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Figure 1 : Des cellules souches pluripotentes peuvent être dérivées à différents stades de 
développement. 

Chez la souris, des cellules souches embryonnaires (ES) peuvent être dérivées de la masse cellulaire 

interne à 3,5 jours post-coïtum (3,5 p.c.). Puis, des cellules souches épiblastiques et des cellules 

germinales primordiales (PGCs) peuvent être isolées et propagées dans différentes conditions de 

ultu e. Chez l adulte, des V“ELs, Ve  “ all E o i  Like ells, o t t  d te t es da s diff e ts 
tissus, i lua t la oëlle osseuse, le œu , les ei s, le e eau et les poumons. Schéma issu de 

Kassmer et Krause, 2013. 
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 Les cellules souches 

a. Divers types de cellules souches 

Les cellules souches (CS) se distinguent des autres cellules de par leur capacité 

d auto e ou le e t et de diff e iatio . Elles sont présentes dans tous les organismes 

multicellulaires et jouent un rôle crucial dans le développement des organismes ainsi que dans 

le maintien de leur intégrité au cours de la vie (Heidstra and Sabatini, 2014). Au niveau 

embryonnaire, les cellules souches ont un potentiel prolifératif important ai si u u e g a de 

apa it  de diff e iatio . Les p e i es ellules sou hes a a t is es so t la ellule œuf et 

les lasto es p o es. Ce so t les seules ellules totipote tes d ites, est-à-dire 

capables de se différencier en toutes les cellules issues des trois feuillets embryonnaires 

(ectoderme, mésoderme ou endoderme) mais également en toutes les cellules des annexes 

embryonnaires (trophoblaste, vésicule vitelline, allantoïde, amnios). Leur capacité de 

totipotence est rapidement perdue in vivo après la différenciation du trophoblaste. A ce jour, 

seules quelques études ont permis le maintien de ce caractère in vitro (Xu et al., 2002). Un 

peu plus tard dans le développement embryonnaire mais toujours à des stades précoces, les 

cellules de la masse cellulaire interne du blastocyste constituent un ensemble de cellules 

souches (Figure 1). Elles ont perdu leur caractère totipotent pour se restreindre à un caractère 

pluripotent. En se différenciant, elles vont permettre de générer les différents tissus 

appa te a t à ha u  des feuillets e o ai es à l o igi e des diff e ts o ga es o e la 

peau issue de l e tode e , les aisseau  sa gui s issus du sode e) ou encore le tube 

digestif issu de l e dode e  (Thomson et al., 1995). Plus tard dans le développement, les 

cellules germinales primordiales (PGCs) et les cellules souches épiblastiques (EpiSCs) peuvent 

être isolées et cultivées comme des lignées cellulaires pluripotentes (Figure 1). 

Concernant les cellules souches chez des individus adultes, une équipe de chercheurs 

canadiens a montré en 1961 que dans le tissu hématopoïétique, une catégorie de cellules 

pouvait, une fois injectée dans des souris irradiées, former des colonies au niveau de la rate 

(Till and McCulloch, 1961). Les cellules composant les colonies étaient capables de proliférer 

et de se diff e ie  e  t ois lig es à l o igi e des ellules sa gui es : les cellules 

érythrocytaires, les cellules granulaires et les mégacaryocytes. Des cellules souches sont alors, 

pou  la p e i e fois d ites hez l adulte. Bien caractérisées chez la souris, elles présentent 
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deux caractéristiques qui les différencient des autres cellules adultes. Premièrement, elles 

so t apa les d auto- e ou le e t, est-à-di e, de g e  des lo es d elles-mêmes afin 

de garder un pool de cellules souches, qui pourra être mobilisé en fonction des différents 

esoi s ellulai es de l o ga is e. Cette ou elle g atio  ellulai e est obtenue par 

divisions symétriques avec une génération de deux cellules souches, ou lors de divisions 

as t i ues où u e des ellules ga de a u  pote tiel sou he alo s ue sa ellule sœu  

s e gage a da s u e sp ifi atio  ellulai e do e (Morrison and Kimble, 2006). 

Deu i e e t, es ellules peu e t se diff e ie  a e  des apa it s a ia les d u i- , multi-

, ou pluripotence (Hima Bindu and Srilatha, 2011). E  fo tio  de l e i o e e t da s le uel 

elles évoluent, elles vont pouvoir soit avoir un potentiel de différenciation limité mais un fort 

pou oi  de p olif atio , est le as des ellules sou hes pide ales (Gomez et al., 2013) à 

l o igi e d u  seul t pe ellulai e, do  u ipote tes ; soit se différencier en plusieurs types 

cellulaires mais avec une différenciation limitée à certains lignages comme les cellules souches 

mésenchymateuses capables de se différencier en cellules des lignées ostéoblastiques, 

chondrocytaires et adipocytaires (Pittenger et al., 1999) et donc multipotentes. Néanmoins, il 

est important de souligner que des cellules souches unipotentes et multipotentes, une fois 

extraites de leur microenvironnement peuvent devenir pluripotentes in vitro ou in vivo. Par 

exemple, la transplantation de cellules souches neurales murines (multipotentes) 

préalablement mises en culture, puis transplantées dans des embryons de poulet ou de souris 

peut générer des cellules issues des trois feuillets embryonnaires (Clarke et al., 2000). C est 

aussi le cas pour les cellules souches spermatogoniales (Conrad et al., 2008). Par ailleurs, de 

rares cellules exprimant des marqueurs de pluripotence tels que SSEA-1, Oct-4, Nanog ou 

e o e ‘e  o t t  d te t es da s la oelle pi i e de sou is adulte. L a al se 

o phologi ue de es ellules a l  u elles taie t de petite taille  à  µ , u elles 

avaient un rapport nucléo-cytoplasmique élevé et que leur chromatine était plutôt 

décondensée, caractéristiques spécifiques des cellules souches embryonnaires. Après culture, 

ces « very small embryonic like stem cells » (VSELs) sont capables de se différencier en cellules 

issues des trois feuillets embryonnaires en fonction des microenvironnements dans lesquels 

elles évoluent (Kucia et al., 2006). Elles p se te t u e la ge dist i utio  da s l o ga is e 

puis u elles o t t  retrouvées dans différents organes comme le foie , les reins, les poumons, 

le œu  et le e eau (Kassmer and Krause, 2013) (Figure 1). Récemment, des cellules souches  
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Figure 2 : Diff re tesà i hesàdeà ellulesàsou hesào tà t àd ritesà hezàl’adulte. 

La i he des ellules sou hes ge i ales est illust e da s l o ai e et le testi ule de d osophile A, B). 

Les i hes d aut es ellules sou hes so t gale e t d ites : elle des ellules souches nerveuses (C), 

du follicule pileux (D), intestinales (E) et hématopoïétiques (F). BL : lame basale, GSC : cellules souches 

germinales, SSC : cellules souches somatiques, SVZ : zone sous ventriculaire, LV : ventricule latéral, BV 

: vaisseau sanguin, Ep : épiderme, SG : glande sébacée, NF : fibres nerveuses, DP : papille dermique, 

TB : os trabéculaire, HSC : cellules souches hématopoïétiques. Schéma issu de Fuchs et al., 2004. 

á Germarium 
ovarien

B Niche 
spermatogoniale

C Niche de la zone sous-
ventriculaire cérébrale 

D Niche du follicule 
pileux

E Niche de la crypte 
intestinale

F Niche 
hématopoïétique
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o t gale e t t  d ites da s d aut es o ga es, de ce fait, et au vu de la complexité de ce 

domaine, cette partie de thèse ne présente en aucun cas une revue exhautive sur les cellules 

souches. 

Il e iste do  u e ultitude de ellules sou hes, hez l e o  ais gale e t hez l adulte. 

N a oi s, l a ti it  p olif ati e et de diff e iatio  de es ellules a ie au ou s de la ie 

d u  i di idu. Il est i t essa t de soulig e  ue da s u  o texte in vivo, certaines CS, comme 

les ellules sou hes eu ales à l o igi e des eu o es et des ellules gliales ou les ellules 

sou hes o ogo iales des Ma if es à l o igi e de la p odu tio  des ga tes fe elles, o t 

avoir de fortes activités proliférati es pe da t l e oge se ais peu d a ti it  hez les 

individus adultes (Johnson et al., 2004; Stiles and Jernigan, 2010). E  e a he, d aut es 

ellules o e les ellules sou hes h atopoï ti ues à l o igi e des ellules sa gui es, les 

ellules sou hes spe atogo iales à l o igi e de la spe atoge se ou les ellules sou hes 

ovogoniales de poisson, vont générer une multitude de cellules qui vont être produites tout 

au lo g de la ie de l i di idu (Nakamura et al., 2010; Phillips et al., 2010; Palis, 2014). 

Enfin, en plus des cellules souches naturelles, un autre type de cellules pluripotentes a 

récemment été produit, les cellules pluripotentes induites (iPS). Ces cellules sont issues de 

cellules différenciées adultes, reprogrammées in vitro, par transgenèse en cellules 

dédifférenciées pluripotentes. La surexpression de quatre gènes Oct3/4, Sox2, c-Myc et Klf4 

est suffisante pour éteindre les autres gènes de différenciation exprimés par la cellule et de 

ce fait lui conférer un potentiel souche (Takahashi et Yamanaka, 2006). Ainsi, toute cellule 

ayant gardé un potentiel de prolifération peut être reprogrammée, ouvrant de nombreuses 

possibilités pour des utilisations cliniques notamment. 

 

b. La niche, un microenvironnement particulier 

Les cellules souches adultes évoluent dans un microenvironnement particulier appelé 

« niche », un concept proposé la première fois par Schofield, en 1978. Des niches de cellules 

souches ont été identifiées dans divers tissus : le testicule, la moelle osseuse, la peau, 

l i testi , le e eau (Fuchs et al., 2004) (Figure 2). La niche se compose de cellules souches 

mais également de leurs progéniteurs et de diverses cellules différenciées, qui vont sécréter 

différents facteurs et organiser un milieu riche en matrice extracellulaire afin de permettre 
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aux CS de survivre et de garder leur potentiel souche. Elle permet aussi de réguler la balance 

e t e l auto e ou le e t et la diff e iatio  des ellules sou hes afi  u elles puisse t 

assurer leur fonction de régénération tissulaire, en remplaçant les cellules mortes 

atu elle e t pe te sto hasti ue  ou lo s d u e l sio , mais aussi permettre une adaptation 

à un état physiologique. 

Tout d a o d, u e des fo tio s p i ai es de la i he est d a e  les ellules sou hes au sei  

du microenvironnement. Chez les Mammifères, la N-cadhérine (Zhang et al., 2011a), la E-

cadhérine (CDH1) (Chen et al., 2015) ai si ue d aut es ol ules d adh sio  o e 

l i t g i e α  (Krebsbach and Villa-diaz, 2017) sont i pli u es da s l i te a tio  ellules 

souches/environnement. Le mode de division symétrique ou asymétrique des cellules souches 

peut dépendre directement de cet ancrage à la niche. Chez la drosophile, la division 

asymétrique des cellules souches germinales met en jeu le centrosome ainsi que la protéine 

APC (Adenomatous Polyposis Coli), localisée au niveau cortical, pour orienter le fuseau 

mitotique perpendiculairement à la niche. Suite à cette division, la cellule qui reste en contact 

avec la niche garde son potentiel souche alors que sa ellule sœu , d ta h e de la i he, 

s e gage da s la oie de diff e iatio  (Yamashita et al., 2003). 

Au sein de la niche, différents facteurs assurent le « homing », est-à-dire un phénomène 

d ota ie des ellules sou hes da s la i he. Ai si, o  et ou e des ol ules d a age 

o e l i t g i e β  da s la i he ge i ale (Kanatsu-Shinohara et al., 2008a). Mais 

également des facteurs comme la chimiokine SDF-1 (Stromal cell-Derived Factor 1) qui est 

sécrétée par les cellules endothéliales sinusoïdales de la moelle épinière alors que son 

récepteur CXCR4 est exprimé à la surface des cellules souches hématopoïétiques CD34+ (pour 

revue, Sharma et al., 2011). La liaison du ligand à son récepteur va alors permettre une 

rétention des cellules souches au sein de la niche hématopoïétique (pour revue, Sharma et al., 

2011). Par ailleurs, la pe tu atio  de l e p essio  de la hi ioki e “CF Stem Cell Factor) qui 

interagit avec son récepteur c-Kit, un récepteur tyrosine kinase, amène à des défauts de 

l h atopoï se ou de d eloppe e t des ellules ge i ales (pour revue, Whetton and 

Graham, 1999). 

Un autre rôle de la niche est de réguler la prolifération mais également la différenciation des 

cellules souches. Diverses voies de signalisation sont impliquées dans ces deux types de  



 

8 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 : Trois voies de régulation sont classiquement impliquées dans 
l’autore ouv le e t,àlaàsurvie,àlaàprolifération et la différenciation des cellules souches. 

Les voies Wnt, Notch et Hedgehog et leurs cascades de signalisation respectives sont généralement 

impliquées dans la régulation de gènes de survie, de prolifération et de différenciation des cellules 

souches. Schéma issu de Malhotra et al., 2011. 
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régulation. La voie Wnt/caténine-β est e gag e pa  e e ple da s l auto e ou le e t des 

cellules souches hématopoïétiques in vitro et in vivo, neurales in vitro (Reya et al., 2003; Kalani 

et al., 2008) et permet la prolifération des cellules souches spermatogoniales (SSCs) in vitro 

chez la souris (Golestaneh et al., 2009). La voie Notch quant à elle contribue au maintien des 

HSCs in vitro et in vivo dans un état indifférencié (Varnum-Finney et al., 2000). De plus, la 

pe tu atio  de l e p essio  de Not h da s la i he o a ie e hez la drosophile engendre la 

différenciation des cellules souches germinales (GSCs) et leur migration hors de la niche (Ward 

et al., 2006). Enfin, la voie Sonic Hedgehog permet de réguler la balance entre la quiescence 

et l a ti atio  des cellules souches neurales au niveau de la zone sous-ventriculaire (Daynac 

et al., 2016) et la prolifération des cellules souches hématopoïétiques in vivo (Bhardwaj et al., 

2001) (Figure 3). Ainsi, la niche joue un rôle crucial dans la régulation des cellules souches 

aussi ie  au i eau de leu  su ie, de leu  p olif atio , u au i eau de leu  diff e iatio , 

et o t i ue de e fait au ai tie  de l i t g it  tissulaire. 

 

c. Caractéristiques des cellules souches 

Les ellules sou hes so t a a t is es pa  leu  apa it  d auto e ou le e t su  le lo g 

terme in vivo mais aussi en culture (Kokkinaki et al., 2011). Bien que généralement quiescentes 

hez l adulte au sein des tissus, les CS mises en culture dans un milieu adapté prolifèrent 

activement et forment des colonies qui peuvent être maintenues à long terme (plus de 2 ans) 

de pa  leu  apa it  d auto e ou le e t et de ai tie  sa s se diff e ie  (Servili et al., 

2009). Une forte activité télomérase confère aux CS leur caractère « immortel » (pour revue, 

Huang et al., 2014). La télomérase est une enzyme composée de deux sous unités, la TERT 

(Telomerase reverse transcriptase) et la TER (single long non-coding telomerase RNA) servant 

de at i e pou  l additio  d u e s ue e p t e TTAGGG n d ADN au iveau des 

télomères. Les divisions cellulaires engendrant un raccourcissement progressif des télomères 

dont la longueur est un régulateur essentiel de la prolifération et de la sénescence cellulaire, 

les cellules à fort pouvoir prolifératif, comme les cellules souches, présenteront une activité 

télomérase élevée.  

Le maintien du caractère indifférencié des C“ est li  à l e p essio  des fa teu s de 

transcription Oct4 (ou POU5f1), Nanog et Sox2, qui sont surexprimés dans les CS. En effet, 

dans les cellules ES, la di i utio  de oiti  de l e p essio  d O t  e ge d e la diff e iatio   
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des cellules en trophoblaste (pour revue, Shi and Jin, 2010). Sox2 quant à lui, est impliqué dans 

le maintien de la pluripotence et sa délétion dans les cellules ES entraîne la différenciation des 

cellules en cellules du trophectoderme (Masui et al., 2007). E fi , lo s ue Na og est plus 

exprimé dans des embryons de souris, les cellules de la masse interne restent au stade « pré-

pluripotence », un stade indéterminé qui engendre une non viabilité des embryons (Silva et 

al., 2009). Ces différents facteurs de transcription sont plutôt des facteurs de transcription 

activateurs. Ils agissent en se fixant sur les régions régulatrices des gènes cibles et augmentent 

l e p essio  de g es o e Id4, gène suppresseur de différenciation cellulaire activé par 

POU5f1 et Sox2, ou comme Sfrp1, gène de pluripotence activé par POU5f1 et Nanog (Sharov 

et al., 2008). En plus de leur potentiel activateur, on peut également noter que ces facteurs 

de t a s iptio  so t apa les de supp i e  de faço  i di e te l e p essio  de g es de 

diff e iatio . POU f  pa  e e ple, aug e te l e p essio  de g es pol o  o e 

Suz12 qui sont responsables du maintien de la chromatine dans un état compacté, bloquant 

ai si l a s de la a hi e ie de t a s iptio  au  g es de diff e iatio  (Sharov et al., 

2008). 

