, 10 days post-priming, with OsHV-1 homogenate (1.32x108 copies of DP gene per oyster) or
OsHV-1-free control homogenate by injection or non-treated as controls. Conditions demonstrating 100%
survival rates can appear hidden and merged with other ones reaching the same survival rate. Survivals in each
group of 60 oysters (15 per tank) were monitored for 10 days after challenge. (Kaplan-Meier survival curves,
*** p-value <0.0001; log-rank test; n= 60).
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We then tested the consequences of priming on viral replication (Figure 3). First, we followed
viral loads by quantifying OsHV-1 gDNA by gPCR in whole oyster tissues. In priming control,
(oysters challenged with OsHV-1 after a FSW injection), viral loads reached 9.4.10* copies of DP.ng™
of total gDNA at 0.5 days to 1.3.10° copies of DP.ng™* of total gDNA at day 2 on average (one-way
Anova; p-value <0.05) before mortalities occurred (Figure 3A). Seven days post-challenge, only 5%
of oysters were still alive which did not enable the quantification of OsHV-1 DNA loads. In oysters
primed with poly(l:C) and challenged with OsHV-1, viral loads were significantly lower than in FSW-
injected oysters. The levels quantified were 280 to 13 times lower, especially in early times after
infection (from 3.3.10° copies of DP.ng™ of total gDNA at day 0.5 to 1.10° copies of DP.ng™ of total
gDNA at day 2, on average). In these animals, the viral loads never reached the level found in FSW-
injected oysters and were only at 1.1.10° copies of DP.ng™ of total gDNA at 7 DPC. Secondly, as the
increase of OsHV-1 DNA load is related to the transcriptional activity of the virus, we followed the
expression pattern of OsHV-1 transcripts in RNA-seq data. Alignment of the Illumina sequenced reads
to the OsHV-1 genome (Kovacs et al. 2005) (Supplementary Table 1) allowed us to estimate the
number of OsHV-1 transcripts after challenge (Figure 3B). For oysters primed with FSW, OsHV-1
replication was detectable from 0.5 DPC (12 hours) with a total of 1.10* transcripts normalized counts
on average to 1 DPC, with 5.4.10* counts on average (one-way Anova; p-value <0.05). Virus
replication was active from 0.5 DPC and increased at 1 DPC with 5 times more transcripts. For oysters
primed with poly(l:C), no transcripts were detected at 0.5 DPC and no significant increase was
detected at 1 DPC with only 1.4.10? counts on average. No mortalities, no viral DNA nor transcripts
were detected in negative control conditions (i.e. challenge with control inoculum or without
treatment). Altogether, these results showed that (i) in FSW-primed oysters, high replication of OsHV-
1 leads to high viral loads, associated to low survival rates and (ii) in the poly(I:C)-primed oysters, the
priming restrains virus replication leading to low viral loads in oysters, associated to a high survival
rate. Priming with poly(I:C) thus inverted the phenotype of susceptibility to disease under OsHV-1
challenge.
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Fig. 3: Poly(l:C) stimulation restrains OsHV-1 replication in the oyster. OsHV-1 DNA detection by
quantitative PCR (A) and total OsHV-1 transcripts normalized read counts mapped on the OsHV-1 genome (B)
at different times after pathogenic (OsHV-1 inoculum) or non-pathogenic (control inoculum, blue) challenges.
Challenges were realized 10 days post-priming (10 DPP) with filtered seawater (FSW; red) or poly(l:C) (green).
Different letters above histograms indicate statistically significant differences for each time compared to 10 DPP
using one-way Anova (a, p-value < 0.05; b and c, p-value < 0.001; n=3 pools of 15 oysters).
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Poly(I:C) priming induces a strong and complex innate immune response
in the oyster.

In order to identify molecular mechanisms underlying the contrasted phenotypes observed, the
transcriptomic response of oysters was analyzed by RNA-seq after poly(I:C) priming or FSW injection
at 0.5, 1 and 10 days post-priming (DPP). All Illumina sequenced reads were aligned to the C. gigas
V9 reference genome (Zhang et al. 2012) and 73.9% of reads on average mapped on this genome
(Supplementary Table 1). Differential expression of genes was analyzed using the DEseq2 package
through the comparison between poly(l:C) priming and FSW injection at each time points. DEseq?2
results showed that 2150 genes were significantly differentially expressed in at least one comparison
(Figure 4). Among these genes, 43.3% are regulated early after priming (less than 1 day) and 56.7%
are specifically regulated between 1 and 10 days (Figure 4B). These genes were analyzed by gene
ontology (GO) to identify “biological processes” modulated by poly(I:C), using a rank-based
statistical test (FDR <0.01). A total of 68 categories was significantly regulated in response to
poly(I:C) at least one time (Supplementary Fig.1). Enriched categories and intensity of enrichment
calculated by the following formula “number of genes significantly regulated in a category / total
number of genes in this category” are represented in a heatmap (Figure 5). A hierarchical clustering
was used to represent the 68 significantly regulated categories that were classified into 6 clusters.
Among all clusters, four were found over-regulated (1 to 4) and two were found down-regulated (5
and 6). Clusters 1, 3 and 4 were over-regulated early after priming (0.5 and 1 DPP). Considering all
enriched categories, 88% (60 functions; clusters 2 and 3) are still over-regulated 10 days after
poly(I:C) priming. Cluster 6 contains categories down-regulated in response to poly(l:C) only at day
10 DPP. The majority of these categories are involved in immunity (clusters 1, 3) and interestingly,
some of these categories were directly related to innate immunity and/or antiviral immunity, such as:
“innate immune response”, “regulation of cell death”, “Toll signaling pathways”, “response to virus”
and “regulation of type I interferon production”. Excluding the ‘“unknown” category, the 67 other
enriched categories refer to 658 genes regulated post-priming with poly(l:C).

A B
Total 0.5 DPP (372) 1 DPP (894)
Days post-poly(I:C) priming  regulated
genes
0.5DPP [ 1DPP | 10 DPP
(=] ¥y 56 310
.E 0.5 DPP 372 (2.6%) (14.43)
8 E'S | -
o S E | 1DPP 894 2150 T
=2 §, Son
oy 10 DPP 1759

1218
(56.7%)

10 DPP (1759)

Fig. 4: DESeq comparison performed in order to identify genes involved in poly(1:C) priming in oyster.
Comparisons were performed between poly(l:C) and FSW at 0.5, 1 and 10 days post-priming (DPP) and plotted
values in the table represents the number of genes differentially expressed identified by DEseq2 (FDR <0.05).
The total number of genes (2150) regulated in at least one comparison is represented in the last column (A). The
Venn diagram represent the 2150 genes in each comparison (B).
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Fig. 5: Poly(l:C) stimulates a strong innate immune response in oysters. Heatmap of enrichment of Gene
Ontology categories of biological processes at 0.5 days, 1 day and 10 days post-priming (DPP) with poly(l:C).
GO enrichment analyses were done using a rank-based statistical test on log2 fold changes of differentially
expressed genes at each time compared to control (seawater priming). A category was considered enriched under
a FDR <0.01. Plotted values are ratio calculated as the number of genes significantly up-regulated (red) or down-
regulated (green) in a category, divided by the total number of oyster genes in this category. Hierarchical
clustering separated 6 different clusters numerated from 1 to 6 (Gene Cluster 3.0 software).
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Poly(I:C) induces an efficient antiviral response responsible for protection
against OsHV-1

In order to identify the molecular mechanisms behind these 2contrasted phenotypes, we
analyzed the expression pattern and functions associated with the 658 genes belonging to the gene
ontology categories previously identified in post-priming analyses, all along the kinetic of our
experiment. We first identified the expression profiles of this set of genes using DESeq2. We
compared the expression profile of the 658 genes at each time point post-poly(I:C)/FSW priming (i.e.
0.5, 1 and 10 DPP) to the initial TO. Then, to analyse the effect of OsHV-1 challenged in primed or
non-primed oysters, we compared the expression profile of these genes at each time post-challenge
(i.e. 0.5 and 1 DPC) with the 10 days post-priming conditions (10 DPP poly(I:C) or 10 DPP FSW)
(Table 1 & suppl. Table 2). For each comparison, the log2 fold change of significantly differentially
expressed genes (FDR <0.05) was plotted, while “0” was assigned to non-significant differences.

Firstly, concerning the priming response, poly(l:C)-primed oysters showed early
transcriptional regulation at 0.5 DPP with 40.7% (268/658) of the candidates genes that were
differentially expressed, among which 30.6% (82/268) are strongly regulated (regulated with a fold
change >1 or <-1) (Table 1). At 1 DPP, 63.4% (417/658) of the candidate genes are regulated among
which 47% (196/417) are strongly regulated and at 10 DPP, 75.5% (497/658) genes are regulated with
52.7% (262/497) regulated with a fold change >1 or <-1. From these strongly regulated genes at
10DPP, 88.2% (231/262) are up-regulated and only 11.8% down-regulated (31/262). Interestingly,
from the whole set of genes, 56.8% (374/658) were regulated at early points 0.5 DPP and/or 1 DPP
and their expression still regulated at 10DPP. Then, concerning OsHV-1 challenge response of
poly(I:C)-primed oysters, the results showed very low transcription modifications compared to 10
DPP. At 0.5 DPC, only 9.6% (63/658) genes among which 41.3% (26/36) are regulated with a fold
change >1 or <-1. At 1 DPC, 12.6% (83/658) of genes are regulated among which 10.8% (9/83) are
strongly regulated. Altogether, for all candidate genes post-challenge at 0.5 DPC and/or at 1 DPC
compared to 10 DPP different expression patterns are observed: 72.3% (476/658) of genes are
maintained ; 13.7% (90/658) of genes are regulated at 10 DPP and over-regulated post-challenge ;
11.6 % (76/658) of genes are not regulated either post-poly(I:C) priming nor post-challenge ; 1.5%
(10/658) of genes are specifically regulated post-challenge and 0.9% (6/658) of genes have a recalled
expression pattern (i.e. regulated in early times post-priming but not at 10 DPP and regulated post-
challenge) (Figure 6A). These results indicated that a majority of these genes (86%) adopted a
“sustained” and “sustained and regulated post-challenge” following poly(I:C) priming. Interestingly,
no genes were found differentially expressed in comparisons between poly(l:C)-primed oysters after
either OsHV-1 or control inoculum challenges, revealing no additional effect of OsHV-1 injection.
These results are illustrated in figure 7 in a heatmap where all the 658 transcripts are plotted at the
different times post-priming and post-challenge (Figure 7A). This illustration shows that the pattern of
expression of these genes is mainly sustained post-priming and predominantly up-regulated. Indeed,
68 transcripts were down-regulated (18%) versus 306 up-regulated (82%) among the 374 genes whose
expression was sustained post-priming. Those genes were not regulated after OsHV-1 challenge
demonstrating that poly(l:C) priming strongly induced gene transcription predominantly following a
sustained response pattern all along the experiment.