Les cellules souches présentent également des marqueurs de surface spécifiques qui 

permettent de les identifier tels que par exemple les antigènes spécifiques de stades 

embryonnaires 3 et 4 (SSEA3, SSEA4) qui sont des glycosphingolipides. Ils ont été caractérisés 

comme marqueurs de cellules souches embryonnaires humaines (Thomson et al., 1998) et 

SSEA4 comme marqueur de cellules souches mésenchymateuses et de cellules souches 

spermatogoniales humaines (Gang et al., 2007; Kokkinaki et al., 2011).  Même si leur rôle dans 

la plu ipote e ou l auto e ou le e t des ellules sou hes a pas e o e t  d fi i 

(Brimble et al., 2007), des études ont montré que les glycosphingolipides étaient capables 

d i te agir avec des protéines membranaires comme les intégrines ou la cavéoline-1 pour 

gule  l adh sio , la p olif atio  et la otilit  hez d aut es t pes ellulai es (Ho et al., 

2016). U e aut e a a t isti ue des ellules sou hes est d a oi  u e a ti it  phosphatase 

alcaline élevée O Co o  et al., 2008). Cepe da t, e a ueu  est o t o e s  a  e s il 

est très exprimé dans les cellules ES, les PGCs (Hahnel et al., 1990) et dans les SSCs (Lim et al., 

2014), u e fo te a ti it  phosphatase al ali e a pas t  d o t e da s d aut es tissus 

contenant des cellules souches (Stefkova et al., 2015). Enfin, les CS isolées de leur 

microenvironnement et mises en culture ont montré u elles taie t plu ipote tes de par leur  
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Figure 4 : Différentes méthodologies permettent de démontrer la pluripotence de cellules 
isolées.  

Le caractère souche de cellules, dérivées de différentes sources, dans cet exemple chez le poulet, peut 

être démontré par la formation de corps embryoïdes ou la différenciation en différents lignages in vitro 

mais aussi in vivo pa  la fo atio  d u  t ato e ap s i je tio  sous-cutanée dans une souris 

immunodéprimée ou la formation de chimères. ESCs : cellules souches embryonnaires, EGSs : cellules 

germinales embryonnaires, GSCs : cellules souches germinales. Schéma issu de Han, 2009. 
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capacité à se différencier en cellules issues des trois feuillets embryonnaires (Thomson et al., 

1998; Pittenger et al., 1999). Par la technique de culture des cellules dans une goutte de milieu 

suspendue (hang drop , il a t  o t  u elles so t apa les de fo e  de faço  spo ta e 

des agrégats cellulaires appelés corps embryoïdes (Figure 4). Les corps embryoïdes simulant 

la gastrulation, ils se différencient spontanément en cellules issues des 3 feuillets. La 

différenciation embryonnaire caractérisée par des marqueurs moléculaires spécifiques 

(Itskovitz-eldor et al., 2000) des cellules souches in vitro peut également être induite par 

l ajout ou la supp essio  de fa teu s sp ifi ues. Pa  e e ple, l ajout d a ide ti oï ue ou 

d a ti i e A sti ule, espe ti e e t, u e diff e iatio  e  e tode e ou e  e dode e des 

cellules souches embryonnaires (Poh et al., 2014) (Figure 4 . L u  des tests in vivo est 

l o te tio  de hi es pa  i je tio  de C“ issues d u  do eu  da s u  e e eu  ui peut 

être à un stade de morula (technique par agrégation) ou blastocyste (Wood et al., 1993) 

(Figure 4 . “i les ellules s a e t t e plu ipote tes, les ellules du do eu  au o t la 

p op i t  de s i t g e  da s les diff e ts tissus de l i di idu y compris dans la lignée 

germinale. En revanche, si les cellules ont un potentiel multipotent, elles ne seront présentes 

ue da s des ellules d u  seul t pe de feuillet e o ai e, oi e da s u  ou plusieu s 

lignages tissulaires (Mascetti and Pedersen, 2016). Un second test in vivo est l i je tio  sous-

cutané des cellules pluripotentes à un individu receveur immunodéprimé afin de générer un 

tératome (Figure 4 . Il s agit d u e tu eu  ig e ui a u  pou oi  de p olif atio  i po ta t 

in vivo et qui contient des cellules, voire des structures tissulaires, issues des 3 feuillets 

embryonnaires (Zhang et al., 2012a). Il existe également la complémentation tétraploïde. 

Dans ce cas, les cellules pluripotentes injectées dans le blastocyste hôte ne bénéficient pas de 

l e i o e e t de la asse ellulai e i te e de l e o  hôte, les ellules t t aploïdes 

étant uniquement capables de former le trophectoderme. Les CS injectées sont donc à elles 

seules à l o igi e d u  o ga is e e tie  (Buta et al., 2013). Enfin, la transplantation de CS est 

le plus souvent décrite pour tester le potentiel souche de cellules adultes qui présentent une 

prolifération importante aux stades post-embryonnaires, comme les HSCs ou les SSCs. Cela 

o siste à i je te  es C“ p ala le e t a u es au sei  ou à p o i it  de l o ga e e e eu  

d u  e o  ou d u  i di idu adulte. Des C“ so t apa les de olo ise  l o ga e d i t t, 

de proliférer au sein de celui-ci et de se différencier pour générer les différents lignages 

ellulai es elatifs à l o ga e o e la lig e h atopoï ti ue ou la lig e ge i ale (Osawa 

et al., 1996; Yoshizaki et al., 2011).  
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Figure 5 : Les cellules souches adultes sont hétérogènes et présentent des profils 
hiérarchiques réversibles. 

Schéma représentant la plasticité et la dynamique des cellules souches au sein du compartiment de la 

niche. Un modèle de hiérarchie établi montre que les cellules souches ont une capacité 

d auto e ou le e t à lo g te e alo s ue les p og iteu s i te diai es o t u  pote tiel plus 
limité et que les cellules différenciées ont perdu cette capacité (schéma de gauche). Néanmoins, des 

études plus récentes ont montré une plasticité et une dynamique des cellules souches. Au sein des 

niches plusieurs catégories de CS ont été identifiées, les cellules souches quiescentes, les CS naïves 

actives et les CS déjà engagées. Elles présentent une plasticité permettant une interconversion des 

cellules entre elles. Les progéniteurs intermédiaires issus de la différenciation des CS montrent 

gale e t u e apa it  à e e i  à l tat sou he. “eules les ellules diff e i es e p se te t plus 
cette plasticité (s h a de d oite . D ap s Krieger & Simons, 2015 
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Au cours de ces dernières années, le concept de la cellule souche chez les individus adultes, a 

olu  d u e e tit  ellulai e dis te e s u e fo tio  iologi ue a e  u  deg  de plasti it  

(Figure 5). Cette évolution est liée à la possibilité de marquer les lignages cellulaires et de les 

sui e e  id o i os opie. L tude des diff e tes i hes de ellules sou hes adultes i he 

intestinale, du follicule pileux, des spe atogo ies sou hes…  a o t  u e h t og it  de 

la dynamique des cellules souches avec la présence de cellules souches quiescentes, de 

ellules sou hes a ti es a e  u e a ti it  d auto e ou le e t i po ta te et u e 

interconversion des CS quiescentes et actives. De plus, les cellules engagées dans la 

différenciation comme les cellules souches dites engagées par rapport à un état dit naïf et les 

progéniteurs, pourraient revenir à un état initial. Le compartiment souche est donc constitué 

d u e populatio  h t og e de ellules et la i he odule ait la fo tio  de e 

compartiment en fonction des besoins locaux, systémiques ou des besoins physiologiques. 

Dans le cas de dommages tissulaires, la réparation tissulaire ou la reconstitution des cellules 

sou hes pou ait fai e i te e i  u e d diff e iatio  de ellules diff e i es. C est le as 

au niveau de la niche intestinale à partir des précurseurs des cellules de Paneth ou encore au 

niveau de la niche du follicule pileux à partir de cellules épithéliales (pour revue, Krieger and 

Simons, 2015). Par ailleurs, la caractérisation des différentes CS a permis de déterminer 

diff e ts a ueu s de ellules sou hes d u  tissu do  e  fo tio  du d eloppe e t et 

de l tat adulte et e  fo tio  de l tat de uies e e ou d a ti it  des ellules. De me les 

progéniteurs peuvent être différenciés sur la base de marqueurs. Une revue récente de 

Tweedell (2017) recense ces marqueurs et les voies de signalisation impliquées dans la 

régulation des cellules souches hématopoïétiques, nerveuses, prostatiques, mammaires et 

intestinales (Tableau 1). Il apparait des marqueurs communs à différentes cellules souches ou 

progéniteurs adultes (c-kit, CD , CD …  et u e i pli atio  des oies WNT/ at i e β et 

Notch/Delta. 

 

d. La niche des cellules souches, source de molécules à potentiel thérapeutique 

Du fait ue les ellules sou hes et les ellules a euses pa tage t u e apa it  d auto-

renouvèlement, des chercheurs ont suggéré que les cellules cancéreuses se soient  
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Tableau 1 : Les cellules souches expriment différents marqueurs et sont régulées par 

diff re tesàvoiesàe àfo tio àdeàleuràt pe,àdeàleurà tatàauà oursàduàd veloppe e tàetà àl’ geà
adulte. 

Ta leau ep se ta t l e p essio  des différents marqueurs ainsi que les voies de signalisation 

impliquées dans la régulation de différents types de cellules souches pendant le développement et à 

l âge adulte. C“ : cellules souches, HSC : cellules souches hématopoïétiques, NSC/NCC : cellules 

souches neurales/ précurseurs de la crête neurale, PrSC : cellules souches de la prostate, MaSC : 

cellules souches mammaires, ISC : cellules souches intestinales. H: human. LT HSC: long term HSC, ST: 

Short term HSC. D ap s Tweedell, 2017 , Yang et al., 2005, Daynac et al., 2015, Umar, 2010, Metcalfe 

et al., 2014. 

  

  Marqueurs constitutifs Voies de régulation 

CS Stade Quiescente Active 
Progéniteurs, 

différenciation 
Composants Fonction 

HSC 

Dévelop. CHD7 CXCL-12, SCF  Wnt, FGF, SDF-1, Notch1, RumX, 

CDC-HOX, PGE2 
Q,A 

Adulte 
BMP, OPN, 

FRP1 

SCF, Flk2, Slamf1. 

ST HSC : Lin-, Sca1+, 

Kit+, CD34+, flt3- 

LT-HSCs : Lin-, 

Sca1+, Kit+, CD34-

flt3-  

H : Lin-, CD34, 

CD45RA-, CD38-, 

CD90 

Sca1+, Flk2, c-kit, Lin-, 

Slamf1+, CD27, CD34+, 

IL7RA+, ESAM, NG2, 

Nestin.  

H: Lin, c-kit, IL3RA, Cd10+, 

CD38, CD45RA, CD90, 

CD334+,CD123, Tie 

OPN, BMP, FRP,  Wnt/beta catenin, 

c-myc, Notch 
Q 

Wnt, FGF, SDF-1 A 

Wnt/beta catenin, Notch, Delta II Df 

NSC/N

CC 

Dévelop.   
Sox2, Pax6, Nestin, GFAP 

GLT-1, CBP, BLBP, 

Vimentin 

Wnt/catenin, SFF, BMP, RA, FGF Df 

Adulte 

CHD7  

NSC : LeX 
Bright 

NSC : LeX +, EGFR+  

GLAST, CBP, GFAP, BLBP, 

GLT1, TGF, FGF, RA, TN-C, 

RC-1,2, Nestin, Vimentin, 

GS, Pdgf,  

NSC : CD24+, EGFR+ 

Notch/Delta III, Wnt, Jag1, Ephrin B Q 

Wnt/catenin, SHH, TGAF, TFG, 

PDGF, EGFR 
Df 

PrSC 

Dévelop.  Lgr4 Lgr4, Lin-, Scz1+, CD49  A 

Adulte   

kit, CD44, CD133, CD117 

CD 138, CD49f, K5, K8, 

K14,K18, PSA,  

H : CD133, TROP 2,CD44, 

CD49f 

Alpha 6 Integrin. Wnt, Notch/Delta, 

Jagged1, SHH  

H: alpha/beta integrin 

Df 

MaSC 

Dévelop.   K14,K19 Wnt Df 

Adulte Laminin1  
K5, K8, K14+, K19+, lin-, 

CD24, CD29+ CD29-

,CD49f+ 

Notch/Jag. 1, Wnt, Integrins, EGFR, 

E,P cadherin 
Q 

ISC 

Dévelop. LRC  Lgr5 
Wnt,SHH,Hox,FGF,TGF 

Df 

Adulte 

Bmi1 H2B, 

Lgr5-, 

DCAMKL-1 

Lgr5, Bmi1, Hopx, 

Sox9 mTert,Lrig1 
Lgr5, Delta ll1, Bmi1 

Notch/Delta 1,Wnt-,Wnt+, 

Wnt+/catenin 
QA 

EGFR 
Df 
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app op i es la a hi e ie d auto-renouvèlement qui est normalement présente chez les 

cellules souches. En effet, certaines études proposent que les cellules souches soient à 

l o igi e des ellules a euses (Sell, 1993, 2004) et que la variation des risques de cancers 

à travers les tissus peut être expliquée par le nombre de divisions des cellules souches du tissu 

(Tomasetti et al., 2016). De surcroit, dans une cellule souche adulte saine, les voies de 

gulatio  de l auto e ou le e t, de la p olif atio  et de la su ie so t gul es de faço  

fi e pou  ai te i  l ho ostasie et l a hite tu e ellulai e. E  e a he, da s la ellule 

cancéreuse, ces mêmes voies sont souvent dérégulées et des facteurs permettant 

l auto e ou le e t des ellules sou hes pa ti ipe t à l i du tio  et/ou l a plifi atio  de la 

transformation. Ainsi, plusieurs voies de régulation qui sont classiquement associées aux 

cellules souches, sont également associées aux cellules cancéreuses comme la voie Wnt, la 

voie Sonic HedgeHog (Shh) ou encore la voie Notch (Figure 6). Par exemple, lorsque la voie 

Wnt qui contribue au développement embryonnaire de nombreux organismes (Cadigan and 

Nusse, 1997) est dérégulée, elle peut contribuer au développement de cancers 

gastrointestinaux (White et al., 2013). Parmi les facteurs dérégulés, beaucoup sont spécifiques 

des cellules souches et sont retrouvés surexprimés. On retrouve notamment des facteurs de 

transcription tels que Sall4, POU5F1 ou Sox2 qui sont surexprimés dans le cancer du testicule, 

de la prostate et du poumon, respectivement (Linn et al., 2010; Gao et al., 2011; Xiang et al., 

2011). Des récepteurs membranaires comme GFRα1 et RET sont également surexprimés dans 

le cancer du sein (Morandi and al., 2013). La prolifération et la différenciation des cellules 

souches sont à la fois contrôlées par des facteurs intrinsèques et extrinsèques à la niche. Dans 

le cas de la niche des spermatogonies souches qui sera détaillée dans le paragraphe 2-e, il 

peut t e e tio  ue l e p essio  d O t  POU F  peut t e gul e pa  l IGF  s t e 

par les cellules de Leydig et que les concentrations de GDNF, sécrété par les cellules de Sertoli, 

doivent être finement régulées afin de permettre la prolifération des SSCs sans induire la 

formation de tumeurs séminales, ni induire une perte des cellules germinales (Meng et al., 

2001).  

 

e. Applications 

Les ellules sou hes peu e t se i  de od le pou  l tude des diff e ts p o essus de 

maladies génétiques tissulaires ou cellulaires afin de mieux comprendre leurs origines  
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Figure 6 : Schéma représentant les voies de signalisation impliquées dans la régulation de 
l’auto-renouvellement des cellules souches et dont la dérégulation peut induire des 
tumeurs.  