Secondly, concerning the non-efficient response to OsHV-1, we assessed in a first step the
effect of FSW injection (Table 1). At 0.5 DPP 28.4% (187/658) of genes are regulated among which
11.8% (22/187) are strongly regulated. At 1 DPP, 30.9% (203/658) of genes are regulated among
which 16.7% (34/658) are strongly regulated and at 10 DPP, 48% (317/658) of genes are regulated
among which 32.8% (104/317) are strongly regulated. Among all these candidate genes, 24.2%
(159/658) previously regulated in early response at 0.5 DPP and/or 1 DPP whose regulation is
sustained during priming. Then, concerning OsHV-1 challenge response of FSW-injected oysters, the
results showed strong transcription modifications compared to 10 DPP. At 0.5 DPC, only 39.1%
(257/658) genes among which 42% (110/257) are regulated with a fold change >1 or <-1. At 1 DPC,
64.3% (423/658) of genes are regulated among which 61.5% (260/423) are strongly regulated.
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Altogether, for all candidate genes post-challenge at 0.5 DPC and/or at 1 DPC compared to 10 DPP
different expression patterns are observed: 22.5% (148/658) of genes are maintained ; 30.1%
(198/658) of genes are regulated at 10 DPP and over-regulated post-challenge ; 11.1 % (73/658) of
genes are not regulated either post-FSW injection nor post-challenge ; 28.5% (188/658) of genes are
specifically regulated post-challenge and 7.8% (51/658) of genes have a recalled expression pattern
(i.e. regulated in early times post-FSW injection but not at 10 DPP and regulated post-challenge)
(Figure 6B). These results revealed different patterns of expression induced in FSW priming after
OsHV-1 challenge with only 52.6% of genes with a “sustained” or “sustained and regulated PC” but
28.6% that were specifically up-regulated post-challenge. As illustrated in figure 7, these results show
that in non-primed oysters, that set of 658 genes is poorly regulated after FSW injection and mainly
up-regulated after OsHV-1 challenge. Interestingly, as all genes were plotted on the same lines, we
showed that most genes involved in a sustained response after poly(l:C) priming are also up-regulated
in a non-primed context after virus challenge (Figure 7B). These results illustrate that the same set of
genes might be involved in responses to poly (I:C) and to the virus but was inefficient in protecting the
oyster in the latter case. Altogether, this strongly suggests that the implementation of an efficient
antiviral response in the oyster is highly dependent on the timely activation of antiviral mechanisms.

transcript

b fold change expression pattern
. sustained & | regulated
L. global* =15 > sustained not regulated| recalled
priming challenge regulated only PC
# % # % # % # % # % # % # %
PIC 0,5DPP 268 40,7 82 30,6
PIC |DPP 417 63,4 196 47,0 | 374 | 56,8
PIC 10DPP 497 75,5 262 52,7
PIC 0,5DPC 63 9,6 26 41,3
10DPP 476 | 72,3 [ 90,0 | 13,7 | 100 | 1,5 | 76,0 | II,6 [ 6,0 0,9
PIC IDPC 83 12,6 9 10,8
FSW 0,5DPP 187 28,4 22 1,8
FSW |DPP 203 30,9 34 16,7 | 159,0 | 24,2
FSW 10DPP 317 48,2 104 32,8
FSW 0,5DPC 257 39,1 110 42,8
10DPP 148,0 | 22,5 | 198,0 | 30,1 [ 1880 286 | 73,0 | II,I | 51,0 | 78
FSW IDPC 423 64,3 260 61,5

Table 1: DESeq comparison performed in order to calculate the level of expression of candidate genes
during priming (poly(l:C) or filtered seawater (FSW)) and OsHV-1 challenge. Expression pattern of the 658
genes identified by gene ontology analysis during priming, was analysed using DESeq2 package in comparing
each time point post-priming (i.e. 0.5, 1 and 10 days post-priming (DPP)) to “T0”; and each time point post-
challenge (i.e. 0.5 and 1 day post-challenge (DPC)) with OsHV-1, to “10 DPP”. *Indicated values represent the
number of genes differentially expressed identified by DEseq2 (FDR <0.05) from the 658 genes. **Percentages
of genes with a fold change -1< or >1were calculated from the global number of regulated genes.

A 0,9% B
7,8%
™ sustained
® sustained & regulated PC
 regulated only PC
not regulated
28,6% ® recalled

Fig. 6: Regulation profile of primed transcripts after OsHV-1 challenge.

Pie chart of the percentage of genes following different expression profile following poly(l:C) (A) or FSW (B)
priming and OsHV-1 infection. Five expression profiles were identified (1)” sustained” when gene expression is
maintained between 0.5DPP and/or 1DPP and still regulated at 10DPP; (2) “sustained and regulated” when
genes are regulated at 10 DPP and over-regulated post-challenge ; (3) “regulated only PC” when genes were not
regulated during priming but only after challenge; (4) “not regulated” when genes are not regulated either post-
priming injection nor post-challenge ; (5)’recalled” when genes are regulated in early times post-priming but
not at 10 DPP and regulated post-challenge.
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A Primed oysters B Non-primed oysters

Days post-
OsHV-1 challenge

Days post -OsHV-1

Days post-FSW injection challenge

Days post-poly(I:C) priming

Fig. 7: Poly(l:C) induces an antiviral immune response protecting the oyster against OsHV-1 challenge.
Heatmap showing expression Kinetics of the 658 transcripts of oyster primed with poly(l:C) (A) or injected with
filtered seawater (FSW) as control (B) and challenged after 10 days with OsHV-1. Color scale indicates the log2
fold change calculated by DEseq2, of the 658 transcripts identified by GO in comparing: post-priming (poly(l:C)
or FSW): 0.5, 1 and 10 days to TO (FDR <0.05) ; post-challenge: 0.5 and 1 days were compared to 10 days post-
priming (poly(l:C) or FSW) (FDR <0.05). Same transcripts are indicated in the same position for each condition
(Gene Cluster 3.0 software).

To get a deeper insight into the mechanisms involved in the antiviral protection observed, we
then analyzed the functions associated to these sets of genes. We assigned a function (antiviral,
antibacterial, or both when possible) to each gene compared to the known literature. We focused here
on the genes that followed a sustained expression profile post-poly(l:C) priming (374/658, 56.8%) that
were also up-regulated (306/374, 82%) (Figure 8, Suppl. Table 2). We found that 56% (171/306)
could be assigned to an antiviral response (“virus”), 10% to an antibacterial response (“bacteria”) or
potentially to both responses (22%, “V/B”) while 12% could not be directly associated with an
immune function (“other”) (Figure 8A). Most genes could thus be associated with an antiviral
function (237/306, 77%). Out of the “virus” and “V/B” categories (237/306), we then assigned the
genes to known antiviral pathways (Figure 8B). We evidenced that most genes (93/237; 39%) could
be associated with the IFN-like pathway including RLR and STING dependent pathways (e.g. RIG-1,
helicase, IRF), and ISG (e.g. ADAR-L, IFI44, viperin, SAMHD-1). A number of genes could also be
associated the Toll/NF-kB (15/237; 6%) and the JAK/STAT (12/237; 5%) pathways that are tightly
linked to the IFN pathway. The second most represented category is the apoptosis pathway (20/237;
9%; e.g. TNF, Fas, caspases, IAP). The RNAI pathway was poorly represented within this set of genes
(1/237; 0.42%) suggesting that it is poorly involved in poly(l:C) response or not regulated. Finally,
41% of the genes could not be clearly associated with known antiviral pathways. Altogether these
analyses allowed us to identify sets of candidate genes that will help to confirm the sustained profile
hypothesis on long-lasting experiments (Lafont et al., 2017- cf chapitre 1, Article 1) and get a better
inside into the mechanisms involved in antiviral protection.
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Fig. 8: Putative immune functions of up-regulated genes with a “sustained” expression profile post poly

(1:C) priming.

A. Putative functions of up-regulated genes following a “sustained” expression pattern during poly (I:C)
priming were identified according to the literature and each of the gene were assigned to the antibacterial
response (“bacteria”), antiviral response (“virus”), both responses (“V/B”) or with no direct implication in
immunity (“other”). B. Among the “virus” and “V/B” response, genes were assigned to known signaling
pathways implicated in antiviral response (apoptosis, IFN-like pathway, RNAi, JAK/STAT, Toll/NF-kB

pathway) or not (“other”).

100



Additional-supplementary files

Supp. Table 1: Library and mapped reads on C. gigas genome or OsHV-1 genome used for RNA-seq
analyses. The percentage of reads mapped (%) to the C. gigas genome (Zhang et al. 2012) or OsHV-1 genome
(Kovacs et al. 2005) correspond to the number of mapped reads (MR) relatives to the total sequenced reads for a
library sequenced in single-end. Each library is related to replicate of a sampling of oysters at TO and different
days post-priming (DPP) with poly(l:C) or filtered seawater (FSW) and at days post-challenge (DPC) with
OsHV-1 injected 10 days after priming.

Total
Sequenced C. gigas OsHV-1
Reads
Time of sampling Replicat (Million) MR (Million) % MR %
1 488 36,22 74,2 0 0
TO 2 39,0 29,45 75,5 0 0
3 333 25,04 753 0 0
1 34,1 25,69 75,3
0.5 DPP 2 41,8 31,15 745
3 56,8 41,17 724
1 338 24,35 72,1
1DPP 2 50,0 3691 738
3 34,5 2548 738
1 29,0 21,80 75,2 0 0,00
Poly(I:C) 10 DPP 2 49,1 36,65 74,7 0 0,00
3 283 2098 | 42 1 0 .. 000
1 32,2 2421 75,1 8 0,00
0.5DPC 2 40,8 30,08 738 34 0,00
3 254 19,08 75,1 1 0,00
1 259 19,51 75,3 2 0,00
1DPC 2 37,7 28,07 744 2705 0,01
3 29,1 21,95 75,3 7 0,00
1 33,7 2512 745
0.5 DPP 2 29,9 22,35 74,7
3 318 23,86 75,0
1 333 23,99 72,1
1 DPP 2 294 21,88 744
3 5338 40,03 745
1 419 31,11 743 6 0,00
FSW 10 DPP 2 355 26,28 74,0 0 0,00
3 |42 | . 074 | 729 | 12 .. 000
1 36,6 27,63 754 5,6E+04 0,15
0.5DPC 2 354 22,96 64,9 1,0E+05 0,28
3 28,3 20,62 72,8 50E+04 0,18
1 39,0 28,68 735 4,6E+05 119
1DPC 2 398 2954 74,2 3,4E+05 0,86
3 519 37,81 72,8 5,6E+05 1,08
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Supp. Figure 1: Gene ontology categories affected by poly(1:C) priming

Gene ontology categories enriched by Log2fold change of genes up-regulated (red) or down-regulated (blue) in
oysters primed with poly(l:C) compared to FSW at 0.5 days post-priming (A), 1 day post-priming (B) or 10 days
post-priming (C), summarized by categories belonging to biological process. The size of the font indicates the
significance of the term calculated by Mann-Whitney U-test (p <0.01, p < 0.001 or p <0.0001). The fraction
preceding the GO term indicates the number of genes significantly regulated in a category (numerator) and the
total number of genes in this category (denominator). Branching indicates shared genes among GO categories.
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lll. Synthese des résultats, conclusions et
perspectives a court terme