Les oies W t, “o i  hegdehog “hh  et Not h o t i ue t toutes à l auto-renouvèlement des cellules 

souches dans de nombreux organes tels que les systèmes hématopoïétiques, le système nerveux ou la 

lignée germinale. Néanmoins, lorsque ces voies sont dérégulées elles contribuent au développement 

de cancers tels que des carcinomes, des médulloblastomes ou encore des leucémies. D ap s ‘e a et 

al., 2001 

  

Les ellules sou hes Les tu eu s 
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(Park et al., 2008). E  effet, il est sou e t diffi ile d o te i  des ellules endommagées chez 

un patie t afi  de pou oi  tudie  leu  o po te e t et les a is es à l o igi e de la 

aladie. Des iP“ g es à pa ti  d u  patie t po teu  d u  g e d fe tueu , p se te t 

do  u e alte ati e o  gligea le da s l tude des maladies géniques. De plus, la 

transplantation de cellules souches de type ES, préalablement génétiquement modifiées pour 

i a ti e  u  ou plusieu s g es, da s la asse ellulai e i te e d u  lasto ste permet 

d o te i  des sou is ui po te o t la utation introduite (Eckardt et al., 2011). La génération 

F1 de ces chimères qui présentera le gène muté pourra alors simuler la maladie et être étudiée 

e  la o atoi e. Le e t pe d app o he peut gale e t t e alis  su  des ultu es de 

cellules souches génétiquement modifiées notamment dans le but de limiter 

l e p i e tatio  su  les a i au . Les cellules souches, comme les cellules souches stromales 

mésenchymateuses peuvent aussi être utilisées en médecine régénérative notamment dans 

le traitement de brûlures graves (pour revue, Ghieh et al., 2015), les HSCs sont déjà utilisées 

dans le rétablissement du système sanguin chez des patients atteints de leucémie (Goldman 

et al., 1988). Des études sont actuellement en cours pour évaluer le potentiel des CS dans le 

remplacement des ellules e do ag es da s d aut es aladies. En effet, elles pourraient 

offrir une source inépuisable de cellules et de tissus pour remplacer et traiter des maladies 

comme Parkinson, les accidents vasculaires cérébraux (AVC), des maladies cardiaques ou 

encore le diabète (Larijani et al., 2012). Les cellules pluripotentes induites (iPS) font désormais 

partie intégrante des nouvelles technologies thérapeutiques telles que les patchs cellulaires 

(Lalit et al., 2014) et elles peuvent être re-diff e i es e  ellules ou tissus d i t t. 

L a a tage des iP“ au i eau th apeuti ue est u elles peu e t t e issues du patie t à 

traiter et donc limiter le rejet de la greffe contrairement aux xénogreffes de cellules ES. Les 

SSCs, en particulier, présentent un intérêt pour préserver la fertilité de garçons prépubères 

soumis à des traitements anti- a eu  go adoto i ues alo s u ils e peu e t pas e o e 

fournir du sperme à cryopréserver (Ginsberg, 2011). La conservation puis la transplantation 

ultérieure des SSCs semble alors une solution prometteuse. 

E fi , les ellules sou hes so t aussi p opos es pou  la sau ega de d esp es e  da ge . Pa  

exemple chez le rhinocéros Ceratotherium simum cottoni et le primate Mandrillus 

leucophaeus, deux esp es e  oie de dispa itio , des iP“ o t t  es afi  d aug e te  la 

di e sit  g ti ue et de li ite  l ho oz gotie sou e t d l t e (Ben-Nun et al., 2011). Un 
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a a tage des C“ est u elles peu e t t e op se es. Cela est pa ticulièrement 

i t essa t e  e ui o e e les ““Cs du fait u elles peu e t g e  des ga tes et de e 

fait assurer une descendance comme décrit chez la souris ou le tilapia du Nil (Lacerda et al., 

2010; Wu et al., 2012). 
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 Les cellules souches spermatogoniales 

a. Les spermatogonies à la base de la spermatogenèse 

Les spermatogonies sont des cellules diploïdes à la base de la spermatogenèse et vont 

pe ett e de pa  leu  ultipli atio  et leu  diff e iatio  d o te i  des ellules haploïdes 

hautement spécialisées. Malgré des anatomies testiculaires et des niveaux de complexité 

différents, le processus de spermatogenèse est extrêmement conservé à travers les espèces. 

Trois grandes phases caractérisent la spermatogenèse : la prolifération des spermatogonies, 

la méiose et la spermiogenèse. Lors de la première phase, les cellules spermatogoniales 

souches (SSCs) se divisent de façon symétrique ou asymétrique pour garder un pool de SSCs 

apa it  d auto-renouvèlement) mais aussi générer par différenciation, des spermatogonies 

qui à leur tour prolifèrent et se différencient en spermatocytes primaires pré-leptotène. 

Pendant la phase de méiose, ces cellules diploïdes vont générer des cellules haploïdes par une 

di isio  du tio elle sui ie d u e di isio  uatio elle, afi  de p odui e su essi e e t 

des spermatocytes secondaires haploïdes et de petite taille par rapport aux spermatocytes 

primaires, puis des spermatides rondes. Enfin, la phase de spermiogenèse consiste en la 

différenciation des spermatides rondes en spermatides allongées avec le développement du 

flagelle, de l a oso e, la o ga isatio  de la h o ati e et la o de satio  u l ai e. Mais 

également la réorganisation du cytoplasme avec, notamment, la mise en place du manchon 

ito ho d ial au i eau de la pi e i te diai e et l li i ation du cytoplasme excédentaire 

sous la forme de corps résiduels. Cela confère à ces cellules hautement spécialisées une 

apa it  de otilit  pou  assu e  leu  fo tio  d appo t du at iel g ti ue d o igi e 

pate elle au ga te fe elle. Le ai tie  d u e population de cellules souches, le contrôle 

de leur prolifération et de leur différenciation sont donc primordiaux pour assurer un bon 

équilibre dans la production des gamètes chez le mâle. Lors des différentes mitoses, la 

todi se i o pl te se a à l origine de ponts cytoplasmiques entre les spermatogonies. Ils 

permettent le partage de produits géniques et la synchronisation du développement des 

ellules ge i ales issues d u e e ellule sou he pou  e ue, De ‘ooij et ‘ussell, . 

Suite aux deux divisions méiotiques, les spermatides haploïdes sont toujours interconnectées  
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Figure 7 :  Organisation testiculaire cystique et non cystique 

A. “ h a ep se ta t u  testi ule a e  u e o ga isatio  sti ue. Au sei  d u  ste d li it  pa  
des cellules de Sertoli, des clones de cellule germinale se différencient de façon synchrone. Les 

spermatozoïdes sont par la suite libérés dans la lumière du lobule. BV : vaisseau sanguin, LE : cellules 

de Leydig, MY : cellule myoïde, SE : cellule de Sertoli. Schéma issu de Schultz et al., 2010. B. Schéma 

u  tu e s i if e de sou is. Les ““C se situe t au o ta t de la la e asale et l o de spe ati ue est 
centripète. EST : spermatide allongée, RST : spermatide ronde, SC : spermatocyte, SG : spermatogonie, 

SE : cellules de Sertoli, BL : lame basale, MY : cellule myoïde, LE : cellules de Leydig. D ap s França et 

al., 2016. 

B 
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entre elles et lors de la spermiation, la rupture des ponts cytoplasmiques engendre 

l i di idualisatio  des spe atides atu es. 

 

b. Organisations testiculaires  

Le testi ule s o ga ise e  deu  o pa ti e ts ie  disti ts : le compartiment interstitiel et 

le compartiment séminifère. Le compartiment interstitiel contient les vaisseaux sanguins et 

lymphatiques, les cellules de Leydig stéroïdogènes regroupées en amas, des cellules 

immunitaires, les mastocytes et les macrophages, et également des terminaisons nerveuses.  

Deu  t pes d o ga isatio  de l pith liu  s i if e o t t  d ites hez les Ve t s : 

l o ga isatio  sti ue o se e hez les A a iotes o e les poisso s T l ost e s et les 

A phi ie s, et l o ga isatio  o  sti ue p se te hez les A iotes, o me les Reptiles, 

les Oiseaux ou encore les Mammifères (Schulz et al., 2010a; França et al., 2016) (Figure 7). Le 

compartiment séminifère comprend les cellules de Sertoli associées aux cellules de la lignée 

germinale (GC) et se présente sous la forme de tubes séminifères chez les Amniotes. Ces tubes 

sont délimités par une membrane basale et des cellules péritubulaires myoïdes. Ils présentent 

une lumière qui débouche dans le rete testis qui se prolonge par les canaux efférents puis par 

le a al de l pidid e. Au sei  des tu es s i if es, les ellules de “e toli pola is es 

forment des jonctions spécialisées entre elles ui o stitue t l u  des l e ts de la a i e 

hémato-testiculaire (Cheng and Mruk, 2012). Ces jonctions qui divisent le tube séminifère en 

deux parties distinctes : le compartiment basal où résident les spermatogonies et le 

o pa ti e t adlu i al o up  pa  les spe ato tes et les spe atides. L o de 

spermatogénétique est centripète. L o ga isatio  o  sti ue est caractérisée par 

l asso iatio  d u e ellule de “e toli, ui s te d depuis la la e asale jus u à la lu i e du 

tubule, avec des cellules germinales à des stades de différenciation différents. Les cellules de 

Sertoli ne prolifèrent plus après la puberté, constituant ainsi un stock permanent nécessaire 

au soutie  de la spe atoge se hez l adulte. L o ga isatio  sti ue est a a t is e pa  

l asso iatio  i itiale d u e ellule de “e toli et d u e spe atogo ie et de leur évolution 

o joi te au ou s de la spe atoge se, o duisa t à l asso iatio  de ellules de “e toli à 

des clones de cellules germinales, ces dernières étant à un même stade de développement 

(Figure 7). Chez les Actinoptérygiens, plusieurs cystes qui peuvent être à des stades différents  
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Figure 8 : Les SSCs peuvent être réunies dans une région testiculaire.  

A : Chez la drosophile, les GSCs sont réunies à un pôle du testicule, au contact de la niche appelée hub 

(HC). HCs : cellules du hub ; SSCs : cellules souches somatiques ; GSCs : cellules souches germinales ; 

GBs : gonialblaste. (La Marca et Somers, 2014). B : Chez les poissons, les spermatogonies (PG) sont 

u ies au fo d des lo ules des testi ules de t pe est ei t, alo s u elles so t dist i u es tout le lo g 
des lobules non restreints. SC : cellule de Sertoli, SP : spermatozoïdes, C : cystes, ED : canaux efférents 

(Pudney, 1995). 
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de la spermatogenèse sont regroupés dans des lobules testiculaires de type non restreint ou 

des tubules testiculaires. Dans ces types de testicule, les cystes sont dépourvus de lumière et 

ne migrent pas au cours de leur développement. Les cellules germinales se différencient de 

façon synchrone au sein des cystes distribués autour de la lumière centrale du tube, ou lobule, 

dans laquelle sont libérés les spermatozoïdes après rupture du cytoplasme des cellules de 

Sertoli. Ils rejoignent ensuite un canal collecteur longitudinal dorsal de la gonade (pour revue, 

Schulz et al., 2010). Afin de permettre la formation de nouveaux cystes, les cellules de Sertoli 

doi e t do  ga de  leu  apa it  de p olif atio  tout au lo g de la ie d u  i di idu (Schulz 

et al., 2005a). En effet, que la formation de nouveaux cystes soit saisonnière comme chez le 

saumon atlantique (Taranger et al., 1999) ou continue comme chez le poisson-chat africain 

(Schulz et al., 2005b), le maintien de la prolifération des cellules de Sertoli après la puberté 

est primordial pour générer les futurs cystes.  

Chez certains Anamniotes, une polarisation testiculaire peut également être retrouvée. Chez 

des organismes modèles comme la drosophile D. melanogaster, le testicule est également 

organisé en cystes et est constitué d u  e se le de fila e ts testi ulai es. L o de 

spe atog i ue est li ai e et s effe tue de l extrémité distale, où les cystes sont formés, 

e s l e t it  p o i ale où les spe atozoïdes se o t li s da s le t a tus âle. Les 

ellules sou hes spe atogo iales so t lo alis es à l e t it  api ale des fila e ts 

testiculaires et au contact des cellules somatiques du hub (Figure 8). Elles se divisent de façon 

asymétrique afin de maintenir le pool de cellules souches germinales et de générer des 

p og iteu s appel s go ial lastes GBs  ui s e gage t da s la oie de diff e iatio  pour 

revue, Demarco et al., 2015). Deux cellules cystiques entourent alors le GB pour former un 

ste ui a o e e  sa ig atio  e s l e t it  p o i ale du fila e t. Le GB, ui a 

perdu contact avec les cellules du hub, se divise par mitoses successives, quatre au total, pour 

générer un cyste de 16 spermatogonies filles. La polarisation testiculaire est également 

retrouvée chez les poissons de la famille des Athérinomorphes (pour revue, Uribe et al., 2014) 

qui ont des testicules lobulaires de type restreint. Les spermatogonies indifférenciées sont 

lo alis es au fo d des lo ules, à p o i it  de l al ugi e. Ces lo ules p se te t u e 

polarisation où les cystes migrent au cours de la spermatogenèse de la périphérie vers le 

e t e du lo ule où les spe atozoïdes ejoig e t des a au  eff e ts. L o de spe ati ue 

est donc centripète au sein du lobule (pour revue, Schulz et al., 2010) (Figure 8). 
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c. Caractérisation structurale des spermatogonies chez différentes espèces 

Initialement, les différentes populations de spermatogonies ont été distinguées sur la base de 

leu  o phologie, ota e t u l ai e, et de leu  positio  au sei  de l pith liu  ge i al. 

Les spe atogo ies i diff e i es p se te t des o au  a e  peu d h t o h o ati e et 

peuvent être retrouvées isolées, elles sont alors nommées Asingle (As), en paire (Apr) ou 

alignées dans un syncitium et nommées Aal (al pour aligned). Chez les rongeurs et selon le 

modèle dit « As », modèle initial maintenant controversé (voir chapitre « La dynamique du 

compartiment souche »), le potentiel souche était attribué aux spermatogonies isolées 

apa les de s auto e ou ele  et de do e  des g atio s su essi es de spe atogo ies 

indifférenciées reliées par les ponts intercytoplasmiques (SPG Apr ; Aal4 à Aal16 par exemple) et 

qui peuvent être également apparentées à des progéniteurs. Toujours selon ce modèle initial, 

la dernière génération de SPGal se différencierait, sans mitose supplémentaire, pour donner 

la première génération de spermatogonies différenciées, les spermatogonies A1. Ensuite, la 

phase de prolifération mitotique donne successivement les spermatogonies A2, A3, A4, 

intermédiaires (Int) et les spermatogonies B. Ces dernières, après une dernière mitose, 

donnent les spermatocytes pré-leptotènes (SPC PL). Le nombre de mitoses spermatogoniales 

conduisant à la production de spermatocytes pré-leptotène varie selon les espèces, (5 chez le 

poisson zèbre, 11 chez la souris). Ainsi, le nombre de sous-populations de spermatogonies 

caractérisées chez les différentes espèces est variable et différentes nomenclatures ont été 

adoptées, ce qui complique les approches comparées inter-espèces. Néanmoins, on distingue 

de façon générale les spermatogonies indifférenciées, incluant les SSCs, des spermatogonies 

différenciées. 

 

Les spermatogonies indifférenciées  

Les spermatogonies indifférenciées ont été caractérisées chez de nombreuses espèces comme 

étant des cellules de grande taille accolées à la lame basale avec un noyau volumineux de 

forme irrégulière et pauvre en hétérochromatine (Rowley et al., 1971; Chiarini-Garcia and 

Russell, 2002; Leal et al., 2009).  

Des spermatogonies indifférenciées ont été décrites chez tous les Vertébrés, mais cette 

at go ie de ellules est o stitu e d u  o e a ia le de sous-classes en fonction des 
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espèces. Chez le poisson-zèbre, seulement 2 types de spermatogonies indifférenciées ont été 

caractérisées (les Aund* et les Aund) et présentent un ou deux nucléoles (Leal et al., 2009). 

Chez la sou is, la p se e d u  u l ole o pa t a gale e t t  d ite e  plus de l a se e 

d h t o h o ati e o t e l e eloppe u l ai e et l aspe t a  du o au (Chiarini-Garcia 

and Russell, 2002; Loppion et al., 2008). Chez l ho e, seuls t ois t pes de spe atogo ies 

sont différenciables, les Adark, Apale et les B. Contrairement aux autres espèces, le noyau des 

spermatogonies indifférenciées, les Adark, présente un contour régulier et le nucléole est situé 

à la périphérie, au niveau de la lamina nucléaire. Au niveau des Apale, le nucléole se distingue 

du stade précédent par un centre fibrillaire (zone amorphe) développé (Rowley et al., 1971).  

Au i eau toplas i ue, il peut t e gale e t ot  la p se e d u  at iel 

cytoplasmique dense, le nuage.  Le nuage se présente comme un matériel dense 

classiquement retrouvé dans les cellules germinales et est de composition similaire au plasme 

germinatif. Il peut avoir des appellations différentes selon les organismes ou son évolution 

structurale (granule polaire chez la drosophile, granule P chez le nématode C. elegans ; corps 

de Balbiani chez les amphibiens, corps chromatoïde ou cément intermitochondrial chez les 

Mammifères). Chez les poissons il est par exemple retrouvé dans les spermatogonies 

indifférenciées de tilapia du Nil (pour revue, Schulz et al., 2010a), d a guille Synbranchus 

marmoratus (Nostro et al., 2003) ou encore de poisson chat Pseudoplatystoma fasciatum 

(Batlouni et al., 2006). Ce matériel cytoplasmique est composé de ribonucléoprotéines et 

d A‘N  sto k s o e pa  e e ple les A‘N  Vasa et les A‘N  Pi i ui so t sp cifiques du 

lignage germinal (Knaut et al., 2000; Houwing et al., 2007; Onohara and Yokot, 2012). Enfin le 

uage est sou e t asso i  au  ito ho d ies, à l appa eil de Golgi ou e o e au o au a e  

lequel il communique de par les pores nucléaires (Parvinen and Jokelainen, 1974). Ces 

ultiples asso iatio s et la ise e  ide e d ha ges e t e le uage et les aut es 

organelles suggèrent donc un rôle important du nuage dans la régulation de la 

spermatogenèse. Enfin, toujours au niveau cytoplasmique, la présence de mitochondries en 

grand nombre a été observée dans les spermatogonies indifférenciées chez le tilapia du Nil 

(pour revue, Schulz et al., 2010). Chez la souris où elles sont volumineuses (Chiarini-Garcia and 

Russell, 2002) et hez l ho e où elles so t eg oup es et o e t es e t e elles (Rowley et 

al., 1971).  
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Les spermatogonies différenciées 

Les spermatogonies différenciées sont caractérisées par une taille généralement inférieure 

aux spermatogonies indifférenciées et une quantité plus importante en hétérochromatine (de 

Rooij and Russell, 2000). Selon les espèces, différentes sous-populations de spermatogonies 

différenciées ont été identifiées sur la base de caractères histologiques ou ultrastruturaux. 

Chez la souris, comme introduit au début de ce paragraphe, 4 types de spermatogonies 

différenciées de type A (SPG A1, SPG A2, SPG A3 et SPG A4) peuvent être distinguées. Les A1 

p se te t t s peu d h t o h o ati e asso i e à la e a e i te e de l e eloppe 

nucléaire alors que pour les A4, de  à % de la su fa e i te e de l e eloppe est asso i e 

à de l h t o h o ati e (Chiarini-Garcia and Russell, 2002). La ua tit  d h t o h o ati e 

asso i e à l e eloppe est la plus i po ta te pou  les spermatogonies intermédiaires, de 40 

à % de la su fa e. La p se e d u e h t o h o ati e o s ue te au i eau de la 

bordure nucléaire est également retrouvée dans les trois sous-populations de spermatogonies 

de type A chez le poisson-zèbre (Leal et al., 2009). Dans le cytoplasme des spermatogonies de 

type A chez la souris, il est également noté la présence de mitochondries de grande taille (Ø = 

0,60 µm), qui atteignent une taille maximale (Ø = 0,69 µm) dans les SPG A2 puis leur taille 

di i ue jus u au stade “PG I t Ø = ,  µ  (Chiarini-Garcia and Russell, 2002). Au niveau 

nucléaire, un nucléole compact est également observé dans les SPG A1, puis ce dernier est 

plus étendu dans les SPG A2 (Chiarini-Garcia and Russell, 2002). 

Le nombre de spermatogonies de type B (SPG B) discernables varie également en fonction des 

espèces. Chez le poisson-zèbre, deux types de SPG B ont été décrites, les SPG B précoces et 

tardives (Bearly et les Blate), alors que chez le tilapia du Nil, elles sont au nombre de 7 (B1 à B7) 

(Schulz et al., 2005c; Leal et al., 2009). Chez ces deux espèces, ce sont des cellules de petite 

taille a e  u  petit o au o pos  d u e h t o h o ati e de se. O  peut gale e t 

souligner chez le poisson-zèbre que la morphologie nucléaire diffère avec un noyau ovale pour 

les SPG Blate et rond pour les SPG Bearly (Leal et al., 2009). Chez la souris, les SPG B sont 

a a t is es pa  u e di i utio  de l h t o h o ati e au i eau u l ai e -45% vs 40-

90% dans les SPG Int), une diminution des mitochondries, et une compaction de la zone 

fibrillaire (pars fibrosa) du nucléole (Chiarini-Garcia and Russell, 2002). Chez l ho e, les “PG 

B ont une forme de poire avec un noyau sphérique contenant un nucléole central et les 

mitochondries sont individualisées (Rowley et al., 1971).  
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Malgré des critères morphologiques distincts, il reste encore difficile chez certaines espèces 

d ide tifie  tous les t pes de spe atogo ies p se tes au i eau testi ulai e. Chez la sou is, 

les ““Cs e ep se te t u u  fai le pou e tage du o e de ellules ge i ales totales, 

environ 0,03% (Tegelenbosch and De Rooij, 1993), il est do  d auta t plus diffi ile de les 

localiser. De ce fait, il semble primordial de ne pas limiter leur caractérisation à des critères 

o phologi ues. ‘ e e t, les a a es ol ulai es o t pe is l ide tifi atio  de 

marqueurs spécifiques de certaines sous-populations de spermatogonies permettant une 

caractérisation plus fine de ces cellules. 

 

d. Caractérisation moléculaire des SSCs 

Lo gte ps o sid es o e des ellules u ipote tes du fait u elles e soie t apa les de 

g e  u u  seul t pe de ellules in vivo, des études ont montré le potentiel pluripotent des 

SSCs (Azizi et al., 2016). Cependant on peut noter, que cette pluripotence semble être âge 

dépendante car si des SSCs issues de souris au stade post-natal ou âgées de moins de 7 

se ai es pe ette t de g e  des t ato es, e est pas le as pou  des ““C issues de 

testicules de souris âgées de plus de 7 semaines (Azizi et al., 2016). Néanmoins les cellules 

souches spermatogoniales expriment des marqueurs conservés de cellules souches tels que 

Nanog, POU2/Pou5f1 (Oct4) ou encore Sox2 (Bai et al., 2016).  

 

 

Nanog 

La p ot i e Na og est o stitu e d u  ho o-do ai e o se  ui se lie à l ADN au i eau 

des séquences TAATGG ou CATT (Loh et al., 2006; Jauch et al., 2008). Elle est classiquement 

associée à Oct4 et Sox2 dans le maintien du caractère pluripotent chez de nombreuses cellules 

sou hes. N a oi s l e p essio  du g e Na og da s les ““Cs di e ge. Ai si, il e se le pas 

être exprimé dans les SSCs en culture (Kanatsu-Shinohara et al., 2005) en revanche il est 

retrouvé in vivo chez la souris a e  des p ofils d e p essio  âge-dépendant, les SSCs 

néonatales exprimant davantage Nanog que les SSCs adultes (Azizi et al., 2016). Même si 

Nanog a été décrit comme essentiel pour induire la différenciation des PGCs en cellules 

germinales au niveau des crêtes génitales pendant le développement embryonnaire 
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(Chambers et al., 2007), il a été montré que la différenciation des PGCs en SSCs nécessite une 

di i utio  de l e p essio  de Na og (Oatley and Brinster, 2008).  

 

Pou5f1/Oct4 

Cette protéine fait partie de la classe des facteurs de transcription octamères comprenant 

gale e t les p ot i es Pit et U , apa les de e o aît e des sites d ADN de huit pai es de 

bases présentant une séquence consensus ATGCAAAT (Chambers and Tomlinson, 2009). Oct4 

i te agit a e  l ADN ia  ho o-domaines, un homéo-domaine de faible affinité POU 

spécifique (POUS) et un domaine de plus forte affinité (POUHD) (Klemm and Pabo, 1996). Oct4 

est i pli u  da s l auto e ou le e t des ““Cs hez la sou is et il a gale e t t  d it 

u u e di i utio  de so  e p essio  pa  l a ide ti oï ue e ge d e la diff e iatio  des 

SSCs en cellules pré-méiotiques (Dann et al., 2008).  

 

Sox2 

Sox2 fait quant à lui partie de la super famille des protéines possédant un domaine de liaison 

à l ADN de t pe High mobility group HMG . Il i te agit a e  l ADN au i eau de la s ue e 

consensus A/T A/T CAAAG (pour revue, Bowles et al., 2000). Il a été montré que les cellules 

Sox2+ taie t apa les à la fois d auto-renouvèlement mais également  de se différencier en 

progéniteurs afin de générer toute une lignée germinale (Arnold et al., 2011). Cependant 

même si les ARNm de Sox2 sont retrouvés dans les SSCs chez la souris, son expression 

p ot i ue et sa fo tio  da s les ““Cs a pas e o e t  e pli ite e t d te i e (pour 

revue, Kim and Belmonte, 2011).  

 

En plus des facteurs de transcription liés à la pluripotence, et communs à différents types de 

ellules sou hes, les ““Cs e p i e t aussi d aut es a ueu s tels ue VA“A (Altman et al., 

2014), LIN28, (Zheng et al., 2009) ou encore la protéine PLZF (Promyelocytic Leukaemia Zinc 

Finger) (Buaas et al., 2004; Costoya et al., 2004). Ces a ueu s o t des p ofils d e p essio  

variables selon les espèces, ce qui rend difficile la distinction entre les SSCs et leurs 

progéniteurs. En effet, dans certains cas, ils partagent des caractéristiques moléculaires 

communes. Par exemple, Plzf est exprimé dans les spermatogonies As, Apr et Aal   
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Figure 9 : Synthèse de marqueurs spécifiques de cellules souches spermatogoniales. 

Les cellules souches spermatogoniales expriment à la fois des marqueurs souches mais également des 

marqueurs qui leur sont propres au niveau testiculaire. Ce schéma résume les marqueurs les plus 

communément utilisés pour identifier les ““Cs. Il s agit de a ueu s e a ai es, do t des 
ol ules d adh sio , et des fa teu s de liaiso  à l ADN ou au  A‘Ns gula t l e p essio  g i ue. * 

présent ou absent en fonction des espèces. 
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chez la souris (Singh et al., 2011). La e he he d u  a ueu  ou d u e o i aiso  de 

marqueurs sp ifi ues des ““Cs est u  halle ge d a tualit  e da s les esp es od les. 

Diff e tes ol ules de su fa e, u elles soie t des epteu s de fa teu s de oissa e ou 

des ol ules d a age et diff e ts fa teu s toplas i ues ou u l ai es comme les 

facteurs de transcription, sont classiquement utilisés comme marqueurs des SSCs (Figure 9).  

 

SSEA1 et SSEA4 

Les antigènes des stades embryonnaires 1 et 4 (SSEA1 et 4) sont généralement fortement 

exprimés à la surface des SSCs. Ce sont des glycosphingolipides, dont le rôle au sein des 

ellules sou hes a pas e o e t  d it. ““EA  est sou e t utilis  o e a queur 

e a ai e pou  l isole e t des ““Cs pa  to t ie e  flu . C est l u  des a es a ueu s 

à être exprimé dans les gonocytes, les pré-spermatogonies, et les cellules souches 

spe atogo iales testi ulai es hu ai es des stades fœtau  jus u à l i di idu adulte (Altman 

et al., 2014). SSEA1 est également exprimé dans des SSCs de carpe cultivées in vitro (Panda et 

al., 2011). Ai si, ““EA  et ““EA  peu e t t e utilis s da s l isole e t des ““Cs pa  t i 

ellulai e à pa ti  d u  e t ait testi ulai e (Powell et al., 2012).  

 

TRA1-60 et TRA1-81 

Les antigènes de rejet de tumeur (TRA) 1-60 et 1-81 sont des molécules de type mucine O-

glycane exposées à la surface de la membrane cellulaire. Ils sont présents dans de nombreuses 

cellules souches pluripotentes comme les cellules souches embryonnaires ou encore les 

ellules ge i ales p i o diales. Alo s u au u  de es deu  a tig es e se le t e 

e p i  da s les spe atogo ies hez l hu ai  (Müller et al., 2008), chez le macaque, les 

spermatogonies expriment Tra-1-81 mais pas Tra 1- 60 (Müller et al., 2008). En revanche, les 

deux antigènes sont exprimés dans les testicules de marmouset (Müller et al., 2008). Il y a 

don  u e a iatio  de l e p essio  de es a tig es da s les spe atogo ies ui est 

d pe da te de l esp e. Cepe da t, le ôle de es a tig es da s les spe atogo ies a pas 

encore été caractérisé. 
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GFRa1 et RET 

Le récepteur GFRa1 (Glial cell line-Derived Neurotrophic Factor (GDNF) Family Receptor alpha 

1) et son co-récepteur tyrosine kinase RET (REK) régulent la survie, la prolifération et la 

différenciation des SSCs (He et al., 2007). La liaison de son ligand, le GDNF, active par le biais 

de son co-récepteur RET, différentes voies de transduction comme la voie AKT ou la voie des 

MAPK (Takahashi, 2001). GFRa1 comme RET sont des marqueurs de SSCs très conservés au 

sein des Vertébrés, ils sont retrouvés chez différentes espèces comme le tilapia du Nil ou la 

souris (Naughton et al., 2006; Santos Nassif Lacerda et al., 2013). 

 

CXCR4 

Le récepteur aux chimiokines C-X-C de type 4 (CXCR4) est un récepteur couplé aux protéine G 

qui a été notamment caractérisé pour son implication dans la migration des PGCs par 

interaction avec son ligand SDF-1 (Stromal cell-Derived Factor1) aussi appelé CXCL12 

(Doitsidou et al., 2002). E  plus d t e e p i  da s les PGCs, CXC‘  est également exprimé 

dans les SSCs des testicules postnataux de souris où le couple SDF-1/CXCR4 joue un rôle 

important dans leur maintien in vivo, et leur prolifération et différenciation in vitro (Yang et 

al., 2013). En effet, l a se e de CXC‘  in vitro induit une diminution des ARNm de Fgf2 

i pli u s da s la supp essio  de la oie de l a ide ti oï ue o ue pou  sti ule  la 

différenciation des SSCs (Yang et al., 2013).  

 

C-Kit 

C-kit est un récepteur membranaire de type tyrosine kinase, très conservé au cours de 

l olutio , ui est sou e t utilis  o e a ueu  de spe atogo ies diff e i s. E  effet, 

il est exprimé dans les spermatogonies différenciées mais absent dans les spermatogonies 

indifférenciées chez la souris (Schrans-Stassen et al., 1999). Une diminution de son expression 

engendre une déplétion des spermatogonies A différenciées tandis que les spermatogonies 

indifférenciées ne sont pas affectées initialement (Yoshinaga et al., 1991). Cependant, une 

tude a o t  u il tait gale e t e p i  da s les ellules sou hes spermatogoniales chez 

le médaka (Hong et al., 2004). Le ligand de c-kit, SCF1 (Stem cell factor 1), est exprimé sous 

deux formes, membranaire et secrétée, et joue un rôle important dans le chimiotactisme des 

PGCs lors de leur migration (Gu et al., 2011; Srihawong et al., 2015). Il est également exprimé 
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par les cellules de Sertoli et permet la prolifération des spermatogonies c-kit+ chez la souris  

(Tajima et al., 1994) et l i hi itio  de l apoptose des go o tes in vitro (Tu et al., 2007). 

 

Intégrines 

Les intégrines font partie de la super-fa ille des epteu s d adh sio  ellulai e ui so t 

capables de se lier à des ligands de la matrice extracellulaire (MEC), à des ligands de surface 

cellulaire ou encore à des ligands solubles (Takada et al., 2007). Les intégrines sont des 

h t odi es o pos s d u e sous u it  α et d u e sous u it  β. Chez l hu ai ,  sous 

u it  α et  sous u it s β o t t  ide tifi es pou a t g e   i t g i es diff e tes, ha ue 

intégrine ayant ses propres ligands et une distribution tissulaire spécifique (Takada et al., 

2007). Au sein de cette super-fa ille, les i t g i es o pos es des sous u it s α  et β  so t 

des marqueurs des cellules souches spermatogoniales chez la souris (Shinohara et al., 1999). 

Les ellules i t g i e β + so t apa les de olo ise  l pith liu  s i if e et de g e  u e 

lign e ge i ale jus u au stade spe atozoïde (Shinohara et al., 1999). Ces i t g i es β  

permettent également l adh sio  des ““Cs à la la i i e de la la e asale au sei  de la i he 

germinale (Kanatsu-Shinohara et al., 2008b). Les cellules souches spermatogoniales intégrine 

α + sont quant à elles capables de coloniser jus u à deu  fois plus effi a e e t l pith liu  

s i if e de sou is pa  appo t au  ellules i t g i es β + (Shinohara et al., 1999). 

 

Cadhérines 

La cadhérine CDH1 (aussi appelée E-cadhérine) a été identifiée comme  marqueur spécifique 

des spermatogonies indifférenciées chez la souris (Tokuda et al., 2007) et chez le mouton 

(Zhang et al., 2014). CDH1 est une protéine d adh sio  ho ophile ui i te agit a e  u e 

protéine identique), distribuée sur toute la membrane cellulaire. Elle présente un domaine 

extracellulaire avec cinq séquences répétées, spécifique des cadhérines, un domaine 

transmembranaire, et un domaine intracellulaire très conservé qui se lie au complexe 

d adh sio  toplas i ue. Ce de ie  o p e d ota e t la caténine-β et pe et la liaiso  

des adh i es à l a ti e du tos uelette (Wijnhoven et al., 2000). Dans le testicule de souris, 

les cellules CDH1+ seraient les As, les Apr et les Aal4-8 ui e p i e aie t gale e t l i t g i e 

α  ou l i t g i e β  (Tokuda et al., 2007). Chez le mouton, CDH1 serait exprimé uniquement 
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au niveau des As et Apr (Zhang et al., 2014). Les cellules CDH1 positives expriment également 

un autre marqueur de spermatogonie, le PLZF (Zhang et al., 2014). 