Dans cette expérimentation, la stimulation par du poly(l:C) réalisée 10 jours avant une
infection avec I'OsHV-1 a permis d’inverser le phénotype, rendant la totalité des huitres résistantes
aux mortalités. A partir de ce matériel biologique présentant des phénotypes extrémement
contrastés, I’analyse du transcriptome de ces huitres a permis de mieux comprendre les mécanismes
moléculaires sous-jacents au priming immunitaire antiviral précédemment décrit dans le chapitre 1 :
(cf Chapitre 1, Article 1). Cependant, des analyses complémentaires sont nécessaires pour
comprendre ces mécanismes et sont exposées en perspective a court terme au travers des

différentes questions posées, permettant de compléter et de soumettre I'article présenté.
Question (i) : « quels sont les mécanismes mis en place en réponse au poly(I:C) »

Les analyses comparatives entre des huitres stimulées avec du poly(l:C) et des huitres
controles, injectées avec de I'eau de mer, ont révélé que 2150 génes étaient différentiellement
exprimés. Les analyses d’enrichissement ont permis de mettre en évidence 67 catégories de « gene
ontology » enrichies, contenant 658 génes des 2510 précédemment identifiés. Parmi ces catégories,
de nombreuses fonctions sont reliées a lI'immunité innée ("immune response”, "innate immune

response", "Toll signaling pathway", "regulation of cell death", "defense response to other organism"
Immune effector process "," immune system process "," regulation of defense response "," response
to stress". Parmi ces différentes fonctions immunitaires, I'implication de I'immunité antivirale est
suggérée particulierement par les fonctions « response to virus» et «regulation of type |
interferon ». Le systeme interféron est bien décrit chez les vertébrés (Der et al. 1998) mais n’est pas
identifié chez les arthropodes et plus généralement chez les invertébrés (Paradkar et al. 2012,
Kingsolver et al. 2013). Cependant, des analyses in silico du génome de I'huitre ont suggéré
I'existence d’un systeme « interferon-like » (Zhang et al. 2012, Green et al. 2015a). Différentes
études ont montré la régulation de différents genes reliés au systéeme interféron chez I’huitre lors
d’infections avec I’'OsHV-1 suggérant son implication dans les mécanismes antiviraux (Jouaux et al.
2013, Segarra et al. 2014c, He et al. 2015, Rosani et al. 2015, Green et al. 2016b). Des travaux réalisés
sur la réponse antivirale en utilisant du poly(l:C) et des ARNs doubles brins ont également suggéré
I'implication d’un systeme de type interféron chez I'huitre (Green and Montagnani 2013, Green et al.

2014a, Green et al. 2015a, Green et al. 2016b, Pauletto et al. 2017). De plus, des auteurs ont montré

une augmentation du niveau d’expression d’un homologue a un récepteur a interféron (CgIFNR-3)
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ainsi que I'implication du récepteur RIG-1 lors de stimulations des huitres par le poly(l:C) (Zhang et al.
2016, Huang et al. 2017). Nos travaux sont les premiers a suggérer par une approche globale un
investissement fort de ce systéeme de type interféron en réponse au poly(l:C). Pour compléter cette
analyse, l'identification du nombre de génes significativement régulés, impliqués dans différentes
voies des signalisations permettra d’avoir une vision plus globale des différentes voies régulées par le

poly(l:C).

Question (ii) : « quels sont les mécanismes de protection antivirale au cours de I'infection

par OsHV-1 (au niveau des réponses de I’h6te et de I'activité du virus) ? »
- Les mécanismes de protection au niveau de I'h6te

Parmi I’ensemble des génes identifiés par « gene ontology » (658 génes), nous avons observé
différents profils d’expression en réponse a I'OsHV-1 chez des huitres stimulées avec le poly(l:C). Les
profils majoritaires correspondent a un profil de type maintenu (« sustained ») pour 72.3% des genes
et un profil maintenu post-priming puis a nouveau régulé lors du challenge pour 13.7% des génes. A
eux deux, ces profils représentent 86% des génes (566/658 geénes). En revanche, lors d’infections
virales, chez des huitres infectées avec I'OsHV-1 n’ayant pas été « primées » (primo-injectée avec
FSW), 52.6% des génes (271/658 génes) ont ces profils. Lors de l'infection virale, 28.5% des génes
(188/658 genes) sont régulés spécifiguement au challenge. Ces différences de profils entre les deux
conditions de primo-stimulation lors d’infections virales suggérent que la réponse de type maintenu
pourrait étre la clé de la protection et qu’une activation précoce permettrait de protéger les huitres
des infections virales. De plus, chez les huitres stimulées avec le poly(l:C), qu’elles aient subi une
infection a I"OsHV-1 ou non, aucun gene n’est significativement différentiellement régulé.
Cependant, ces résultats nécessitent plus d’analyses. L'objectif de la suite des analyses sera
d’identifier un « coeur » de génes parmi les génes candidats que nous avons identifiés participant aux
mécanismes de protection. Dans un premier temps, nous allons nous intéresser aux 658 genes. Nous
allons traiter séparément tous les différents profils d’expression et les comparer entre les différentes
conditions d’infection (stimulées au poly(l:C) ou non). La fonction putative de chaque gene sera
identifiée pour en déduire l'implication potentielle dans ces mécanismes. Cette information
permettra de discriminer les génes essentiels et d’identifier les différentes voies de signalisations
régulées. Dans un deuxieme temps, I'étude de I'ensemble des genes régulés par le poly(l:C) (2150
génes) devra étre réalisée pour étudier les genes qui n’appartiennent pas aux catégories GO
enrichies. Cette approche nous permettra (1) d’enrichir les données sur les voies de signalisations
identifiées et (2) d’identifier d’autres genes candidats pouvant étre décrits dans la littérature comme

étant impliqués dans une stimulation par un acide nucléique ou par un virus pouvant étre de bons

110



candidats pour comprendre les mécanismes de priming immunitaire. Ensuite, dans le génome de
I’huitre, il existe de nombreuses familles multi-géniques. Par exemple, pour les récepteurs Toll, 83
génes ont été identifiés ou pour les récepteurs RIG-like, 11 génes sont identifiés (Zhang et al. 2012,
Zhang et al. 2015). L’identification précise des génes impliqués dans ces familles multi-géniques
permettra de caractériser plus finement les voies de signalisation affectées. Enfin, les différents
profils que nous avons obtenus tendent a montrer qu’'une réponse de type maintenue est
principalement mise en place, soulevant la question du colt physiologique chez I'huitre pour le
maintien du niveau d’expression de ces genes au cours du temps. Afin de confronter ces hypothéses
non plus a 10 jours, mais sur le long terme, nous allons suivre le niveau d’expression de génes
candidats, par gPCR, sur un autre lot d’huftres stimulées sur une cinétique plus longue. Dans I'article
1 présenté dans le chapitre 1, I'expérimentation ayant montré un effet protecteur du poly(l:C)

permettra de suivre I'expression des génes candidats sur une cinétique de 126 jours.

- Les mécanismes de protection au niveau de |'activité de 'OsHV-1

Le suivi de la charge virale et de I'activité de réplication du virus via I'étude des transcrits
viraux a permis de révéler que la stimulation avec du poly(l:C) restreint la réplication du virus dans les
huitres. Dans cette expérimentation, nous avons confirmé que, dans les huitres non stimulées,
I'injection de virus OsHV-1 a entrainé une augmentation de la charge d'ADN viral quantifiable
suggérant une réplication virale. Pour les huitres stimulées par le poly(l: C), ce travail a confirmé que
la stimulation des huitres avant une infection virale avec OsHV-1 réduisait la charge virale (cf
Chapitre 1, Article 1 et (Green et Montagnani 2013b)). En outre, le séquencgage du transcriptome a
permis d'étudier I'expression des genes de I'OsHV-1 suite a I'infection chez des huitres stimulées ou
non. En ce qui concerne les huitres non stimulées, suite a l'infection virale, notre expérience a
confirmé une activité transcriptionnelle du virus des 12 heures apres l'infection, plus important
encore a 24 heures apres l'injection d'OsHV-1, en accord avec la littérature (Segarra et al. 2014b,
Segarra et al. 2014c, He et al. 2015). D'autre part, chez les animaux stimulés avec du poly(l:C) 10
jours avant l'injection d'OsHV-1, nous n'observons aucune activité transcriptionnelle 12 heures aprés
I'infection. Cependant, la charge virale d'ADN détectée 2 jours apres linfection pourrait
correspondre a une activité transcriptionnelle faible du virus identifiée par RNA-seq 24 heures apres
I'infection. Il est possible que cette détection trés faible de transcrits viraux 24 heures apres
I'infection puisse provenir d’'une stimulation mal effectuée du poly(l:C) ou incompléte n’ayant pas
permis d’enrayer cette infection virale. Par ailleurs, il est possible que le poly(l:C) restreigne I'entrée

du virus dans la cellule, mais que certains virus réussissent a se répliquer. Chez les vertébrés, des
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travaux ont caractérisé les étapes de réplication d’herpés virus et ont montré que la synthese d’ADN
viral précéde la sécrétion des nouveaux virions (Roizman and Sears, 1987). Chez I’huitre, des travaux
ont montré la détection de transcrits viraux correspondant a de I’ADN polymérase (ORF100) essentiel
pour la réplication du génome viral des 18h apres l'injection de I'OsHV-1 (Segarra et al. 2014b). Il est
donc possible que I'ADN détecté soit de I’ADN néo-synthétisé mais ne corresponde pas a de
nouveaux virions. Cependant, il semble clair que l'injection de poly(l:C) dans les huitres a permis de
stimuler les mécanismes immunitaires permettant de restreindre la réplication virale. Par ailleurs,
durant la rédaction de cette thése, aprés que les analyses par RNA-seq aient été réalisées, le génome
de I'OsHV-1uvar a été séquencé (Burioli et al. 2017, Rosani and Venier 2017) et est maintenant
disponible. L'ensemble de nos analyses par RNA-seq devront étre a nouveau effectuées sur ce

nouveau génome.