 

PLZF 

Le facteur de transcription PLZF (Promyelocytic Leukaemia Zinc Finger) fait partie de la famille 

des protéines à doigt de gant de type Krüppel-like. C est u e p ot i e o se e a  elle est 

exprimée dans les spermatogonies indifférenciées mais également dans les spermatogonies 

différenciées chez différentes espèces (Costoya et al., 2004; Suzuki et al., 2009; Ozaki et al., 

2011; Bellaiche et al., 2014). Chez la souris, PLZF a été décrit pour son implication dans la 

régulation de l auto e ou le e t et le ai tie  des ellules sou hes spe atogo iales.  E  

effet, les sou is e p i a t pas Plzf montrent une perte progressive des spermatogonies avec 

l âge, asso i e à u e aug e tatio  de l apoptose et à la pe te de la st u tu e tubulaire mais 

sans défaut de différenciation ou perte des cellules de Sertoli (Costoya et al., 2004). 

 

Id4 

L i hi iteu  de la diff e iatio  ID  DNA-binding protein inhibitor 4) est une protéine de liaison 

à l ADN poss da t u  otif bHLH (basic helix-loop-helix). Ce facteur de transcription est 

fortement exprimé dans les cellules souches et les progéniteurs et son expression décroit dans 

les cellules différenciées (pour revue, Ling et al., 2014). ID4 a notamment été caractérisé pour 

son rôle dans la prolifération et la différenciation des cellules souches neurales (Yun et al., 

2004). Da s le testi ule de sou is, l e p essio  d ID  est est ei te au  spermatogonies As où 

il sti ule ait l auto e ou le e t des ““Cs (Oatley et al., 2011). La ise e  pla e d u  od le 

de souris transgénique (Id4-2A-CreERT2-2A-tdTomato) permettant le suivi des cellules ID4+ et 

l i alidatio  d Id4 o t pe is de alide  les pote tiels d auto e ou le e t et de 

différenciation de ces cellules (Sun et al., 2015).  

 

Nanos 

Les p ot i es de liaiso  à l A‘N Na os so t ota e t a a t is es pa  la p se e de deu  

motifs zinc-finger au niveau de leur extrémité C-te i ale. Ces otifs de liaiso  à l A‘N o t 

permettre la régulation post-t a s iptio elle des A‘N  i les e  se lia t à leu  UT‘ 
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Figure 10 : S h aà repr se ta tà lesà voiesà r gula tà l’autore ouv le e tà desà ellules 
souches spermatogoniales (SSC) dans les testicules de souris.  

Les cellules de Sertoli sont à l o igi e de la s tio  de diff e ts fa teu s o e le GDNF, FGF , “DF-

1 ou encore Ccl9 qui vont être capables de se fixer sur des récepteurs membranaires de la SSC. Les 

cellules de Leydig libèrent quant à elles IGF-1 qui lui aussi va se lier au récepteur membranaire IGF1R 

des SSC. Cette intéraction ligand/récepteur va alors activer des voies de signalisation comme la voie 

PI3K, ou MAPK qui vont alors réguler des gènes tel que id4 Oct-4 ou ERM. Adapté de Chen et Liu, 2015 

et, Huang et al., 2009. 
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(Hashimoto et al., 2010). Chez les Vertébrés, trois homologues de la protéine ont été décrits, 

Nanos1, Nanos2 et Nanos3. Ces protéines sont impliquées dans la survie et la migration des 

PGCs ainsi que dans le maintien des cellules souches germinales (Lai et al., 2012; Koprunner 

et al., 2016). Nanos2 a une expression limitée aux SPG As et Apr chez la souris, la truite et le 

mérou (Sada et al., 2009a; Bellaiche et al., 2014; Sun et al., 2017). La sous-expression de 

Na os  hez l ho e e ge d e u  s d o e « Sertoli cell only » où les testicules sont 

déplétés en cellules germinales (Kusz-Zamelczyk et al., 2013). En revanche, chez la souris une 

pe tu atio  de l e p essio  de Na os  a au u  i pact sur la fertilité (Haraguchi et al., 

2003) alo s ue la di i utio  de l e p essio  de Na os  ou de Na os  provoque une infertilité 

(Tsuda et al., 2003). Enfin, ces protéines peuvent présenter des redondances partielles (Beer 

and Draper, 2013a). 

 

e. La niche germinale, un environnement très riche pour contrôler le devenir des SSCs 

La i he ge i ale est à l o igi e de o eu  sig au  pa a i es afi  de gule  la ala e 

entre auto-renouvèlement et différenciation des SSCs. La structure de la niche germinale varie 

en fonction des espèces. Chez la drosophile, la niche des cellules souches germinales 

comprend 2 types de cellules somatiques : les cellules du hub et les cellules souches 

somatiques (pour revue, Li and Xie, 2005). Les cellules du hub vont interagir avec les cellules 

souches germinales (GSCs) en exprimant des cytokines comme BMP ou Upd (Unpaired) qui 

o t ôle t l auto-renouvèlement des GSCs via la voie JAK/STAT (Kiger et al., 2001; Kawase et 

al., 2004). Les cellules souches somatiques vont quant à elles réguler la différenciation des 

GCs. Lorsque les cellules souches somatiques sont mutées pour Egfr et raf, le nombre de GSCs 

aug e te fo te e t et u e di i utio  de leu  apa it  à e e i  à l tat uies e t est 

observée, elles restent donc actives plus longtemps par rapport à celles des individus sauvages 

(DiNardo et al., 2000). Chez les Mammifères, la niche germinale se compose des cellules de 

“e toli, des ellules p itu ulai es et des o posa ts de l espa e i te stitiel o e les 

cellules de Leydig, les macrophages et les vaisseaux sanguins (pour revue, Kostereva et 

Hofmann, 2008; DeFalco et al. 2015; Potter and DeFalco, 2017). Les interactions entre la niche 

germinale et les SSCs se produisent à la fois par contact cellulaire mais également via des 

cytokines (Figure 10 . La la e asale pe et l a age des ““Cs au sein de la niche et les 

facteurs de croissance (CSF-1, IGF1, VEGF) issus du compartiment interstitiel participent à la 
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sp ifi it  de lo alisatio  de la i he au i eau du o pa ti e t asal de l pith liu  

s i if e faisa t fa e à l i te stitiel (pour revue, Potter and DeFalco, 2017). Cette 

composante de la niche a été initialement mise en évidence chez la souris par la distribution 

non aléatoire des spermatogonies indifférenciées (Chiarini-Garcia et al., 2003). Puis l appo t 

de modèles de souris transgéniques Ngn3/GFP (Yoshida et al.,  asso i  à l o se atio  

microscopique de la surface des tubes séminifères et à leur modélisation, a permis de mettre 

en évidence une localisation préférentielle des spermatogonies indifférenciées au regard des 

vaisseaux sanguins. De plus, les macrophages présents dans le tissu interstitiel et au sein de la 

couche myoïde péritubulaire sont particulièrement présents à proximité des spermatogonies 

indifférenciées. La déplétion temporaire de ces derniers engendre une perte massive des 

spermatogonies différenciées, suggérant un rôle inattendu des macrophages dans la 

régulation de la différenciation des spermatogonies (DeFalco et al., 2015). 

Les cellules de Sertoli sont majoritairement impliquées dans la production de facteurs de 

oissa e pou  l auto e ou le e t ellulai e et fa o ise t le ai tie  des ““Cs e  ultu e 

(Pramod and Mitra, 2014). Parmi les facteurs de croissance sécrétés par les cellules de Sertoli, 

le GDNF, do t l e p essio  est égulée par FSH (Ding et al., 2011), a un rôle essentiel 

puis u u e di i utio  de so  e p essio  entraine une diminution du nombre de cellules 

germinales (Meng et al., 2000). En revanche, une surexpression du GDNF induit une 

hyperprolifération et le développement de tumeurs séminales (Meng et al., 2001), suggérant 

que le taux de GDNF détermine le destin cellulaire des SSCs. Par ailleurs, le FGF2 (Fibroblast 

Growth Factor 2  sti ule l auto e ou le e t des SSCs. Son rôle a notamment été mis en 

évidence par des approches in vitro. Chez l ho e, le t aite e t de ultu es de ““Cs a e  du 

FGF2 et du LIF (Leukemia Inhibitory Factor  pe et d aug e te  le o e et le dia t e des 

colonies de SSCs (Mirzapour et al., 2012). Chez la souris, le traitement des cultures avec du 

FGF  et du GDNF pe et la su ie à lo g te e et l e pa sio  des ““Cs (Kubota et al., 2004). 

FGF2 stimule, ia la oie des MAPK, l e p essio  de g es tels ue ERM, Bcl6b et Lhx1 

espo sa les de l auto e ou le e t des ““Cs (Ishii et al., 2012). Enfin, il a aussi été montré 

ue FGF  tait apa le de gule  la p olif atio  et l a ti it  des ““Cs pa  phosphorylation 

autocrine de la voie AKT et de la voie ERK1/2 in vitro (Zhang et al., 2012b). Les cellules de 

Sertoli sécrètent aussi des chimiokines assurant le « homing » des SSCs dans la niche comme 

SDF-1 dont le récepteur CXCR4 est exprimé par les SSCs (Chen and Liu, 2014). L i hi itio  de 
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CXCR4 par un antagoniste ou une diminution de SDF-1 provoque une perte de la lignée 

germinale en culture (Yang et al., 2013). Une approche transcriptomique par microarray a 

gale e t o t  u u e pe tu atio  de la oie CXC‘ /SDF-1 engendre une diminution du 

nombre de transcrits FGF2 (Yang et al., 2013), sugg a t u u  seau de gulatio  e tre 

SDF-1, FGF  et GDNF i flue e ait l auto e ou le e t des ““Cs. Le ouple liga d epteu  

CCL9/CCR1 est lui aussi impliqué dans la régulation des SSCs au sein de la niche germinale 

(Simon et al., 2010). Ccl9 est un gène exprimé par les cellules de Sertoli qui code pour la 

chimiokine CCL9 sécrétée dans le milieu extra-cellulaire et qui agit de façon paracrine sur les 

SSCs qui expriment le récepteur CCR1. Enfin, ERM (Ets-related molecule ; aussi nommé ETV5) 

est un des rares facteurs de transcription exprimé spécifiquement par les cellules de Sertoli 

ui soit apa le de o t ôle  l auto e ou le e t des ““Cs. Chez la sou is a a t u e 

invalidation homozygote du gène Erm (Erm-/-), il est observé une perte de 

l autorenouvèlement des SSCs, ce qui engendre à long terme une perte des cellules germinales 

et un syndrome Sertoli cell only (Chen et al., 2005). Les souris Erm-/- présentent également une 

di i utio  de l e p essio  de g es de hi ioki es o e Sdf1, Cxcl5 et Ccl7, appuyant 

l h poth se ue es g es joue t u  ôle da s la gulatio  de la i he des ““Cs. Enfin, ERM 

a également été décrit comme régulateur de la voie CXCR4 (Wu et al 2011). Les cellules de 

Leydig sont aussi impliquées dans la régulation des SSCs au sein de la niche germinale. Elles 

expriment le facteur CSF1 (Colony Stimulating Factor 1) connu pour contrôler 

l auto e ou le e t des ““Cs (Oatley et al., 2009). Le récepteur de CSF1 (CSF1R) est 

fortement exprimé dans les SSCs et les spermatogonies indifférenciées (Oatley et al., 2009). 

En se liant à son récepteur, CSF1 permet de sti ule  la p olif atio  et l auto e ou le e t 

des cultures de spermatogonies ex vivo (Kokkinaki et al., 2009; Oatley et al., 2009) . Cependant 

le rôle de CSF1/CSF1R in vivo reste encore à caractériser. Au sein du testicule, les cellules de 

Le dig p se te t gale e t u e sou e d IGF  Insulin like Growth Factor 1  u elles so t 

capables de libérer en culture pour leur propre différenciation, prolifération et production de 

testost o e. L IGF-1 sécrété par les cellules de Leydig est également un facteur clé dans 

le maintien de la pluripotence de SSCs in vitro. En effet, le blocage de la phosphorylation 

du récepteur IGF-1 et de la voie de signalisation associée (PI3K) réduit de façon drastique 

l a ti it  phosphatase al ali e des ellules e  ultu e ai si ue l e p essio  de g es de 

pluripotence tel que Oct-4, Blimp1 ou encore Nanog (Huang et al., 2009). 
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Figure 11 :àLesàSSCsàs’autore ouv le tàselo àdiversà odes.à 

Les ““Cs peu e t s auto-renouveler par différents mécanismes. Par division asymétrique, une cellule 

fille este sou he ta dis ue l aut e loig e de la i he, se diff e ie. Par fragmentation des ponts 

cytoplasmiques réunissant des spermatogonies, celles-ci peuvent se dédifférencier et retourner à la 

niche. Par division symétrique, les deux cellules filles peuvent rester souche ou au contraire quitter la 

niche et se différencier (Greenspan et al., 2015).  
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f. La dynamique du compartiment souche 

Malgré des descriptions morphologiques chez de nombreuses espèces, l ide tifi atio  de 

ellules sou hes spe atogo iales fait e o e l o jet de d ats s ie tifi ues. Il a e e t 

été proposé un modèle chez la souris où les spermatogonies Apr et les Aal ont la possibilité de 

revenir à un état souche sous certaines conditions (Nakagawa et al., 2010) (Figure 11). La 

o pa aiso  d e p ession génique des spermatogonies indifférenciées chez la souris a 

montré que certains gènes comme PLZF ou CDH1 p se taie t des p ofils d e p essio  

similaires chez les spermatogonies As, Apr et Aal. E  e a he, d aut es g es o e la NGN  

et GF‘α  so t e p imés respectivement de façon minoritaire et majoritaire dans des sous 

populations de spermatogonies As, Apr et Aal. De ce fait, on observe des hétérogénéités dans 

l e p essio  de es deu  g es e au sei  d u  g oupe e t spe atog i ue Apr ou Aal). 

De plus, des analyses par pulse-chase ui pe ette t le sui i de ol ules d i t ts o t 

révélé que les As NGN3+ avaient tendance à quitter le compartiment des As pour devenir des 

Apr et ue peu d e t e elles taie t apa les d auto-renouvèlement. Cependant, il a 

également été observé que des spermatogonies As GFP+ taie t gale e t Gf α + suggérant 

u u e petite populatio  ellulai e a su i u e e sio  des ellules NGN + e  Gf α + pouvant 

être issues de spermatogonies As, Apr ou Aal. De plus, la fréquence de cette réversion augmente 

de faço  d asti ue lo s de do ages tissulai es i pli ua t la ise e  pla e d u e 

régénération. Ces mécanismes suggèrent donc que ces cellules plus engagées dans la 

spermatogenèse (NGN3+) pourraient agir comme des cellules sou hes pote tielles, et u elles 

o t do  ga d  leu  apa it  d auto-renouvèlement en latence. 

Pa  la suite, des e p ie es pa  id o i os opie o t l  la p se e d u  a is e 

cellulaire appelé la fragmentation permettant aux spermatogonies interconnectées par des 

ponts cytoplasmiques de générer différents clusters cellulaires regroupant une ou plusieurs 

spermatogonie(s). Ce mécanisme, de fragmentation, également décrit chez la drosophile ne 

(Sheng and Matunis, 2011), révèle la production de spermatogonies isolées par rupture de 

po ts i te ellulai es au sei  du s tiu . Chez la d osophile, e a is e s a o pagne 

du retour de la spermatogonie au contact du hub. Ce constat met en évidence une 

d diff e iatio  et u  etou  à l tat sou he des ellules. Chez la sou is, la f ag e tatio  de 

Aal16 a permis de générer deux groupes de deux spermatogonies qui par la suite sont capables 

de générer des spermatogonies Aal4, alors que le groupe des 12 spermatogonies Aal restantes 
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Figure 12 : Présence de nouvelle niche plus en périphérie chez un Mammifère et des 
Ostéichtyens. 