En conclusion, d’une part, I'injection de poly(l:C) entraine une surexpression d’un ensemble
de génes, notamment impliqués dans I'immunité, dont I'expression est majoritairement maintenue
jusgu’a au moins 10 jours aprés stimulation. Ce fort niveau de régulation des I'infection avec le virus
OsHV-1 semble étre efficace puisqu’il est associé a une réplication de I'OsHV-1 quasi-inexistante et a
une protection totale de ces huitres. D’autre part, 'injection d’eau de mer comme contréle
n’entraine qu’une trés faible régulation de ces genes dont I’'expression va étre tres fortement régulée
apreés linfection avec I'OsHV-1. Cette régulation transcriptomique a l|'arrivée du virus est
probablement trop tardive et donc inefficace, le virus se réplique fortement et le taux de survie des

huitres est proche de zéro.
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IV. Données complémentaires

Différentes études réalisées dans le cadre de différents types d’interactions ont montré
I'implication de mécanismes cellulaires dans le phénomeéne priming immunitaire, telle que Ia
phagocytose (Mori and Stewart 2006, Pham et al. 2007, Rowley and Powell 2007, Roth and Kurtz
2009, Fu et al. 2010, Pope et al. 2011, Zhang et al. 2014). Chez I’huitre, les principales cellules
immunocompétentes et phagocytaires sont les hémocytes (Bachere et al. 2015) qui ont été classés
en 3 grandes catégories, les blastes, les hyalinocytes et le granulocytes en fonction de leur taille et de
leur morphologie (Bachere et al. 1988, Bachere et al. 2015). Nous avons réalisé au cours de cette
thése des travaux préliminaires visant a déterminer I'implication des hémocytes dans le phénoméne
de priming immunitaire. Pour cela, nous avons réalisé une expérimentation visant a suivre I’évolution
des populations hémocytaires sur des temps courts apres la stimulation des huitres avec différentes
solutions. Pour cela, nous avons injecté trois lots de 15 hultres avec trois types de solutions

stimulantes :

- Poly(l:C) (10ug), pour suivre sont effet lors du priming immunitaire antiviral
- V. tasmaniensis LGP32 tués a la chaleur, afin d’identifier s’il existe des différences de
réponses antivirales/antibactériennes.

- del’eau de mer filtrée comme controle d’injection.

Nous avons prélevé ’hémolymphe de 5 des 15 animaux a 3 temps post injection : 24h, 48h et 96h.
L'hémolymphe prélevée a été analysée en cytométrie en flux (FACS) permettant d’analyser les
proportions des différentes populations hémocytaires. La proportion relative de chaque population
hémocytaire par rapport au nombre total d’hémocytes analysés a été calculée pour chaque type de

stimulant utilisé (Figure 18)
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Figurel8 : Proportion relative de 3 populations hémocytaires d’huitres lors de stimulation bactériennes ou
avec du poly(l :C). Trois populations hémocytaires (blastes, hyalinocytes et granulocytes) étudiées chez du
naissain d’huitre injecté par (A) de I'eau de mer filtrée (FSW), (B) du poly(l:C) ou (C) V. tasmaniensis LGP32 a
24h, 48h et 96h aprés I'injection des solutions. (D) la sous-population de granulocytes pour les différentes
conditions aux différents temps. n=5, p-value <0.005,two-way Anova.

Les résultats montrent que les animaux controles injectés avec de I'eau de mer seule (FSW)
ne présentent pas de différence significative entre les populations hémocytaires, blastes,
hyalinocytes et granulocytes aux différents temps post injection (Figure 18 A). Concernant les huitres
injectées avec V. tasmaniensis LGP32 tués a la chaleur, il n'y pas de différences de pourcentage pour
les blastes et les hyalinocytes aux différents temps. Par contre, nous observons une diminution du
pourcentage de granulocytes a 96h (17%), par rapport a 24h et 48h (30 et 32 %, respectivement)
(Figure 18 B). Concernant les huitres stimulées avec le poly(l:C) la non plus il n'y a pas de

changements populationnels pour le blastes et les hyalinocytes. Cependant, nous observons une
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augmentation du pourcentage de granulocytes entre 24h (22%) et 48h (39%), qui redescend ensuite

au niveau basal a 96h (26%) (Figure 18 C).

Ces résultats montrent donc des profils distincts entre les variations de pourcentages de
granulocytes chez des animaux stimulés avec des bactéries tuées ou du poly(l:C). Nous pouvons
émettre différentes hypothéses pour expliquer ces variations. Une diminution des granulocytes
pourrait étre due a un phénomene de dégranulation ou une mobilisation, par infiltration, dans
d’autres tissus de I’huitre. La diminution du pourcentage de granulocytes suite a une dégranulation a
déja été mise en évidence dans les hémocytes en réponse a I'exposition a une protéine de
reconnaissance des peptidoglycanes (lizuka et al. 2014). Une augmentation des granulocytes pourrait
reposer sur une différenciation de cellules agranulaires en cellules granulaires. L'induction de la
production de composés granulaires au sein des hémocytes (au cours de la phagocytose par
exemple). L'observation d’'une augmentation puis d’une diminution de la quantité de granulocytes
lors d’une infection virale a par ailleurs déja été observée chez le pétoncle Chlamys farreri face au
virus AVNV suggérant son implication dans les processus immunitaires (Lin et al. 2011). De plus, des
travaux portant sur les réponses cellulaires antivirales chez les vertébrés, ont identifié la présence de
granules de stress impliqués dans une réponse antivirale (Simpson-Holley et al. 2011, Rozelle et al.
2014). Ces granules de stress sont des corps cytoplasmiques capables de stocker des ARNm et des
protéines recrutés en condition de stress (Anderson and Kedersha 2009). Cette composition serait
adaptée spécifiquement a un type de stress (réponse antivirale, stress thermique, stress oxydatif,
hyperosmolarité, etc.). Il a été démontré que la quantité de ces granules augmentait en nombre dans
le cas d’infections virales chez les vertébrés (Anderson and Kedersha 2009). Ces granules de stress
ont été caractérisées comme contenant différents composants d’initiation a la traduction (Buchan
and Parker 2009). La présence de granules de stress a été caractérisée chez la drosophile lors de

stress thermiques (van der Laan et al. 2012, Gareau et al. 2013, Jevtov et al. 2015).

Dans I’'hypothése de la conservation de ces granules de stress chez |‘huitre, il serait
intéressant de rechercher leur présence au sein des populations de granulocytes, notamment par
microscopie électronique et par des techniques de révélations par anticorps (protocole établi chez
les vertébrés) pour comprendre leur réle dans le priming. De maniére plus générale, nos résultats
soulévent la question de la nature et de la fonction de ces granulocytes. Il serait intéressant de
caractériser et d’étudier leur fonction pour comprendre leur implication dans les phénoménes de
priming. Ces résultats devront étre confirmés en répétant ces expérimentations, sur des temps plus
longs aprés I'injection de poly(l:C) ou de bactéries tuées pour en déterminer la persistance de I'effet.
Par ailleurs, en utilisant cette méme technique utilisée dans nos travaux préliminaires, les

proportions hémocytaires chez des huitres stimulés puis infectés avec les pathogénes virulents
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pourraient étre suivies afin d’identifier leurs réponses au cours de la primo-stimulation et du
challenge. De plus, afin d’évaluer les modifications fonctionnelles des populations hémocytaires, des
suivis d’activités de phagocytose pourraient étre envisagés. Ensuite, comme il n’existe pas de
consensus clair sur les lignages hémocytaires (Bachere et al. 2015), des travaux pourraient étre
réalisés pour identifier d’éventuels progéniteurs. Grace au suivi des événements de mitoses par
incorporation d’un analogue nucléotidique, I'EdU (5-ethynyl-2’-deoxyuridine) puis une révélation en

fluorescence analysable en FACS.
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Discussion générale et perspectives

L’huitre creuse est victime d’'une maladie poly-microbienne tuant depuis 2008 les juvéniles et
le naissain dans des proportions alarmantes pouvant atteindre 100% et pour laquelle il n’existe a
I’heure actuelle aucun traitement prophylactique ou thérapeutique (Segarra et al. 2010). Dans cette
maladie, la présence d’un agent infectieux, le virus OsHV-1 est fortement associé a ces épisodes de
surmortalité massive(Segarra et al. 2010, Martenot et al. 2011). Au début de ces travaux, trés peu de
données étaient disponibles sur la réponse antivirale chez les mollusques et I'huitre. C'est dans ce
contexte qu’ont été développés, au sein de mon laboratoire d’accueil, des projets visant a
comprendre et décrire la réponse antivirale et envisager des moyens de protection en utilisant le
priming immunitaire. Le priming immunitaire correspond a une amélioration de la réponse
immunitaire lors d’'une seconde rencontre avec un agent pathogene déja rencontré. Des premiers
travaux avaient permis de mettre en évidence qu’une injection d’ARN double brin synthétique, le
poly(l:C), permettait d’entrainer une réponse antivirale efficace lors d’une infection avec I'OsHV-1
(Green and Montagnani 2013). Ces résultats ont donc suggéré pour la premiére fois I'existence d’un
priming immunitaire antiviral chez un Lophotrochozoaire, I'huitre creuse Crassostrea gigas. En se
basant sur des données préliminaires obtenues au laboratoire, ces travaux de these avaient pour
objectif de caractériser le priming immunitaire antiviral I'huitre creuse Crassostrea gigas face au virus
pathogene, I'Ostreid herpés virus 1 (OsHV-1). Ces travaux de thése se sont focalisés dans un premier
temps sur une approche phénoménologique permettant de décrire le phénoméne de priming
immunitaire et dans un deuxiéme temps sur une approche globale permettant d’appréhender les

mécanismes moléculaires sous-jacents au priming immunitaire antiviral chez I’huitre.

1. Le priming immunitaire et ses mécanismes chez I'huitre
creuse

La caractérisation du priming immunitaire est un aspect trés important pour la
compréhension de ce phénomene et beaucoup d’études ne se focalisent encore que sur une
description partielle de ce phénomeéne. Il est important de pouvoir intégrer différents aspects
comme |'effet sur I'amélioration de la survie, mais aussi 2 éléments importants, a la base de ce
phénomene, la spécificité de la réponse et la mémoire immunitaire. A I’heure actuelle, le priming
immunitaire antiviral est encore tres peu décrit dans la littérature et beaucoup de questions restent
encore sans réponse concernant ces mécanismes. C'est ce que ces travaux de these ont entrepris :

décrire le priming immunitaire antiviral de la maniére la plus exhaustive possible pour clairement
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identifier et caractériser ce priming immunitaire. Pour ce faire, nous avons utilisé un modeéle in vivo
utilisant le virus pathogene OsHV-1, un agent mimétique viral, le poly(l:C) et un héte expérimental,

I’hultre creuse Crassostrea gigas.

a. Spécificité du priming immunitaire chez I'huitre

Une des caractéristiques et sujet de débat concernant le priming immunitaire est sa
spécificité. Des travaux ont mis en évidence des cas de protections croisées comme par exemple
entre une primo stimulation avec du LPS qui protége d’une infection fongique chez Tenebrio molitor
(Moret and Siva-Jothy 2003). D’autres travaux ont suggéré le réle d’'une primo-stimulation avec la
bactérie du genre Wolbachia chez le moustique Aedes aegypti entrainant une forte protection
antivirale contre le virus de la dengue (Rances et al. 2012). Les travaux précédents réalisés au
laboratoire suggérent que le poly(l:C) induit une protection spécifiquement antivirale. En effet, ces
travaux ont montré que la stimulation des huitres par des bactéries pathogenes V. tasmaniensis
LGP32 tuées a la chaleur ne permettait pas de protéger des infections virales a I’'OsHV-1 (Green and
Montagnani 2013)(Lafont et al. en révision). Chez I’huitre, nous n’avons pas observé ce phénoméne
de protection croisée par une stimulation bactérienne entrainant une protection antivirale. Nos
résultats suggerent donc une forme de spécificité de réponse. Nous avons donc au cours de cette
these mené des approches pour pouvoir caractériser la spécificité du priming antiviral et explorer

d’autres formes de priming immunitaire.

Dans un premier temps, nous avons testé la spécificité de la protection induite pas le
poly(l:C). Nous avons montré qu’une protection antivirale efficace pouvait étre induite par I'injection
du poly(l:C) mais aussi de différents types d’acides ribonucléiques doubles brins et simples brins, de
tailles et de séquences variables (cf Chapitre 1, Article 1). Des travaux réalisés chez la crevette ont
montré que cette diversité d’acides nucléiques permettait de protéger des infections virales au WSSV
(white spot syndrome virus) (Escobedo-Bonilla et al. 2015). Cependant, le poly(l:C) ne protégeait que
transitoirement des infections virales (Robalino et al. 2004, Wang et al. 2013b). Chez la truite arc-en-
ciel tout comme chez les mammiféres, des travaux ont montré que différents ARN doubles brins
induisaient une protection antivirale mais que cette protection était dépendante de la taille des
fragments d’ARN utilisés (Mian et al. 2013, Poynter and DeWitte-Orr 2015). Les ARNs de grande taille
entralnaient une réponse plus robuste que ceux de petite taille (Poynter and DeWitte-Orr 2015).
L'ensemble de ces travaux suggére chez les vertébrés et les invertébrés que les réponses
immunitaires sont dirigées par différents mécanismes et différentes voies de signalisations (Robalino
et al. 2007, de Faria et al. 2013, Labreuche and Warr 2013, Mian et al. 2013, Wang et al. 2015). Il

serait intéressant de pouvoir, chez I’huitre, identifier précisément les mécanismes mis en jeu lors des
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stimulations avec ces différents acides nucléiques. Pour cela, nous pourrions d’une part comparer les
profils d’expression transcriptomique des génes candidats identifiés par nos travaux de RNA-seq lors
de stimulation avec du poly(l:C) avec les profils de réponse lors de stimulation avec les autres acides
nucléiques. Une autre approche plus globale par RNA-seq de novo permettrait alors de pouvoir
identifier les différences de mécanismes mis en place lors de la stimulation par ces différents acides
nucléiques. Enfin, afin de décrire ce priming immunitaire antiviral de maniere plus exhaustive a des
fins appliqguées et pour comprendre plus en profondeur les mécanismes mis en jeu, il serait
important de pouvoir tester une plus grande amplitude de stimulant pour caractériser les limites de
ce priming. Pour cela, d’autres types de molécules ayant montré des effets antiviraux chez d’autres
modeles pourraient étre utilisées comme : du LPS ayant montré un potentiel d’activation de TLR3
(agoniste du poly(l:C))chez les vertébrés (Pan et al. 2011) ; de 'ADN CpG (Wang et al. 2013b) ; de
I’ADN codant des protéines virales de I'OsHV-1 (Rout et al. 2007) ou encore directement des
protéines virales de I'OsHV-1, dont la technique a été testée a partir de protéines de WSSV chez la

crevette (Witteveldt et al. 2004).

Dans un second temps, nous voulions tester si la protection induite par le poly(l:C) était
spécifique de la protection au virus OsHV-1. A I’heure actuelle, aucun autre virus pathogéne n’est
identifié chez Crassostrea gigas, associé aux mortalités, rendant impossible I'étude de I'effet du
poly(l:C) sur d’autres virus que I'OsHV-1 chez C. gigas. Nous nous sommes donc intéressés a un autre
microbe pathogéne associé aux mortalités chez les juvéniles de C. gigas, la bactérie pathogéne Vibrio
tasmaniensis LGP32. Chez I'huitre, nous avons montré que le poly(l:C) ne protégeait pas des
infections contre V. tasmaniensis LGP32 suggérant donc une réponse immunitaire poly(l:C)
dépendante, spécifiquement antivirale. Ce résultat est cohérent avec la littérature. En effet aucune
étude ne faisant état d’une protection croisée suite a une primo-stimulation virale contre des
bactéries n’a encore été publiée a notre connaissance. Cependant, il faudrait confirmer ce résultat
d’absence de protection croisée en testant I'effet du poly(l:C) sur d’autres agents pathogenes et
notamment d’autres espéeces bactériennes pathogénes chez I'huitre de I'espéce Vibrio tasmaniensis
et de I'espéce Vibrio crassostreae (Gay et al. 2004, Lemire et al. 2015, Bruto et al. 2017). Enfin, des
travaux suggérent que le priming immunitaire n’est pas restreint a la protection antivirale chez
I’hultre mais que des mécanismes antibactériens pourraient aussi exister (Zhang et al. 2014, Liu et al.
2016, Li et al. 2017a). Nos résultats préliminaires restent a étre confirmés et les mécanismes restent
encore a étre identifiés. Ces observations représentent une perspective intéressante dans le modele
huitre ou des priming immunitaires antibactériens et antiviraux sont identifiés et pourraient
permettre de comprendre le poids relatif de chaque agent pathogéne dans cette maladie

multifactorielle.
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b. Une protection a long terme

Une autre question au coeur des débats concernant le priming immunitaire est celle de
I’existence d’'une forme de mémoire immunitaire innée. Dans nos travaux, nous avons montré une
amélioration de la survie sur le long terme, lors d’infections réalisées en milieu contrélé et en milieu
naturel plus de 4 mois apreés la stimulation avec le poly(l:C). Comparée a d’autres études, cette durée
est la plus longue identifiée chez un invertébré. Cependant, il est important de tenir compte de la
durée de vie de I'animal. Chez I'huitre creuse, les larves, le naissain et les juvéniles sont sensibles aux
infections a I’OsHV-1 tandis que les adultes le sont beaucoup moins. Sachant que cette transition des
stades larvaires aux stades adultes dure environ 2 ans (dépendant de I'élevage et extrémement
variable suivant les zones géographiques), la durée de protection que nous avons identifiée
représente environ 20% de la période sensible de I’huitre. Il est donc nécessaire de pouvoir tester la
durée de la protection du poly(l:C) sur toute la vie de I’huitre pour déterminer si cet effet protecteur
est durable et stable ou alors a long terme mais transitoire. De plus, il est intéressant de noter que
cette protection induite par le poly(l:C) est relativement longue et semble stable chez I'huitre en
comparaison aux protections transitoires observées chez différents modeles invertébrés (Milutinovic¢
and Kurtz 2016). En effet, chez la crevette, I'injection de poly(l:C) 6h avant une infection virale par le
WSSV protege des mortalités (Wang et al. 2013b) tandis que si le poly(l:C) est injecté 72h avant
I'infection, aucune protection n’est observée (Robalino et al. 2004). Ces résultats suggérent chez la
crevette une réponse antivirale précoce et transitoire qui ne permet pas de protéger sur le long
terme. A l'inverse, chez I’huitre, nous avons montré que cette protection est précoce et durable

suggérant ainsi I'existence d’'une forme de mémoire immunitaire.

Une des possibilités de cette protection sur le long terme serait une persistance du poly(l:C)
dans I’huftre qui stimulerait de maniere continue les mécanismes antiviraux. Nos travaux ont montré
que le poly(l:C) est dégradé en moins de 24h dans I’"hémolymphe et en moins de 48h dans I'eau de
mer (cf Article 1, chapitre 1) et les travaux de Masood et collaborateurs ont montré que la détection
du poly(l:C) diminuait aprés 15h post-injection chez I’huitre Saccostrea glomerata (Masood et al.
2016) et aprés 24h chez C. gigas en suggérant sa persistance a 48h (Masood et al. 2017). De plus,
chez ’'homme, le poly(l:C) a un temps de demi-vie de 6 minutes dans le plasma humain (Declercq
1979). Il est peu probable que cette protection sur le long terme soit due a une stimulation continue
induite par la persistance du poly(l:C) dans I'huitre. Cependant, il est nécessaire de pouvoir identifier
la localisation du poly(l:C) dans les différents tissus de I’huitre et d'y suivre sa persistance. Pour cela,
il est envisageable d’effectuer des marquages anticorps anti-poly(l:C) sur des coupes histologiques

d’huitres.
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Cependant, une réponse immunitaire de type maintenue pose la question du colt
énergétique pour I'huitre. En effet, une réponse maintenue est extrémement couteuse et un
investissement aussi important ne peut pas étre sans répercussion sur I’huitre (Moret and Schmid-
Hempel 2000). Dans le cas d’un « trade-off » entre une diminution de I'investissement physiologique
d’une fonction ou d’un processus biologique au détriment de I'immunité a été démontré notamment
chez les plantes (Huot et al. 2014) et les invertébrés (Schwenke et al. 2016). Dans le cas de I’huitre,
cet effet de linvestissement énergétique dans l'immunité pourrait avoir un impact dans les
populations d’huitres en zones d’élevages. |l serait intéressant dans ce cas d’étudier la « fitness » des
huitres au cours du priming par du poly(l:C) et de déterminer si une réponse maintenue pourrait se

faire au détriment de la croissance des animaux ou de tout autre processus physiologique.

c. Les mécanismes du priming immunitaire antiviral

Pour étayer les hypothéeses concernant la spécificité et la mémoire induite par le priming
immunitaire, la question clé reste celle des bases moléculaires sous-jacentes a ces processus. Au
cours de cette thése, nous avons entrepris d’identifier les mécanismes moléculaires sous-jacents au
phénoméne de priming immunitaire antiviral, encore peu décrits et dont les données sont
extrémement fragmentaires dans la littérature. Pour ce faire, nous avons réalisé une approche
globale par séquencage des ARN pour identifier les génes régulés au cours de ce priming immunitaire
antiviral chez C. gigas. Par cette approche, nous avons pu constater que le poly(l:C) entrainait la
régulation de nombreux génes impliqués dans différentes fonctions immunitaires et notamment des
fonctions antivirales, ce qui expliquerait pourquoi la protection est spécifique contre I'OsHV-1 et ne
protége pas contre Vibrio tasmaniensis LGP32. Parmi ces fonctions nous pouvons relever le systéme
interferon de type | ainsi que des mécanismes de mort cellulaire programmeée. Alors que bien décrit
chez les vertébrés (Randall and Goodbourn 2008), le systeme interféron est un des mécanismes
antiviraux absents chez les insectes (Kingsolver et al. 2013). Chez I'huitre, la voie des interférons
semble étre conservée d’apres les analyses in silico du génome (Green et al. 2015a). Les travaux
réalisés par Green et collaborateurs en 2015 ont en effet pu mettre en évidence la présence dans le
génome de différentes voies de signalisation antivirales suggérant I'existence d’un systeme de type
interféron (Green et al. 2015a). Des analyses transcriptomiques réalisées lors d’infections par I'OsHV-
1 ou de stimulations d’huitres par le poly(l:C), suggérent son existence fonctionnelle, bien qu’a ce
jour, aucun interféron n’a encore été identifié chez I'huitre (Segarra et al. 2014c, He et al. 2015,
Rosani et al. 2015, Green et al. 2016b, Pauletto et al. 2017). Cependant, I'expression de différents
ISGs (interferon stimulated genes) peut aussi étre directement induite en I’'absence d’interféron (Sen
and Peters 2007). D’autres fonctions identifiées lors de I'approche RNA-seq sont les mécanismes de