A. Photo d u  i u o a uage GDNF et GF‘α  su  u  testi ule de ha ste . Mise e  ide e d u e 
i he p iph i ue à p o i it  du ete testis t  gau he . “ h a ep se ta t l o ga isatio  

testiculaire au niveau de la niche (droite). SSC : cellules souches spermatogoniales ; RT : rete testis ; SV 

niche : sertoli valve niche. B.  Immunohistochimie GFRα  da s le testi ule d u  tilapia du Nil o t a t 
l isole e t de g oupe de spe atogo ies a u es e  a o . TA : tunique albuginée ; Sc : cellules 

de Sertoli. C. Coupe histologique de testicule chez le Cichlidé Cichla kelberi mettant en évidence un 

cluster de spermatogonies primaires (Sg1). Sg2 : spermatogonie secondaire ; ta : tunique albuginée ; S 

: ellules de se toli ; “  : spe ato te p i ai e ; “t : spe atide. Figu e d ap s Ai a a et al., 2015, 

Santos Nassif Lacerda et al., 2013 et Siqueira-Silva et al., 2013. 
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rentre en apoptose de façon synchrone (Nakagawa et al., 2010). Même si les mécanismes 

e ge d a t la f ag e tatio  du s tiu  e so t pas ide tifi s, l h poth se ue les ellules 

détachées pe ett aie t d aug e te  le o e de ellules sou hes pa  d diff e iatio  est 

soutenue par le fait que lorsque la spermatogenèse est endommagée, par exemple après 

irradiation, des clones de 3, 5 ou 11 Aal sont communément observés (pour revue, De Rooij, 

2001).  

Il a été récemment identifié chez les Vertébrés osseux, de nouvelles niches germinales 

périphériques en supplément de celles contenant les cellules souches réparties dans les 

tubules/lobules précédemment décrites (Figure 12). Chez le hamster, des segments terminaux 

des tubes séminifères de type valve-like situés à proximité du rete testis ont été décrits comme 

ta t u e i he pou  les spe atogo ies GF‘α  positi es (Aiyama et al., 2015). L pith liu  

de ces valves sertoliennes est composé de cellules de Sertoli modifiées qui ont gardé leur 

capacité de prolifération et qui sont capables de sécréter du GDNF afin de supporter la 

p olif atio  et la su ie d u e sous populatio  de spe atogonies As. De plus, seules des 

spe atogo ies e p i a t GF‘α  so t p se tes, au u e ellule e  spe atoge se a a e 

a t  o se e, e ui laisse pe se  à u e i he de se e de ““Cs. Chez le tilapia du Nil, 

des coupes transversales de testicule ont mo t  ue les spe atogo ies GF‘α + 

enveloppées de cellules de Sertoli, étaient regroupées en amas et isolées du reste du testicule 

da s la gio  distale des tu ules s i if es, a ol es à l al ugi e et ue ha ue 

spe atogo ie tait e elopp e d u e ellule de Sertoli (Santos Nassif Lacerda et al., 2013). 

Des amas de spe atogo ies isol es des lo ules et à p o i it  i diate de l al ugi e o t 

aussi été décrits chez le Cichlidé Cichla kelberi (Siqueira-Silva et al., 2013). Cette structuration 

isole donc ces SSCs, dont la fonction reste à explorer, des autres cellules germinales.  

 

g. Les SSCs, des cellules utiles pour la pr servation d’esp ces 

La t a spla tatio  des ““Cs a tout d a o d t  d elopp e pou  alide  pa  u  test fo tio el 

in vivo le potentiel souche de cellules, préalablement isolées et caractérisées in vivo ou in vitro 

pa  l e p essio  de a ueu s ol ulai es sp ifi ues. Cette te h i ue a t  i itiale e t 

employée chez le poulet pour les PGCs (Tajima et al., 1993) puis chez la souris pour les SSCs 

(Brinster and Zimmermann, 1994) et plus récemment elle a été étendue aux poissons tels que  
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Figure 13 : La transplantation de SSCs chez le poisson-zèbre. 

A : Les gonades du poisson receveur sont préalablement déplétées en cellules germinales par 

t aite e t au usulfa  et aug e tatio  de la te p atu e de l eau o t ôle à gau he, i di idu t ait  
à droite). Les SSCs sont injectées avec du bleu Trypan, colorant ui pe et de sui e l i je tio . La 
transplantation des SSCs est effectuée par le pore génital. B : Après transplantation, les SSCs marquées 

GFP transplantées chez des mâles ont colonisé la gonade et ont généré des spermatogonies 

différenciées à 3 semaines post-transplantation. Après transplantation de SSCs dans un individu 

femelle, les cellules marquées GFP se sont différenciées en ovocytes. Les SSCs présentent donc une 

plasticité en fonction du sexe du receveur. Figure issue de Nobrega et al., 2010. 
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le poisson-zèbre ou le tilapia du Nil (Lacerda et al., 2010; Nobréga et al., 2010). La 

transplantation consiste à injecter des cellules souches potentielles, marquées (GFP, Lac-Z, 

PKH , …  dans un individu receveur dont les gonades ont été déplétées de leur lignée 

germinale par traitement chimique (Busulfan) ou par mutation. Cette étape de déplétion 

germinale peut être omise dans le cas de transplantations dans des embryons alors que les 

gonades se mettent tout juste en place. (Yoshizaki et al., 2011). De plus, la transplantation de 

ellules hez l e o  à des stades suffisa e t p o es où le s st e i u itai e est 

pas e o e o pl te e t fo tio el pe et d e lu e tout ejet de la g effe ellulai e 

(Yoshizaki et al., 2012). Si les cellules transplantées présentent un potentiel souche, elles vont 

alors être capables de coloniser la gonade hôte, de proliférer et de se différencier afin de 

g e  u e lig e ge i ale o pl te. A ote , hez e tai es esp es de poisso s, u il a 

été démontré que les SSCs présentent une plasticité cellulaire in vivo (Okutsu et al., 2006a) 

(Figure 13), plasticité également retrouvée in vitro chez la souris (Wang et al., 2012a) . En effet, 

chez le poisson-zèbre par exemple, des SSCs GFP+ ont été transplantées dans des individus 

receveurs mâles déplétés de leur lignée germinale par traitement au busulfan, et dans des 

individus receveurs femelles adultes. Deux semaines post-transplantation, les SSCs avaient 

olo is  l pith liu  s i if e âle et  se ai es post-transplantation, des cystes 

contenant des cellules GFP+ à différents stades de spermatogenèse étaient observables 

(Nobréga et al., 2010). De plus, chez les femelles à trois semaines post-transplantation, des 

cellules GFP+ taie t o se a les da s l o ai e et à u  ois post t a spla tatio , es ellules 

avaient généré des ovocytes à des stades avancés (Nobréga et al., 2010). Des ““Cs issues d u  

individu mâle sont donc capables de coloniser et de générer des gamètes à la fois mâles et 

fe elles e  fo tio  de l e i o e e t da s le uel elles olue t. De plus, d aut es tudes 

o t gale e t o t  la apa it  de es ellules à olo ise  la go ade d esp es 

ph log ti ue e t p o hes de l i di idu do eu . Ai si, hez les sal onidés, lors de la 

xénogreffe de SSCs de truite marquées GFP dans des saumons receveurs, les SSCs sont 

capables de coloniser la gonade mâle et femelle des receveurs et de générer une descendance 

F1 viable avec des gamètes marquées GFP (Okutsu et al., 2007). D aut es og effes o t 

gale e t t  alis es hez d aut es esp es de poisso s (Yazawa et al., 2010; Morita et al., 

2015; Silva et al., 2016) mais également chez les félins (Silva et al., 2012) et se sont révélées 

effectives. En conclusion, en plus de valider le potentiel souche de ces cellules, la  
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t a spla tatio  ou e la oie à la p se atio  d esp es e  da ge  d e ti tio  pa  

xénotransplantation de SSCs. 
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Figure 14 : Arbre phylogénétique simplifié des Vertébrés.  

Les Chondrichtyens ou poissons cartilagineux sont représentés en orange et leur groupe frère, les 

Ostéichtyens, Vertébrés à squelette osseux, en bleu. Le groupe des Myxines et des Pétromyzontides 

e  oi  ont pas subi la deuxième duplication du génome, observée chez les Chondrichtyens et les 

Ostéichtyens. R1, R2, R3 représentent trois duplications de génome qui se sont produites au cours de 

l olutio .  
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 Le modèle Scyliorhinus canicula 

a. Appartenance au groupe peu étudié des Chondrichtyens 

Le sous-e a he e t des Ve t s se su di ise e  Ag athes, d sig a t l e se le des 

Crâniates dépourvus de mâchoire (myxines, lamproies) et en Gnathostomes, espèces 

pou ues d u e â hoi e a tilagi euse d i a t du p e ie  a  a hial. Au sei  des 

Gnathostomes, deux classes sont présentes, les Chondrichtyens, poissons cartilagineux (raies, 

requins et chimères) et les Ostéichtyens, Vertébrés osseux (Figure 14). Au sein des 

Chondrichtyens, deux groupes auraient divergé il y a 370-  illio s d a es MA  les 

Holocéphales (chimères) et les Elasmobranches (requins et raies) (Janvier and Pradel, 2016), 

la divergence entre les Chondrichtyens et les Osteichthyens étant estimée à 462-421 MA. La 

lasse des Cho d i ht e s se o pose d au oi s  esp es diff entes avec 55% de raies, 

42% de requins et 3% de chimères recensés entre les années 1990 et 2001. Récemment, grâce 

à d aut es tudes et u e ta-analyse génétique, de nouvelles espèces ont également été 

ide tifi es a e a t à  le o e d esp es de Cho drichtyens répertoriés sur Fishbase 

(www.fishbase.org). La petite roussette Scyliorhinus canicula (Figure 15) appartient aux 

Gal o o phes, e ui s a a t u e ageoi e a ale, et à l o d e des Ca ha hi ifo es 

comprenant entre autre la famille des Scyliorinidae, la plus importante famille de requins en 

o e, eg oupa t à os jou s au oi s  esp es disti tes. Co t ai e e t à d aut es 

classes comme celle des Ostéichtyens, les Chondrichtyens restent peu étudiés. Les 

Ostéichtyens, qui regroupent des clades tels que les tétrapodes et les poissons téléostéens, 

fo t l o jet d u  g a d o e d tudes, du fait de la p se e d o ga is es od les da s 

ces taxons (souris, xénope, poisson-zèbre). 

Néanmoins, les Chondrichtyens se situent à une position phylogénique clé à la base des 

Vertébrés et sont de ce fait très intéressants pour les études évolutives. Ils regroupent les 

espèces de Vertébrés les plus anciennes possédant un pancréas distinct composé des mêmes 

t pes ellulai es ue eu  ide tifi s hez les Ma if es ellules α, β, δ et les ellules PP  

(Youson and Al-Mahrouki, 1999). Ce sont également les espèces de Vertébrés les plus 

ancestrales ayant un système immunitaire adaptatif comprenant des immunoglobulines 

(Immunoglobulines spécifiques IgNAR), des récepteurs aux cellules T (TCR), et un complexe  

 

http://www.fishbase.org/
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Figure 15 : La petite roussette Scyliorhinus canicula.  

A : Photographie de petite roussette Scyliorhinus canicula. B : Anatomie externe de la petite roussette. 

A gauche vue latérale, à droite vue ventrale. Adapté à partir de Tixier et Gaillard, 1957. 
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ajeu  d histo o pati ilit  CMH  de lasse I et de lasse II (pour revue, Flajnik et Rumfelt, 

2000) . 

 

b. Une espèce de nos côtes, non vulnérable 

La petite roussette Scyliorhinus canicula, est une espèce abondante sur les côtes normandes 

(environ 5 000 tonnes de petites roussette péchées par an (Séret, 2010) pour environ 15 000 

tonnes de requins péché en France chaque année) et fait partie des requins les plus 

communément trouvés sur les côtes Européennes (Ellis and Shackley, 1997). Malgré une 

pêche relativement importante, elle reste une espèce non vulnérable qui est classée dans la 

at go ie p o upatio  i eu e LC  pa  l U io  internationale pour la conservation de la 

nature (UICN). Elle présente une large distribution au niveau de la côte atlantique Nord-Est, 

du sud de la No ge jus u au No d du “ gal, et est aussi et ou e su  l e se le des 

côtes méditerranéennes (http://www.fishbase.org). S. canicula est une espèce démersale qui 

peut vivre à des profondeurs comprises entre 10m et 780m mais est préférentiellement 

présente entre 300m et 500m de fond en mer méditerranée (mer ionienne, (Mytilineou et al., 

2005)) et à une profondeur comprise entre 10 et 110m en atlantique Nord-Est (mer du nord, 

(George, 2009) . Elle se ou it p i ipale e t d i e t s e thi ues tels ue les 

mollusques, les crustacés, les petits céphalopodes ou encore les vers polychètes, mais aussi 

de petits poissons osseux (Compagno, 1984). Sa taille adulte peut varier en fonction de sa 

localisation géographique, les roussettes de méditerranée étant plus petites (mer Egée (37-48 

cm) (Kousteni et al., 2010)) que celles trouvées dans la Manche (50-70 cm) (Ivory et al., 2004). 

Leur espérance de vie est de 10 à 12 ans avec une maturité sexuelle à 6,6 ans pour les mâles 

et 7,9 ans pour les femelles (Ivory et al., 2004). Elle a un sexe ratio légèrement en faveur des 

femelles (Ivory et al., 2004) et se le s a ouple  e  eau p ofo de au ou s de l t  

(Compagno, 1984). Chez les élasmobranches, environ 43% des espèces sont ovipares 

(Compagno, 1990), est le as de la petite oussette ui, o e eau oup de Scyliorhinidae, 

a une fécondation interne au niveau des gla des ida e tai es. Lo s de l a ouple e t, le 

âle a i s i e  la fe elle g â e à l u  de ses deu  pt gopodes ui so t des o ga es 

copulateurs issus de la différentiatio  des ageoi es pel ie es. U e fois ue l a ouple e t 

s est p oduit, le spe e a t e soit di e te e t utilis  pou  la f o datio  des œufs ui 

seront pondus au stade blastula minimum 5 jours post-fécondation (Ballard et al., 1993), soit  

http://www.fishbase.org/
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Figure 16 : Photo et schéma du tractus génital mâle chez la petite roussette. 

A. Photographie du tractus génital mâle comprenant les testicules, épididymes, canaux déférents, 

vésicules séminales et ptérygopodes. B. Schéma détaillé du tractus génital mâle chez la petite 

roussette. C. Photog aphie d u  spe atozeug ata de requin bleu (Prionace glauca) constitué de 

plusieurs couches concentriques de spermatozoïdes.  
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sto k  da s u e spe ath ue afi  d aug e te  le assage g ti ue d où u  i di e de 

paternité multiple élevé chez cette espèce (85-92%) (Fitzpatrick et al., 2013).  

 

c. Une organisation testiculaire cystique et polarisée 

Chez la petite roussette Scyliorhinus canicula, les testicules se situent dans la région médiane 

de l i di idu au i eau do sal Figure 16). Ils sont pairs et blanchâtres et se développent de 

faço  i gale selo  les i di idus. Cha ue testi ule est e ti e e t e elopp  pa  l al ugi e. 

Au i eau de l e t it  e t ale, u e asse de tissu blanchâtre compose le tissu épigonal, 

tissu lymphomyéloïde spécifique des poissons cartilagineux qui est impliqué dans la 

production des cellules du système immunitaire. Les testicules sont accolés au niveau 

antérieur sur la ligne médiane où un mésentère les maintient dorsalement. Il existe 3 types 

d o ga isatio  testi ulai e chez les élasmobranches : les testicules « diamétriques » , les 

testicules « radiaux », et les testicules « composés » (Figure 17) (Pratt, 1988a). Dans les 

testicules diamétriques, le développement cystique se produit dans la largeur du testicule, 

alors que dans le testicule radial, le développement cystique se produit dans différents lobes 

du testicule, de la zone cent ale ge i ale du lo e jus u à la zo e p iph i ue de elui-ci. Le 

testicule composé est constitué de cystes qui se développent à la fois dans une direction 

radiale et diamétrique (Pratt, 1988a). Le testicule de la petite roussette a une organisation 

diamétrique qui est donc polarisée et organisée en cystes. De par sa polarisation, le testicule 

peut être subdivisé en 5 zones bien distinctes correspondant aux différents stades de la 

spermatogenèse (Figure 18) (Loir and Sourdaine, 1994; Loir et al., 1995). Au pôle dorsal, la 

zo e A  est fa ile e t dis e a le du fait u elle est situ e au-dessus du vaisseau sanguin qui 

longe le testicule. Elle correspond à la zone de la niche germinale contenant des cellules 

souches spermatogoniales potentielles (pSSCs) As mais aussi des spermatogonies Apr, Aal, 

entourées de cellules de Sertoli dans un tissu dense de cellules somatiques de plus petite taille 

et plutôt fusifo es. L ide tit  de es ellules so ati ues este a oi s à e plo e . Les 

pSSCs ont été caractérisées chez la petite roussette : elles sont localisées dans la zone 

germinative, isolées (As) et non connectées entre elles par des ponts intercellulaires (Loppion 

et al., 2008). Au niveau morphologique, elles présentent un gros noyau rond (10.23 ± 0.28 µm 

de diamètre) avec une euchromatine abondante et un cytoplasme peu développé contenant  
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Figure 17 : Les différentes organisations testiculaires chez les élasmobranches. 

A. Testicule de type diamétrique présent chez des espèces comme S. canicula, le développement 

cystique se produit dans la largeur du testicule. B. Testicule de type radial présent chez I. oxyrinchus. 

Le développement cystique se produit dans différents lobes du testicule, de la zone centrale germinale 

du lo e jus u à la zo e p iphérique C. Testicule de type composé présent chez des raies comme R. 

clavata. Les cystes qui se développent à la fois dans une direction radiale et diamétrique. TA : 

albuginée, TE : tissu épigonal, TC : tube collecteur, CC : canal collecteur, ZG : zone germinative, C. Spg : 

cystes à spermatogonies, C. Spc : stes à spe ato tes.   Adapt  d ap s Pratt et al., 1988 
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t s peu d o ga ites à l e eptio  d u  g a d o e de ito ho d ies (Loppion et al., 2008) 

(Figure 19). Un nuage germinal périnucléaire et associé aux mitochondries a également été 

observé dans le cytoplasme des pSSCs (Loppion et al., 2008) comme décrit dans les 

spe atogo ies A hez d aut es esp es (Fishelson et al., 2006). L a al se d i o po atio  de 

BrdU in vivo a gale e t o t  u u e pa tie des spe atogo ies de la i he a aie t u e 

très faible activité de prolifération (Loppion et al., 2008). Des analyses par hybridation in situ, 

ont montré que les pSSCs exprimaient des marqueurs spécifiques tels que gf α  et pou2 

(Bosseboeuf et al., 2014a). Au sein de la niche, des transcrits de pou2 ont été détectés dans 

u e seule spe atogo ie d u  dou let Apr, suggérant une division asymétrique des pSSCs 

(Bosseboeuf et al., 2014a). Des cultures primaires ont été établies à partir de zones A0 

dissociées et enrichies en cellules germinales par differential plating. Ces cellules présentent 

une activité phosphatase alcaline et forment des colonies, deux caractéristiques des cellules 

sou hes. De plus, l ajout de GDNF e o i a t hu ai  g/ l  a pe is de di i ue  

l apoptose, d aug e te  la taille des olo ies et de maintenir à long terme (trois mois) ces 

cultures (Gautier et al., 2014) (Figure 19). Ces résultats suggèrent une conservation des effets 

pro-survie et prolifératifs de la voie de signalisation GFRα1 dans les SSCs chez les 

Chondrichtyens comme cela a été décrit chez les Ostéichtyens, à la fois chez les Mammifères 

et les Téléostéens (Naughton et al., 2006; Costa et al., 2012; Santos Nassif Lacerda et al., 

2013). E  e a he, le GDNF a pas t  ide tifi  hez la petite oussette, i da s les 

transcriptomes, ni da s so  g o e. L h poth se de sa su stitutio  pa  u  aut e liga d de 

ette fa ille, l a t i e, a t  ise su  la ase de su stitutio s d a ides a i s l s pou  sa 

liaison au récepteur GFRα1 de petite roussette (Gautier et al., 2014). Les autres zones 

testiculaires (A-, B, C et D) sont organisées  en cystes qui se composent de cellules germinales 

associées à des ellules de “e toli, l e se le e tou  pa  des ellules p i sti ues (Loir et 

al., 1995). Dans la zone A-, qui correspond à la zone de prolifération mitotique des 

spermatogonies et des cellules de Sertoli, il a été décrit la mise en place des cystes par le 

regroupement progressif des deux types cellulaires avec un positionnement alternatif des 

ellules de “e toli o au e  fo e de t ap ze  et des spe atogo ies autou  d u e au he 

de lumière (stades IIa et IIb). A ce stade, des ponts cytoplasmiques sont observés entre les 

spermatogonies (Loppion et al., 2008). Ces amas cellulaires, qui composeront les futurs cystes, 

se situent à proximité de la zone germinative. Dans une zone plus distale se trouvent les 

phases plus tardives de la zone A- (IIc à VI) constituées de cystes avec une lumière centrale 
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Figure 18 : Une organisation testiculaire cystique chez Scyliorhinus canicula.  

“ h a ep se ta t l o ga isatio  testi ulai e hez la petite oussette S. canicula. Le testicule est 

polarisé et peut être subdivisé en 5 zones appelées A0, A-, B, C et D. Des coupes histologiques illustrent 

l o ga isatio  testi ulai e au i eau de es  zo es. Elles pe ette t ota e t de ett e e  
ide e l o ga isatio  sti ue du testi ule o se a le d s la zo e A-. SPG : spermatogonies, SN : 

noyau sertolien, L : lumière, SPC : spermatocyte, PC : cellule péricystique, rSPT : spermatides rondes, 

e“PT : spe atides allo g es. La fl he leue d sig e l o ie tatio  de l o de spe atog ti ue au 
sein du testicule. 
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et la mise en place de cellules péricystiques en périphérie. Au stade IIIa, le cyste est complet, 

il compte alors entre 480 et 500 spermatoblastes (Stanley, 1966a). Un spermatoblaste est 

o stitu  i itiale e t d u e ellule de “e toli asso i e à u e spe atogo ie ; cette dernière 

va poursuivre sa prolifération, alors que la cellule de Sertoli cesse de se diviser, et aboutir à 

un clone de cellules germinales qui va se différencier au cours de la spermatogenèse. Au stade 

IIIa, les spermatogonies sont au niveau de la périphérie du cyste, chacune associée à une 

ellule de “e toli do t les o au  fo e t u e ou o e adlu i ale. C est au stade III  ue la 

première mitose permettant de générer deux spermatogonies par spermatoblaste est mise 

en évidence. Puis, entre le stade IV et le stade VI, trois mitoses spermatogoniales successives, 

vont permettre de former six rangées de spermatogonies par cystes, passant de 2 à 16 

spermatogonies par spermatoblaste (Stanley, 1966b; Loir et al., 1995). Au total, 13 mitoses 

spermatogoniales ont été estimées entre le stade I des pSSC et le stade VI des spermatocytes 

différenciées (Holstein, 1969). Le stade VI est caractérisé par le début de la migration des 

noyaux sertoliens de la zone adluminale vers la lame basale avec des noyaux majoritairement 

dans la zone intermédiaire. La prolifération spermatogoniale importante induit également une 

augmentation du diamètre cystique de 89 µm à 171 µm (Sourdaine and Jégou, 1989). Lors de 

la dernière mitose spermatogoniale de la zone A- (stade VI), les cellules germinales peuvent 

être considérées comme des spermatocytes pré-leptotènes. La zone B correspond à la zone 

testiculaire méiotique. Les cellules germinales de cette zone vont subir la première division 

ioti ue du tio elle pe etta t d o te i  des spe ato tes se o dai es haploïdes 

(stades IX et X) à partir des spermatocytes primaires diploïdes (stades VIIa et VIIb). Au stade 

VIIa, es ellules e t e t e  p ophase de iose, d où la p se e de spe ato tes au stade 

leptotène, zygotène et pachytène. Par la suite, se produit la fin de prophase de méiose avec 

des spermatocytes au stade diplotène (début de séparation des chromosomes) observables 

au stade VIIb. Au stade VIII, les cellules vont rentrer en métaphase, puis en anaphase et enfin 

en télophase de méiose afin de générer les spermatocytes secondaires constituant les cystes 

des stades IX et X (Mellinger, 1965). Durant cette première phase méiotique, les noyaux 

sertoliens contenus dans les cystes restent au niveau basal. On peut également observer une 

augmentation du volume des cystes avec un diamètre passant de 298 µm à 387 µm (Loir et 

al., 1995). Dans la zone C, les cellules germinales vont finir leur processus méiotique en 

réalisant u e di isio  uatio elle pe etta t d o te i  des spe atides o des haploïdes 
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Figure 19 : Caractérisation des SSCs chez S. canicula. 

A. Caractérisation morphologique des SSCs par microscopie électronique à transmission. G : 

spermatogonie, S : cellule de Sertoli, encadré et flèche gauche : nuage germinal, encadré et flèche 

droit : pont cytoplasmique. B. Caractérisation moléculaire des SSCs chez S. canicula, six marqueurs ont 

été testés POU2, Gfrα1, PLZF, Hmgb3, Mcm6 et Kit et leurs expressions dans les différentes 

spermatogonies est représentée. C. Culture à long terme de SSCs chez S. canicula en présence de 

GDNF. P se e de olo ie da s les ultu es t ait es GDNF fl he ouge . Figu es d ap s Loppio  et 

al. 2010, Bosseboeuf et al. 2014, Gautier et al., 2010  
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à une chromatide. Les stades XIa, XIb et XII sont principalement caractérisés par la présence 

des spermatides rondes dont le noyau à une forme muriforme (stade XIa) plus condensée avec 

une disposition des spermatides selon une image de feston (stade XIb) et enfin le stade XII 

a e  le d ut de l lo gatio  des o au  spe ati ues e  fo e d u e (Loir et al., 1995). 

Enfin, la zone D, est composée des spermatides allongées et des cystes en cours de résorption. 

Au cours des stades XIII à XVI, la spermiogenèse se poursuit avec une condensation plus 

i po ta te de la h o ati e, la pou suite de l lo gatio  du flagelle et de la tête spermatique 

qui forme une hélice céphalique, la pièce intermédiaire comprenant le manchon 

mitochondrial est également observable à partir de stade XIII. Au stade XV, le cyste a atteint 

sa taille a i ale d e i o   µ , les o au  des ellules de Sertoli commencent à migrer 

vers le cytoplasme intermédiaire et les têtes spermatiques des faisceaux convergent entre 

elles. Aux stades XVI et XVII, les faisceaux de spermatides se compactent et se rapprochent de 

la lame basale, alors que les noyaux sertoliens se retrouvent perpendiculaires à la lame basale 

avec au stade XVII une proximité avec le corps protéique de Semper, inclusion ovoïde issue de 

fusion de granules protéiques, au niveau du cytoplasme intermédiaire. Enfin, les stades XVIIIa 

et XVIIIb, correspondant à la spermiation, sont caractérisés par le décrochage du faisceau 

spermatique qui entraine avec lui la partie adluminale du cytoplasme sertolien. Les 

spermatozoïdes sont par la suite libérés dans la lumière du cyste puis évacués dans le 

canali ule olle teu , jus u alo s o st u  pa  u  ou ho  ellulai e, elia t les stes au tu ule 

collecteur, intégré dans le tissu épigonal et qui longe ventralement le testicule (Dobson and 

Dodd, 1977a, b). Au cours de ces derniers stades, les cystes vont se résorber passant de 355 

µm environ à 284 µm et les cellules de Sertoli vont dégénérer. Le tubule collecteur va par la 

suite se subdiviser en six canalicules efférents (équivalents au rete testis) qui se regroupent 

pour former le canal efférent permettant aux spermatozoïdes de ejoi d e l pidid e. E fi , 

le a al d f e t ui fait suite à l pidid e s la git e  a poule s i ale e ui a pe ett e 

le stockage des spermatozoïdes matures compactés sous la forme de spermatozeugmata. Lors 

de l a ouple e t le spe e se a alo s jaculé via la gouttière des ptérygopodes. 
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Figure 20 : Appareil génital femelle de la petite roussette S. canicula.  

A : Photographie du tractus génital femelle chez S. canicula et mise en évidence des structures 

caractéristiques. B : Schéma représentatif du système génital. Os : Ostium, GC : glande 

o uill e, O : o idu te, Oe : Œuf, OD : o ai e d oit. “ h a issu de B ie , . 
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d. Un ovaire unique. 

Chez la oussette fe elle, l o ai e est i pai , seul l o ai e d oit est p se t hez les i di idus 

adultes (Tixier and Gaillard, 1957). Il e este au u  estige de l o ai e gau he ui a g ess  

hez l e o  d s le d ut de la diff e iatio  o phologi ue (Thiebold, 1963) 

contrairement à la dissymétrie gonadique chez la poule, qui possède un ovaire vestigial dont 

la différenciatio  s est a t e ap s la fo atio  des tu es de p e i e pouss e (Thiebold, 

1963). Chez S. canicula, l o ai e d oit p se te u  aspe t diff e t selo  l tat de atu it  

se uelle de l a i al, il est plutôt lisse hez les i di idus i atu es et elati e e t ossel  

hez les i di idus atu es, du fait u il soit e pli d o o tes e  itelloge se (Tixier and 

Gaillard, 1957). Un mésentère le maintient au niveau dorsal. Comme chez les individus mâles, 

la gonade est atta h e à l o ga e l pho loïde, le tissu pigo al Figure 20). La structure 

a os opi ue et histologi ue de l o ai e a pas t  d ite hez S. canicula, mais au vu de 

os o se atio s, elle est t s p o he de elle o se e hez d aut es e ui s ou raies comme 

Carcharhinus falciformis, Rhizoprionodon terraenovae, Mustelus canis ou encore Zearaja 

chilensis (Davenport et al., 2011; Rêgo et al., 2013) (Figure 21 . Da s l o ai e atu e, sous 

l pith liu  u i ue si ple ui le e ou e, se t ou e t des folli ules à diff e ts stades de 

maturation dispersés dans le tissu ovarien. Nous avons pu observer chez S. canicula que les 

follicules les plus précoces, les follicules primordiaux, étaient préférentiellement situés à 

p o i it  de l pith liu . Au ou s de l o oge se, l o o te est e tou  d u e zo e 

acellulaire appelée la zone pellucide, elle-même entourée par une puis plusieurs couches de 

cellules folliculaires appelée granulosa. La lame basale sépare la granulosa des cellules de la 

thèque interne et externe. Il est également important de souligner que les Chondrichtyens 

produisent des ovocytes matures de taille relativement importante pouvant atteindre un 

dia t e d e i o    et a a t u e zo e pellu ide t s d elopp e jus u à plus de  µ  

(Davenport et al., 2011), hez la petite oussette l o o te esu e e i o    (Mellinger, 

2002). En revanche hez d aut es esp es o e l ho e, les o o tes atu es ne mesurent 

que environ 120 µm de diamètre (Griffin et al., 2006). Cette g a de taille d o o te pe et, 

au  esp es o ipa es de Cho d i ht e s l ithot ophi ues, est-à-dire dont la seule source 

nutritive pendant le développement embryonnaire provient des réserves vitellines produites  

par le foie maternel et contenues dans le sac vitellin (Awruch, 2016), d a oi  u e se e 

nutritive suffisante pour leur bon développement. Les canaux de Müller constituent les  
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Figure 21 : Organisation tissulaire et cellulaire des ovaires de deux espèces 
d’ las o ra hes. 

A et B Coupes histologi ues d o ai e du e ui  Rhizoprionodon terraenovae. Les ovocytes (Oo) de 

petites tailles so t situ s e  p iph ie de l o ai e. Les o o tes de g a de taille so t o pos s de 

cellules folliculaires (FC) et présentent une zone pellucide (ZP). C : Coupe histologi ue d o o te de 
raie Zearaja chilensis. L o o te est o stitu  de diff rents types cellulaires qui composent la thèque 

externe (ot), la thèque interne (it) et la granulosa (co : petite cellules et gc : cellules intermédiaires). 

On retrouve également un vaisseau sanguin (bv) en périphérie, et au niveau interne la présence de 

granules vitellins (yg) et de plaque elliptique (ep). Figures A et B d ap s Da e po t et al., 2011 et figure 

C d ap s Wehitt et al., 2015. 
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oviductes qui se réunissent au niveau antérieur et débouchent sur un pavillon unique 

(Thiebold, 1963). L œuf est f o d  hez la petite oussette da s les gla des ida e tai es, 

da s la gio  a t ieu e de l o idu te, ui o t u  ôle de spe ath ue. Cette gla de a 

gale e t g e  u e gel e p ote t i e autou  de l e o , do t la o positio  et la 

fo tio  o t pas e o e t  d te i es de faço  p ise. Elle do e aussi au  œufs u e 

coque cornée de forme quadrangulaire portant à chaque coin un filament contourné de même 

nature appelé « vrille ». U e fois e apsul s, les œufs passe t da s l ut us. Ces canaux 

utérins sont pairs et fusionnent dans la région médiane avant de déboucher sur le cloaque au 

niveau des papilles génitales (Tixier and Gaillard, 1957). Lors de la ponte, la femelle va fixer 

g â e au illes les œufs ui so t g ale e t po dus pa  pai e à u  su st at algal da s la 

zone subtidale ou intertidale (Compagno, 1984). 

Le sto kage du spe e, suite à l a ouple e t, a té rapporté chez des espèces 

d Elas o a hes ta t o ipa es ue i ipa es o e l issole ta het e (Farrell et al., 2010). 

Il est essentiel pour les espèces « nomades » ui se ep oduise t seule e t lo s u elles so t 

en contact (Awruch, 2016). Chez la petite oussette, le spe e peut t e sto k  jus u à plus 

de 2 ans (Dood et al., 1983) et pe et d a oi  u e po te d œufs f o d s e  o ti u e 

en absence de mâle dans les bassins. Dans le milieu naturel, les femelles sont capables de 

pond e des œufs de faço  o ti ue ais o t e t u  pi  da s l a ti it  de po te au ois de 

ai et u e di i utio  de la po te au ois d o to e (Henderson and Casey, 2001). 