mort cellulaire. Ces fonctions de mort cellulaire, sont des mécanismes permettant de juguler
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I'infection virale en limitant la réplication du virus dans les cellules. L'apoptose est un des
mécanismes souvent décrits comme impliqués dans les réponses antivirales lors d’infections avec
I’OsHV-1 (pour revue, voir (Wang et al. 2017) et (Arzul et al. 2017)). De plus, il n’est pas surprenant
de voir I'apoptose régulée en réponse a un ARN double brin, ce phénomeéne est caractérisé chez les
vertébrés (Gantier and Williams 2007). Cependant, chez I’huitre, quelle est la fonction de I'apoptose
lors d’une stimulation avec des acides nucléiques alors que I'OsHV-1 n’est pas présent dans
I’organisme ? Bien qu’a priori ce mécanisme ne présente aucun intérét pour I’huitre dans ce cas, dans
nos analyses, nous avons identifié différentes molécules pro-apoptotiques telles que des caspases et
d’autres anti-apoptotiques tels que des IAP (inhibitor of apoptosis proteins). Il serait nécessaire
d’identifier I'apoptose d’un point de vue fonctionnel, dans des coupes histologiques d’huitres
stimulées par du poly(l:C) et suivre par marquage TUNEL ou TMRNEL (Terminal deoxynucleotidyl
transferase TetraMethylRhodamine Nick End Labelling) des fragmentations d’ADN et ainsi

déterminer si des cellules rentrent en apoptose en réponse a la stimulation avec du poly(l:C).

Un autre mécanisme antiviral bien connu chez les vertébrés et les invertébrés est
I'interférence de I’ARN. C'est une des voies préférentielles dans I'immunité antivirale des
arthropodes (Kemp et al. 2013, Nayak et al. 2013). Ce mécanisme a été identifié chez la crevette
(pour revue, voir (Labreuche and Warr 2013)), notamment lors de primo-stimulations avec des acides
nucléiques, efficaces pour lutter contre le virus WSSV (Nilsen et al. 2017). Chez I'huitre, le génome de
I’huitre a révélé la présence de ce mécanisme conservé au cours de I'évolution (Green et al. 2015a).
Cette voie est fonctionnelle chez les mollusques (voir pour revue, voir Owens et al. 2015), mais la
stimulation de cette voie par des acides nucléiques synthétiques tels que le poly(l:C), n’ayant pas
d’homologie de séquence avec des ARNm suggere qu’elle n’est pas impliquée dans la réponse au
poly(l:C). Nos analyses transcriptomiques par RNA-seq tendent a confirmer cette hypothéese puisque
nous n’observons pas de régulation transcriptomique de cette voie. En revanche, des ARNs doubles
brins présentant des homologies de séquences avec le virus OsHV-1 pourraient jouer un role dans

cette immunité antivirale. Cette piste reste encore a étre étudiée.

Par ailleurs, la diversification des récepteurs (PRRs) pourrait participer aux mécanismes de
priming immunitaire antiviral. Dépourvus d'un systeme adaptatif, les invertébrés possedent
cependant de nombreux récepteurs extrémement diversifiés pouvant étre impliqués dans la
spécificité de réponse comme c’est le cas notamment des Dscam et des FREPs. En effet, les Dscam
sont impliqués dans le phénomene de spécificité de réponse lors d’infections récurrentes permettant
de répondre plus efficacement lors d’infections consécutives de maniere spécifique (Dong et al.
2006, Kurtz and Armitage 2006, Dong et al. 2012). Concernant les FREPs, ces protéines ont été

suggérés comme participant aux mécanismes de spécificité de réponse dans le phénomene de
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priming immunitaire chez Biomphalaria glabrata face a Schistosoma mansoni (Knight et al. 2014,
Pinaud et al. 2016). Dans le génome de I'huitre, la présence de récepteurs extrémement diversifiés
pourrait jouer ce role (Zhang et al. 2015) et I'augmentation du nombre de ces récepteurs suite a une
primo stimulation pourrait alors ainsi permettre de répondre plus rapidement et plus efficacement
lors d’'une seconde infection et ainsi participer au phénomene de mémoire immunitaire. Cependant,
ces molécules sont caractérisées comme telles a partir d’homologies de séquences par rapport a des

organismes modeles et leur réle fonctionnel reste encore a démontrer.

Par ailleurs, des travaux réalisés chez les vertébrés ont émis I’hypothese que des molécules
de « danger » (DAMPS, pour « damage-associated molecular patterns ») jouent un rdle indirect dans
I'activation de réponse immunitaire innée antivirale (pour revue, voir (Collins and Mossman 2014)).
Ces DAMPS peuvent aussi induire une protection a long terme (Crisan et al. 2016) et pourrait donc
participer a cette protection sur le long terme. Tandis que le poly(l:C) est dégradé rapidement dans
les fluides de I’huitre et I’'eau de mer, nous avons observé une réponse de type maintenue au niveau
de I'expression transcriptomique. Bien que la persistance du poly(l:C) dans les tissus n’ait pas été
identifiée (Masood et al. 2017), si ce n’est pas une activation continue due au poly(l:C), I'hypothése
d’une réponse maintenue, pendant 10 jours dans notre expérimentation, souléve différentes
questions. En effet, quel est le profil d’expression des génes candidats sur le long terme ? Différentes
hypothéses existent sur les profils de réponse immunitaire et peuvent étre de type maintenue,
rappelée ou de type « shift » immunitaire (Coustau et al. 2016). Dans ce cas, quel est le type de profil
engagé dans le cas du priming immunitaire antiviral chez I’huitre sur le long terme? Nos résultats
provenant de nos analyses phénoménologiques montrent une protection au minimum de 126 jours
et nos résultats obtenus par RNA-seq tendent a montrer un profil majoritairement maintenu a 10
jours. Il est possible que les temps étudiés dans notre étude transcriptomique ne soient pas
suffisamment longs pour observer un retour a un niveau basal d’expression. Il est donc nécessaire de
pouvoir suivre sur une cinétique beaucoup plus longue le niveau d’expression de différents génes
candidats identifiés a partir de nos données transcriptomiques, pour pouvoir clairement identifier le
ou les profils de réponses impliqués dans le priming immunitaire antiviral chez C. gigas. Les
hypothéses de mémoire immunitaire et des mécanismes moléculaires seront testés par le suivi des
génes candidats par PCR quantitative en temps réel. Lors de nos expérimentations pour identifier sur
le long terme, nous avions montré une protection efficace pour une durée minimale de 4 mois en
laboratoire (cf Chapitre 1, Article 1). Nous disposons donc de I’échantillonnage nécessaire pour
répondre a la question du maintien non plus a 10 jours, mais a 126 jours. Par ailleurs, ces analyses
moléculaires par des approches transcriptomiques permettent d’identifier des voies de signalisations

a priori impliquées dans le priming immunitaire ainsi que des génes candidats. Cependant, le réle de
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ces candidats n’est que putatif. En effet, il serait nécessaire de pouvoir valider de maniére
fonctionnelle I'implication de ces genes dans ce phénomeéne de priming immunitaire et ainsi
caractériser leur réle dans les mécanismes de protection. Chez I'huitre, quelques travaux ont utilisé la
technique de l'interférence a I’ARN en utilisant des ARN doubles brins relativement longs, entre 525
pb et 877 pb, pour réprimer avec succés I'expression du géne « vasa » (Fabioux et al. 2009). Cette
technique a été aussi utilisée avec succés en ciblant TGFB chez I'huitre (Huvet et al. 2012).
Cependant, l'utilisation de cette technique peut présenter des limites en termes d’applications
lorsque ce sont des genes immunitaires que I’on cherche a interférer. En effet les ARNs doubles brins
plus ou moins longs stimulent I'immunité antivirale via la reconnaissance par d’autres mécanismes
gue les voies de l'interférence a ’ARN. Récemment, des travaux ont montré |'efficacité de I'injection
de siRNA a des huitres pour réprimer in vivo I'expression de génes immunitaires comme Bax (Li et al.
2017b) ou de RIG-1 (Huang et al. 2017). Ces derniéres approches peuvent permettre une approche

prometteuse pour caractériser de maniére fonctionnelle I'implication des genes candidats.

Concernant les genes candidats a suivre, ce choix est une étape critique. Différents
parametres issus de I'ensemble de nos résultats et de la littérature vont permettre d’orienter le choix
de ces genes. Premiérement, notre analyse transcriptomique globale a révélé de nombreux génes
régulés par la stimulation avec du poly(l:C) jusqu’a 10 jours, mais nos expérimentations
phénoménologiques ont montré que la protection est induite dés 24h. Cette observation tend donc a
montrer que les génes régulés des 24h font partie des génes candidats pour expliquer I'efficacité du
priming antiviral. Ensuite, dans la littérature, de nombreux travaux se sont intéressés a la réponse
transcriptomique lors d’infection virale (Jouaux et al. 2013, Green et al. 2014a, He et al. 2015, Rosani
et al. 2015, Green et al. 2016b) et ont donc permis d’identifier des génes régulés chez I’huitre lors de
I'infection virale pour tenter de limiter cette infection. Ces différents travaux ont étudié la réponse
antivirale chez des huitres infectées avec un broyat d’huitre contenant I'OsHV-1 (Schikorski et al.
2011b). Cependant, dans cette solution infectieuse, peuvent se trouver différents éléments comme
des acides nucléiques libres, d’huitres, de virus ou de bactéries, mais aussi des produits de
dégradation virales comme des protéines d’enveloppes, de nucléocapsides ou des produits de
dégradations bactériens comme des LPS par exemple. Il y a donc a priori dans ces études, des genes
non nécessaires a la lutte contre I'OsHV-1 sont régulés, empéchant ainsi d’identifier les génes clés de
la réponse immunitaire antivirale. De plus, les études transcriptomiques réalisées dans le cadre du
projet DECIPHER sur des familles d’huitres aux phénotypes extrémement contrastés en terme de
survie a cette maladie poly-microbienne tendent a montrer une réponse trés précoce chez les huitres
résistante et une réponse similaire, plus intense mais plus tardive chez les huitres sensibles (de

Lorgeril et al. en préparation). En complément, nos travaux réalisés sur I’étude de I'effet du poly(l:C)
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pourraient donc apporter une « clé » permettant de déchiffrer les génes essentiels et nécessaires a la
protection des huitres. A partir de I'ensemble de ces informations et la confrontation des génes
identifiés comme étant régulés lors d’infections a 'OsHV-1 provenant de la littérature, des données
provenant du projet DECIPHER ainsi que nos données de RNA-seq, nous pourrions identifier
différents génes dont I'expression précoce est nécessaires aux huitres pour survivre aux infections
virales et alors étre de bons genes candidats a I'étude des mécanismes du priming immunitaire

antiviral.

D’autres hypothéses de mécanismes sous-jacents au priming immunitaire peuvent étre
envisagées d’apres la littérature et nos expérimentations préliminaires. C'est le cas notamment de la
reprogrammation épigénétique ou des mécanismes cellulaires. Ces mécanismes pourraient apporter
des réponses a deux questions essentielles : ol et comment le message de mémoire est-il stocké ?
Tout d’abord, de plus en plus de travaux réalisés chez les vertébrés tendent a montrer que la
reprogrammation épigénétique est un des éléments centraux dans les mécanises immunitaires
entralnant une expression génique appropriée en réponse a différents facteurs notamment des
pathogénes (Fernandez-Morera et al. 2010). Cette reprogrammation épigénétique passe par des
modifications de marques ou de processus épigénétiques parmi lesquels on retrouve, la méthylation
de I’ADN, la modification de la structure chromatinienne, le changement de marque des histones ou
encore l'implication d’ARN non codant jouant un role dans les étapes de transcription (Bannister and
Kouzarides 2011). La reprogrammation épigénétique a été montrée comme jouant un réle central
dans la mémoire immunitaire innée (« trained immunity ») chez les vertébrés (Saeed et al. 2014).
Chez les plantes, la reprogrammation épigénétique est suggérée comme étant un des mécanismes
impliqués dans la résistance systémique acquise (ou « systemic acquired resistance », SAR) (Conrath
et al. 2015). A I'heure actuelle, aucune étude n’a permis de clairement révéler le réle d’une
reprogrammation épigénétique dans le priming immunitaire durant la vie de I'individu ou de maniere
trans-générationnelle. Cependant, différents travaux ne font que suggérer que ce mécanisme
pourrait participer au priming immunitaire (Castro-Vargas et al. 2017) et plus généralement a la
résistance a certains pathogenes (Galindo-Villegas et al. 2012, Vilcinskas 2016, Mukherjee et al.
2017). De plus, des travaux réalisés dans le laboratoire sur le modéle Biomphalaria glabrata dans le
cadre de la thése de Silvain Pinaud (These de Doctorat de Silvain Pinaud, 2014-2017), tentent
d’étudier ces mécanismes et suggeérent I'implication d’une reprogrammation épigénétique comme
support de I'immunité innée mémoire chez ce mollusque gastéropode (communication personnelle,
Silvain Pinaud et Benjamin Gourbal). Ensuite, durant ces travaux de these, nous avons identifié des
mécanismes moléculaires reliés au phénomeéne de priming immunitaire. Cependant, I'ensemble des

analyses a été réalisé sur des individus entiers et les mécanismes cellulaires n’ont pas encore été
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caractérisés. Les travaux réalisés chez I'huitre dans le cadre de priming immunitaire antibactériens
ont révélé un réle important des mécanismes de phagocytose joué par les hémocytes(Zhang et al.
2014, Li et al. 2017a). De plus, des travaux récents ont montré que I'OsHV-1 est détectable dans les
hémocytes par des techniques de PCR quantitative, immunofluorescence et microscopie
électronique a transmission et semble donc étre un des tissus cibles de I'OsHV-1 (Martenot et al.
2017). Dans le cadre de ma thése nous avons entrepris d’étudier les réponses cellulaires au cours du
priming immunitaire antiviral et nous avons observé des changements de proportions
populationnelles particulierement chez les granulocytes lors de stimulations avec du poly(l:C) (cf
Chapitre 2, IV). En reliant nos résultats avec ceux de la littérature, il est probable que différentes
sous-populations hémocytaires soient particulierement impliquées dans cette immunité antivirale.
Une approche possible serait de suivre ces différentes sous populations chez des huitre stimulées ou
non par du poly(l:C) puis infectées par I'OsHV-1. D’'une part, des tris cellulaires effectués par FACS
(« fluorescence-activated cell sorting ») permettraient de dénombrer et séparer les différentes sous
populations hémocytaires. D’autre part, des marquages par immunofluorescence permettraient
d’identifier la présence de I'OsHV-1 dans ces sous-populations hémocytaires et ainsi caractériser leur

role dans les mécanismes de priming immunitaire antiviral.

Enfin, les résultats que nous avons obtenus par nos analyses de RNA-seq ont donc permis de
montrer une réponse immunitaire majoritairement de type maintenue. De plus, ces résultats nous
ont aussi permis de révéler que I'huitre devait répondre trés précocement pour pouvoir étre
protégée des infections a I’'OsHV-1. De plus, durant les travaux de cette thése, nous avons travaillé a
partir d’huitres de fonds génétiques extrémement différents et qui étaient toutes protégées des
infections suite a la stimulation par le poly(l:C). Nos travaux ont permis de suggérer que des huitres
sensibles aux infections virales sont capables de survivre si elles ont été stimulées par le poly(l:C)
permettant d’activer précocement I'expression des génes nécessaires a la survie. Les travaux réalisés
dans le cadre du projet DECIPHER ont eux aussi révélé que la réponse immunitaire des huitres
résistantes était plus précoce que celle des huitres sensibles au syndrome de mortalité massive des
juvéniles (de Lorgeril et al. en préparation). L'ensemble de ces observations, pose donc la question
des mécanismes déclencheurs de cette réponse. Les hypothéses émises précédemment concernant

les mécanismes épigénétiques pourraient participer a expliquer cette précocité d’activation.
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2. Le role de 'OsHV-1 dans la maladie poly-microbienne

Dans ces travaux de thése, nous avons montré que la primo-stimulation des huitres par du
poly(l:C) avait pour conséquence une charge virale beaucoup plus faible lors d’infection a 'OsHV-1
par rapport a des animaux non stimulés. Ces résultats sont cohérents avec ceux observés dans
d’autres études chez I'huitre (Green and Montagnani 2013), mais aussi chez les vertébrés
(Alexopoulou et al. 2001). Notre approche par RNA-seq nous a permis de suivre les transcrits viraux
lors d’infections chez les huitres stimulées ou non stimulées. La réplication de I'OsHV-1 est beaucoup
plus réduite voire inexistante lorsque les huitres avaient été stimulées avec le poly(l:C) (cf Article 2,
chapitre 2), ce qui explique des charges virales en ADN détectées trés faibles. Cependant, nous
pouvons émettre 2 hypothéses par rapport a ces résultats. Soit la stimulation des huitres par le
poly(1:C) a pour effet d’empécher ou de limiter I’entrée du virus, soit elle n"'empéche pas I'entrée du
virus mais limite sa réplication dans des étapes critiques du cycle de réplication. Concernant la
premiere hypothese, chez les vertébrés, des travaux ont montré que la stimulation de macrophages
murins avec du poly(l:C) entraine une augmentation de I'enzyme cholestérol 25-hydroxylase via la
production d’interferons (Park and Scott 2010). Cette enzyme convertit le cholestérol en 25-
hydroxycholesterol (25HC), capable d’empécher I'entrée de nombreux virus enveloppés a ADN et
ARN comme le virus Ebola, le VSV (Virus de la stomatite vésiculaire), le HIV (virus de
I'immunodéficience humaine) ou encore I’'herpés virus murin 68 (MHV68) (Liu et al. 2013b). Le 25HC
bloque la fusion de la membrane entre le virus et la cellule 'empéchant ainsi de rentrer dans la
cellule et donc de s’y répliquer. Cette molécule est présente dans le génome de [’huitre
(CGI_10015440), mais n’est pas régulée dans notre modele lors d’une stimulation par le poly(l:C) ni
I’OsHV-1. Il est donc possible qu’un mécanisme similaire soit mis en jeu dans notre modele, mais
n’ait pas encore été identifié. Concernant la deuxiéme hypothése, des travaux réalisés chez les
vertébrés ont montré que la grande diversité d’ISGs (Interferon stimulated genes) peut empécher la
réplication virale en intervenant dans toutes les étapes du cycle (fusion a la membrane, transcription,
traduction, assemblage, excrétion). C’'est le cas de la vipérine, un ISG présent chez I’huitre (Green et
al. 2015b), dont la cible chez les vertébrés sont les radeaux lipidiques ; son interaction avec ces
radeaux lipidiques va empécher la libération des virus néo-synthétisés (Wang et al. 2007). Dans ce
cas, I’ADN viral est quantifiable par les techniques de qPCR, mais il n’y a pas de nouveaux virus
libérés. Dans nos analyses, nous observons une augmentation tres faible de la charge virale en ADN
chez les animaux stimulés avec du poly(l:C) et infectés avec I'OsHV-1 ainsi qu’une tres faible
réplication virale. Il est donc probable que ce soit une combinaison de nos deux hypotheses qui soit
mise en place, le poly(l:C) empéche I'entrée du virus OsHV-1, mais quelques virus échappent a ce

premier contrdle et entrent dans la cellule puis initient une réplication qui serait ensuite bloquée
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avant la libération des nouveaux virus. A I'heure actuelle, le cycle viral de I'OsHV-1 n’est pas
caractérisé et I'absence de lignées cellulaires ne permet pas encore de confirmer ou infirmer ces
hypothéses. Cependant, ces hypothéses pourraient étre vérifiées via le suivi des transcrits d’'OsHV-1
par RNA-seq sur une cinétique plus longue ainsi que l'identification des fonctions des transcrits
régulés. Par ailleurs, des observations en microscopie électronique a transmission pourraient
permettre de savoir si le virus rentre ou non dans des cellules. Des travaux récents ont permis de
montrer que I'OsHV-1 est capable de se répliquer dans des primo-cultures d’hémocytes et ces

travaux pourraient permettre de lever ce verrou (Morga et al. 2017).

Nos résultats en milieu controlé ont montré que le poly(l:C) protége des mortalités lors
d’infections a I’OsHV-1 mais ne protége pas des infections avec une bactérie pathogeéne chez I'huitre.
Dans nos expérimentations en milieu naturel, nous avons montré que le traitement des huftres avec
du poly(l:C) permettait de protéger du syndrome de surmortalité massive affectant les juvéniles alors
qgue le site ostréicole ol se trouvaient les huitres était positif aux détections de Vibrios du clade
Splendidus (RESCO, Juin 2016). De plus, nous avons montré que le poly(l:C) permet de limiter
drastiquement la réplication du virus, montrant ainsi clairement un réle primordial du virus dans
cette maladie poly-microbienne affectant les juvéniles. Le virus OsHV-1 apparait donc comme
essentiel et nécessaire au déclenchement de la maladie. Ainsi, différentes questions restent en
suspens. Comment I’OsHV-1 participe-t-il au phénomene de surmortalité massive chez les juvéniles ?
Le virus OsHV-1 est-il suffisant pour induire les mortalités ? Ces questions sont au coeur du projet
DECIPHER. Pour répondre a cette premiére question, les travaux réalisés ont permis de révéler que
I'infection virale déstabilise le microbiote des huitres puis des bactéries opportunistes vont coloniser
I’hultre, parmi lesquelles on peut retrouver des pathogenes, participant au phénomene de mortalité
(de Lorgeril et al. en préparation). Ces résultats semblent orienter les hypothéses vers un role
essentiel et nécessaire de I'OsHV-1 mais a priori pas suffisant (Petton et al. 2015). Pour confirmer
cette hypothése, il faudrait infecter des huitres axéniques uniquement avec I'OsHV-1, ce qui est a
I’heure actuelle impossible dans ce modele. Par ailleurs, dans le cadre d’infections naturelles,
différents travaux ont révélé des charges virales pouvant étre importantes chez des individus ne
déclenchant pas de mortalité, soulevant ainsi des questions de tolérance lors de ces infections en

milieu naturel (Petton et al. 2015, Evans et al. 2017a).
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3. Perspectives appliquées

A I'heure actuelle, les sélections d’huitres reposent sur des programmes de sélections
massales, longs et trés colteux (Degremont et al. 2010b, Degremont et al. 2015b). Comme nous
venons de le voir au cours de cette thése, nos travaux ont permis de mettre en évidence que la
stimulation des huitres par le poly(l:C) permettait de réduire considérablement les mortalités lors
d’infections virales a I'OsHV-1. De plus, le traitement des huitres par cet ARN double brin permet de
protéger les huitres du phénomene de surmortalité massive en milieu naturel, améliorant le taux de
survie entre 80% et 93% suite a deux déploiements deux années consécutives. Ces résultats sont
extrémement encourageants pour permettre d’apporter des solutions de sortie de crise ostréicole.
Cependant, il est a I’heure actuelle difficilement envisageable de pouvoir traiter I'ensemble d’une
production en injectant du poly(l:C) aux huitres. Bien que la stimulation des huitres par le poly(l:C)
soit réalisable par balnéation, la question de I'effet du poly(l:C) sur la consommation humaine reste
en suspens pour des raisons sanitaires. En revanche, les travaux développés par Green et
collaborateurs ainsi que les travaux réalisés dans le cadre de cette thése (cf Chaptire 1, IV, B) ont
montré que cette protection antivirale induite par le poly(l:C) pourrait étre transmise a la
descendance (Green et al. 2016a). Ces résultats sont extrémement intéressants et présenteraient
une avancée majeure en termes d’application car ils permettent d’éviter le traitement direct des
huitres a visée commerciale en traitant seulement les géniteurs. Il est maintenant important de
tester I'effet de cette stimulation parentale sur plusieurs générations d’huitres pour en déterminer
les bénéfices apportés en termes de survie et ainsi éviter tout risque sanitaire lié a la consommation
de poly(l:C).

D’autres travaux par QTL ont permis d’identifier des loci impliqués dans la résistance chez C.
gigas aux infections a I’OsHV-1 (Sauvage et al. 2010). Les génes candidats impliqués dans la survie
des huitres lors de stimulations par le poly(l:C), identifiés a partir de notre approche globale,
pourraient étre comparés avec ces analyses QTL et ainsi participer aux approches de sélection de

familles d’huitres par rapport a des traits de survie.
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Conclusion générale







Conclusion générale

Cette thése a porté sur l'identification et la caractérisation du priming immunitaire antiviral
chez I'huitre creuse Crassostrea gigas. Ces travaux ont été réalisés dans un contexte d’épisodes de
surmortalité massive d’origine poly-microbienne, affectant I'ostréiculture a I’échelle mondiale depuis
2008. Grace a I'utilisation d’'un ARN double brin synthétique, un agent mimétique viral, le poly(l:C),
nous avons pu identifier un priming immunitaire antiviral efficace chez I’huitre face a I’Ostreid herpes

virus (OsHV-1).

Dans un premier temps, notre approche phénoménologique (cf Chapitre |, Article 1) a permis
de montrer que la stimulation des huitres avec différents acides ribonucléiques de taille et de
séquence variables, notamment le poly(l:C) permettait d’améliorer le taux de survie de prés de 100%
lors d’infections virales a I'OsHV-1. Cependant, cette protection semble spécifiquement antivirale
puisque le poly(l:C) ne protege pas d’infections bactériennes a Vibrio tasmaniensis LGP32. De plus,
nous avons montré que cette protection antivirale était efficace sur le long terme pour protéger des
infections a I’OsHV-1, avec une durée minimale de 5 mois. Cette protection est par ailleurs efficace
en milieu naturel sur I'étang de Thau permettant de protéger les huitres d’épisodes de surmortalité

massive.

Dans un deuxiéme temps, nous nous sommes intéressés aux mécanismes de ce priming
immunitaire par une approche transcriptomique globale par RNA-seq (cf Chapitre 2, Article 2). Cette
approche nous a permis d’identifier d’'une part que la stimulation des huitres par le poly(l:C)
entralnait la régulation de différentes fonctions immunitaires et notamment I'implication d’un
systeme de type interféron. D’autre part, la stimulation des huitres par le poly(l:C) entraine une
réponse immunitaire majoritairement maintenue (« sustained response ») pouvant expliquer la
protection acquise observée suite a une infection par I'OsHV-1. Chez ces huitres stimulées par le
poly(l:C), I'entrée du virus OsHV-1 dans les cellules et/ou sa réplication semble réprimée voire

empéchée.

L'ensemble de ces expérimentations en milieu naturel et en milieu controlé suggére ainsi un
role essentiel de I'OsHV-1 dans cette maladie poly-microbienne affectant les huitres. De plus, toutes
les expérimentations ont été réalisées avec des huitres de fonds génétiques différents et étaient
toutes protégées des infections a I'OsHV-1 suite a une stimulation par le poly(l:C). Nous suggérons
donc que toutes les huitres ont une potentialité de protection face au virus OsHV-1 mais que cette
protection nécessite une activation précoce des mécanismes immunitaires, que le poly(l:C) a permis

d’activer.
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Ces travaux de these ont donc permis, d’'un point de vue fondamental, d’apporter de
nouvelles connaissances sur le phénomene de priming immunitaire antiviral encore trés peu décrit
dans la littérature pour la majorité des modeéles vertébrés et invertébrés. Ainsi, nos travaux ont donc
permis d’en étudier les mécanismes montrant qu’il y a bien une composante immunitaire a ce
phénomeéne, au cceur des débats en immunologie. En répondant en partie a la requéte de Rowley et
Powell (Rowley and Powell 2007) qui jugeaient nécessaire de pouvoir travailler sur des modeles dans
lesquels il est possible d’étudier les bases moléculaires du priming immunitaire, cette these a permis
d’apporter une pierre a I'édifice de I'immunité innée et du priming immunitaire. Chez I’huitre creuse
Crassostrea gigas, il y a bien une composante immunitaire a cette protection et cette espece non-

modele peut étre un bon candidat permettant d’étudier les mécanismes du priming immunitaire.

D’un point de vue appliqué, ces travaux ouvrent a présent une voie de recherche visant a
proposer et a mettre en place de nouveaux moyens de lutte contre les maladies des huitres, afin de
soutenir les filieres ostréicoles. Ceci constituera a présent les grands enjeux sociétaux et

économiques auxquels il nous faudra répondre dans les prochaines années.
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Résumé

Depuis 2008, des épisodes de surmortalité massive d’origine multifactorielle, affectent les
élevages de juvéniles d’huitre creuse Crassostrea gigas a I’échelle mondiale dont le virus ostreid
herpesvirus type 1 (OsHV-1) peut étre considéré comme un des agents pathogenes majeurs.
L'immunité des huitres, comme pour I'ensemble des invertébrés, repose sur un systeme immunitaire
inné et a longtemps été considéré comme trés peu spécifique et dépourvu de capacité mémorielle.
Cependant, ces derniéres années, cette vision simpliste de I'immunité des invertébrés a pu étre
remise en question par lintermédiaire d’études ayant démontré [’existence d’une réponse
immunitaire spécifique et mémoire. Cependant les connaissances sur les mécanismes sous-jacents a
ces phénomeénes restent encore aujourd’hui extrémement fragmentaires. Dans le cadre de cette
these, I'objectif était de caractériser le priming immunitaire antiviral ainsi que ses mécanismes chez
I'huitre creuse face au virus OsHV-1. En stimulant les huitres avec un agent mimétique viral, le
poly(l:C), les résultats de ces travaux ont montré que cette molécule protégeait spécifiquement
contre I'OsHV-1 en améliorant le taux de survie des huitres de prés de 100%, mais ne protégeait pas
d’infections bactériennes a Vibrio tasmaniensis LGP32. Cette protection est efficace en milieu
contrélé comme en milieu naturel sur le long terme, pour une durée minimale de 5 mois, permettant
de protéger les huitres d’un épisode de mortalité. Une approche transcriptomique globale (RNA-seq)
a permis d’identifier différentes voies de signalisations immunitaires antivirales différentiellement
régulées suite a la stimulation par le poly(l:C). Les profils de régulation de ces transcrits présentent
une expression majoritairement maintenue dans le temps, pendant au moins 10 jours, ce qui
pourrait expliquer la protection observée. L'ensemble de ces résultats montre I'existence d’un
phénomeéne de priming immunitaire antiviral efficace chez un mollusque Lophotrochozoaire et
apporte une contribution a la compréhension des mécanismes moléculaires sous-jacents a ce
phénoméne. Ces travaux ont permis d’apporter des pistes de sortie de crise pour la filiere ostréicole
jusqu’alors inexplorées.

Mots-clefs : Mollusque, huitre creuse, Crassostrea gigas, OsHV-1, poly(l:C), immunité innée,
priming immunitaire, mécanismes antiviraux

Abstract

Since 2008, mass mortality events of multifactorial origin have affected the Pacific oyster
Crassostrea gigas farms worldwide, in which ostreid herpesvirus type 1 (OsHV-1) can be considered
as one of the major pathogens. The immunity of oysters, as for all invertebrates, is based on an
innate immune system that has long been considered to be scarcely specific and to lack memory.
However, in recent years this simplistic view of invertebrate immunity has been questioned through
studies that have demonstrated the existence of a specificimmune response and memory. However,
knowledge about the mechanisms underlying these phenomena still remains extremely fragmentary.
The aim of this thesis was to characterize the antiviral immune priming and its mechanisms in the
Pacific oyster against OsHV-1. By stimulating oysters with a viral mimic, poly(l:C), the results of this
work have shown that this molecule specifically protects against OsHV-1 by improving oyster survival
by almost 100% but does not protect against bacterial infections at Vibrio tasmaniensis LGP32. This
protection is effective in a controlled environment as well as in the natural environment on the long
term, for a minimum duration of 5 months, allowing protecting oysters from mass mortality events.
A global transcriptomic approach (RNA-seq) carried out during this thesis allowed us to identify
different antiviral immune pathways differentially regulated following the stimulation by poly(l:C).
The regulation profiles of these transcripts exhibit expression mostly maintained over time, for at
least 10 days, which could explain the observed protection. All these results show the existence of an
effective antiviral immune priming phenomenon in a Lophotrochozoan mollusc and contribute to the
understanding of the molecular mechanisms underlying this phenomenon. This work opens new
perspectives hitherto unexplored to support oyster farming against this crisis.

Key words: Mollusc, Pacific oyster, Crassostrea gigas, OsHV-1, poly(l:C), innate immunity, immune

priming, antiviral mechanisms
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