 

e. Un développement embryonnaire lent 

Le développement embryonnaire chez la petite roussette se déroule sur une période 

d e i o   ois post-ovoposition à 15°C (170-220 jours) (Ballard et al., 1993). Cette durée 

est diminuée à une plus forte température (17°C) qui favorise le développement à contrario 

des eaux plus froides (11°C) (Ballard et al., 1993). Les Cho d i ht e s g e t des œufs 

télolécithes caractérisés par un volume considérable de vitellus, avec une segmentation 

méroblastique, seg e tatio  pa tielle ui 'affe te pas le pôle i f ieu  de l'œuf et de e fait, 

la plus grande partie du vitellus n'est pas concernée par ce clivage, qui aboutit à la formation  
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Figure 22 : S h aàd’œufsàdeàpetiteàroussetteàjusteàapr sàl’ovopositio àetà àter e. 

A gau he, l e o  est t s peu d elopp  seul le lastodis ue est o se a le au i eau du itellus 
blanc. Le vitellus jaune est de taille importante et il est maintenu dans la capsule de l œuf g â e à u e 
gelée présentant différentes textures (molle et dense) suivant sa localisation. Aux deux extrémités de 

l œuf se t ou e t les illes pe etta t d a o he  elui- i à u  suppo t lo s de l o opositio . A d oite, 
l œuf est à te e, l e o  o upe toute la apsule et le itellus est plus o se a le. La p -éclosion 

a pe is l ou e tu e de la apsule au i eau de la pa tie a gulai e pou  pe ett e u e e t e d eau 
de mer plus importante lors des derniers stades de développement et la so tie de l e o  lo s de 
l losio . Illust atio  issue de Melli ge , . 

 

Œufàpost-ovopositio  E r o à àter e 
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d u  lastode e. L œuf est p ot g  da s u e o uille ui est pe a le à l eau, au  

le t ol tes et au  petites ol ules jus u à e i o  kDa (Hornsey, 1978; Foulley and 

Mellinger, 1980; Kormanik, 1993; Mellinger, 1994). On peut également noter au niveau de 

chacun des 4 angles de la co ue la p se e de fissu es, ui s ou i o t au stade , 

pe etta t u e i ulatio  d eau de e  o ti ue da s la o ue. Elle se a plus i po ta te et 

nécessaire en fin de développement (Ballard et al., 1993; Mellinger, 1994) (Figure 22). A 

l i t ieu  de l œuf, la o positio  hi i ue de l eau o te ue da s la gel e i te e est la 

e ue elle de l eau de e  a ia te (Kormanik, 1993), de e fait l e o  ai si ue ses 

a e es e o ai es itellus et ses e eloppes  doi e t assu e  l io o- et 

l os o gulatio  à tous les stades de d eloppe e t (Kormanik, 1993). Par conséquent, 

l ou e tu e de l œuf lo s de la p - losio  ajoute au u e o t ai te d e i o e e t 

sus epti le de pe tu e  le o  d eloppe e t de l e o  ais pe et à l e o  de 

ter i e  so  d eloppe e t à l a i des p dateu s. 

Chez S. canicula,  stades de d eloppe e t o t t  d its depuis la f o datio  jus u à 

l losio  et pa tis  e   phases ajeu es (Ballard et al., 1993) (Figure 23). La première phase 

comprend les stades 1 à  et se d oule da s l o idu te a a t l o opositio . Ces stades 

correspondent aux divisions des blastomères, le stade 1 comprenant la période entre la 

f o datio  et l appa itio  d e i o   lasto es, le stade 2 est caractérisé par la 

présence de plus de  lasto es ais l a se e d u  lasto le. Au stade , les 

blastomères constituent un épithélium aplati et on observe la formation du blastocèle. A ce 

stade, la o uille o te a t l œuf se situe da s la pa tie audale de l o idu te p te à t e 

po due. La deu i e phase, o espo d à la fo atio  de l e o  a a t l pi olie et la 

po te de l œuf. Elle o p e d les stades  à  et est p i ipale e t a a t is e pa  la 

croissance du croissant postérieur qui atteint son maximum au stade 5 puis diminue en taille 

par la migration des blastomères au-dessous de celui- i. C est la p e i e ise e  pla e des 

mouvements morphogénétiques spécifiques de la gastrulation qui vont peu à peu engendrer 

la régression complète du croissant postérieur (stade 7). La troisième phase correspond à 

l pi olie et la fo atio  de l e o , elle est o pos e des stades  à . Da s les p e ie s 

stades (8- , le lastodis ue s te d jus u à a he  e ti e e t le e le de itellus la , il 

est de forme ronde et peut être, d s le stade , o se a le da s l œuf pa  t a spa e e. Au  
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Figure 23 :àChro ologieàduàd veloppe e tàdeàl’e r o àdeàpetiteàroussette. 

Le développement embryonnaire de la petite roussette est divisé en 34 stades répartis sur environ 6 

mois. Les photographies illustrent ici les stades 9 (8-9 jours), 13 (10-14 jours), 14 (11-15 jours), 18 (18-

26 jours), 27 (41-44 jours), 31 (60-80 jours) et le stade post éclosion (145-175 jours). “tades d ap s 
Ballard et al., 1993. 
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stade , la fo atio  d u e lig e post ieu e, « le triangle notochondral », est observé, il 

fo e le dessus d u e a it  à l o igi e de la ho de au i eau a t ieu  ais este ou e t au 

niveau caudal. Deux bourrelets formant les bras mésodermiques sont aussi observables au 

i eau audal de pa t et d aut e de la a it  oto ho d iale. Au stade 13, la fermeture des 

deu  as sode i ues fo e l a e e o ai e, ui o t e au stade  u  

élargissement au niveau de la tête. Enfin, au stade 15 on observe la formation des premiers 

somites, et au stade 16, au niveau antérieur, la formation du neuropore. La phase suivante, 

est caractérisée par la métamérisation pharyngienne, la mise en place des derniers somites et 

les premiers mouvements de motilité (stades 17-26). En effet dès le stade 17 sont décrits des 

ou e e ts lat au , th i ues, a eu au  de l e o  appela t ue les us les st i s 

squelettiques des Vertébrés ont à l'origine une activité autonome, que l'innervation directe 

peut faire disparaître par la suite (Mellinger, 1994). Au stade , l e o  ui est atta h  

ventralement au vitellus, a la tête qui se soulève du sac vitellin et on peut noter la mise en 

place des premières poches pharyngées. Les poches pharyngées vont continuer de se 

développer jus u au stade  où elles fo e o t les fe tes pha g es. Au stade , o  peut 

également souligner la formation de la bouche. Enfin, au stade 26, toutes les fentes 

pha giales so t ou e tes, et l e se le des so ites so t p se ts. L a a t de i e phase 

co p e a t les stades  au stade  o espo d au d eloppe e t des a hies jus u au 

stade pré-éclosion. Au stade 27, les filaments branchiaux apparaissent dans les fentes 

pha giales et la ou he e  fo e de dia a t o e e à s ou i  su  l e t ieu . Au stade 

, la ou he s allo ge pou  a oi  u e fo e o ale, la fo atio  u ale se p olo ge au stade 

29. Au stade 30, on observe la pigmentation des yeux, la mise place des nageoires avec 

l e ge e de la ageoi e a ale. E fi , au stade , le ost e se forme et la glande de 

l losio  est a ti e pe etta t la digestio  de la gel e et l ou e tu e des uat e fe tes de 

l œuf pa  digestio  du e t sp ial ui les ai te ait fe es jus u alo s. De plus, le 

vitellus commence à être transféré du sac vitellin externe vers un sac vitellin interne. La 

dernière phase correspond à la période comprise entre la pré- losio  et l losio  stades  

à  où le ost e de ie t plus p o i e t et fo e u  a gle de ° a e  le o ps de l e o  

(stade 32). Puis, le sac vitellin externe diminue fortement (stade 33) pour enfin être vidé au 

stade , le fœtus e plit alo s toute la o ue et est p t à lo e e  so ta t pa  l'ou e tu e, 

situ e à l'e t it  uad a gulai e de la o ue. Lo s de l losio , les ale i s o t une taille 

comprise entre 9 et 11 cm (Mellinger, 1994).  
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Figure 24 : Mécanismes de spécification des cellules germinales par épigenèse et par 
préformation. 

Deux principaux mécanismes de spécification des cellules germinales ont été mis en évidence. Un 

mécanisme de préformation décrit notamment chez la drosophile, le xénope et le poulet, et le 

a is e d pige se d it hez les a if es. La sp ifi atio  des cellules germinales par 

préformation se fait par la transmission maternelle de ribonucléoprotéines (RNPs) présentes dans le 

ge oplas e GP . Le a is e de sp ifi atio  pa  pige se est ua t à lui as  su  l i du tio  
des cellules germinales par les ellules z goti ues e i o a tes. Adapt  d ap s E o et al., 2016. 

 

  

P fo atio  Epige se 
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f.  Une différenciation gonadique peu caractérisée 

Chez les a i au  à ep odu tio  se u e, les ga tes p o ie e t d u e petite populatio  de 

cellules apparaissant très tôt dans le développement embryonnaire, les cellules germinales 

primordiales (PGCs). Les différentes données obtenues à partir des organismes modèles ont 

montré deux types principaux de spécification des cellules germinales (Figure 24). La première 

appelée préformation, est précoce au cours du développement et a notamment été décrite 

chez la drosophile et une majorité de poissons Téléostéens. Dans ce premier cas, la 

spécification des cellules germinales est assurée par la transmission de déterminants 

maternels et leur répartition particulière dès les premières divisions cellulaires (Extavour and 

Akam, 2003). Pa i es d te i a ts ate els, o  et ou e l A‘N essage  de vasa (Braat 

et al., 1999) ou encore celui du gène nanos (Gavis et al., 2008), do t les UT‘ pa ti ulie s 

permettent leur stabilisation (désadénylation, modification de la longueur de la queue PolyA, 

…  (Mishima and Tomari, 2016) et l e p essio  des t a s its jus u à la t a sitio  lastul e e 

(Barckmann and Simonelig, 2013), mais également des protéines maternelles comme Nanos 

et Dazl (Koprunner et al., 2016; Li et al., 2016). Un deuxième mode de spécification des cellules 

germinales, par épigenèse, a été décrit chez les Mammifères par exemple. Il est plus tardif 

dans le développement (gastrula) et est induit par des signaux des tissus environnants 

(Extavour and Akam, 2003). E  effet hez l e o  de sou is, les ellules de l pi laste distal, 

qui se différencient normalement en dérivés ectodermiques, se différencient en PGCs une fois 

transpla t es da s l pi laste p o i al (Tam and Zhou, 1996). Il a également été montré que 

les BMP (Bone Morphogenetic Proteins), qui font partie de la super-famille des p ot i es TGFβ 

permette t la sp ifi atio  des ellules ge i ales hez la sou is, e  l o u e e BMP  

(Lawson et al., 1999). Chez les Chondrichtyens, les deux types de spécification des cellules 

germinales ont déjà été décrits (pour revue, Extavour and Akam, 2003) mais cette question 

reste inexplorée chez la petite roussette. 

Une fois déterminées, les ellules ge i ales p i o diales ig e t e suite jus u au  tes 

génitales via des migrations passives mais également des migrations actives. Les mouvements 

cellulaires sont guidés par les cellules à proximité, la matrice extracellulaire ou encore des 

mécanismes intrinsèques qui coordonnent des changements cytosquelettiques et les 

propriétés adhésives des cellules en mouvement. Néanmoins les voies de migration peuvent 

varier en fonction des espèces (Starz-gaiano and Lehmann, 2001). “i l o  s i t esse pa  
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exemple au poisson-zèbre qui a un développement rapide, les PGCs migrent en marge de 

l pi olie puis fo e t deu  groupes de migration de pa t et d aut e du o ps e o ai e. 

Par la suite, les deux groupes de PGCs migrent le long du corps embryonnaire vers la région 

antérieure au niveau du primordium gonadique (Richardson et Lehmann, 2015). Chez la poule 

en revanche, les PGCs se déplacent grâce au système vasculaire puis migrent dans le 

mésoderme intermédiaire pour enfin rejoindre le primordium gonadique (Nakamura et al., 

2007). Il existe donc plusieurs voies migratoires possibles. De plus, chez le poisson-zèbre au 

ou s de leu  ig atio , les PGCs alte e t des phases ig atoi es et des phases d a t 

pendant lesquelles les cellules perdent leur polarité (pour revue, Richardson et Lehmann, 

2015). Les cellules migratrices montrent une polarité directionnelle, où le mouvement est 

i duit pa  la p ot usio  et l adh sio  de la pa tie a a t de la ellule alo s u u e t a tatio  

de l adh sio  au i eau de l a i e de la ellule est o se e (Blaser et al., 2005). Ce processus 

est régulé par des récepteurs transmembranaires qui reçoivent des signaux chimio-

attractants, qui déclenchent une réorganisation du cytosquelette par des molécules 

effectrices comme les phospholipides et les petites GTPases (pour revue, Richardson et 

Lehmann, 2015). Parmi les molécules chimio-attractantes, les principales molécules de 

guidage caractérisées sont SDF-1 et son récepteur CXCR4. Ce couple a déjà été décrit chez de 

nombreuses espèces co e l hu ai  (Lapidot and Kollet, 2002), le poisson-zèbre (Doitsidou 

et al., 2002) ou encore le xénope (Takeuchi et al., 2010). “i l o  ga de l e e ple du poisso  

z e, l A‘N  de “DF-1 est exprimé tout au long du trajet migratoire des cellules germinales, 

et la di i utio  de l e p essio  de “DF-1 ou de son récepteur CXCR4 engendre des défauts de 

migration des PGCs entrainant une localisation ectopique des cellules germinales au sein de 

l e o  (Doitsidou et al., 2002). D aut es oies de ig atio  ont aussi été décrites chez le 

poisson-z e o e elle de H g  i pli u e da s l ajout d u  g oupe isop oïde 

(géranylation) des sous unités Gϒ requises pour le fonctionnement des récepteurs couplés aux 

p ot i es G des PGCs. A l heu e a tuelle, au u e tude a o t  de a i e o te 

comment les cellules germinales migraient dans le primordium gonadique chez la petite 

roussette. 

Chez S. canicula, quelques études se sont portées sur l o ga og se go adi ue (Thiebold, 

1963). Chez l e o  de  à  , o espo da t au stade  de Balla d et al., les cellules 

ge i ales so t pou  la plupa t situ es da s l a gle do sal du mésentère, intercalées parmi 
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les cellules épithéliales de la splanchnopleure. La majorité de ces cellules est retrouvée au 

niveau des somites post-otiques 14 à 23 du côté droit comme du côté gauche. On retrouve le 

même type de disposition aux stades 22-26. Chez les embryons au stade 27 (13-14 mm), le pli 

go adi ue est appa e t. Il est issu d u e i agi atio  da s la a it  p ito ale de la pa tie 

de l pith liu  œlo i ue olo is  pa  les ellules ge i ales. Cepe da t au u e 

diff e iatio  se uelle est e o e d ela le. C est seule e t à des stades plus ta difs -

29 (16-17mm) que cette ébauche est bien individualisée entre le 12ème et la 25ème somite post-

otique avec un développement maximum au niveau de la 17ème et de la 18ème somite. Enfin, 

aux stades 29-30, les premiers caractères morphologiques distincts entre les mâles et les 

fe elles so t ota les au i eau go adi ue. E  effet, la go ade de l e o  de oussette 

est formée de deux tissus somatiques : le cortex et la médulla. La différenciation gonadique 

mâle se fait par la migration dans le tissu médullaire des éléments germinaux primitivement 

log s da s l pith liu  ge i atif alo s u il  a pas de ig atio  dullai e hez la fe elle 

(Thiebold, 1963). Dans un premier temps, cette migration entraine la totalité des éléments 

germinaux qui se retrouvent isolés dans la médulla, éparpillés dans un massif de petites 

cellules épithéliales. Puis, dans un second temps, un remaniement de ces éléments germinaux 

va permettre de former les cordons sexuels et les ampoules germinales, lieu de la 

spermatogenèse. Chez la femelle, toutes les cellules germinales restent dans le cortex où un 

g a d o e d e t e elles o t e t e  e  d ut de la p ophase ioti ue. Le di o phis e 

sexuel apparent des gonades se place de ce fait à un stade particulièrement précoce, marqué 

par le début de la migration des éléments ge i au  da s l au he âle (Thiebold, 1963). 

Au i eau ellulai e, u e tude o t e l i itiatio  de la  iose hez les embryons femelles 

au stade 31 (Thiebold, 1963) mais la cinétique de différenciation gonadique reste à préciser 

au cours de l e oge se et hez les ju iles. 
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 Objectifs 

L o je tif de ette th se est dou le. La p e i e pa tie po te su  la a a t isatio  des ellules 

souches spermatogoniales (SSCs) et de leur niche chez la petite roussette Scyliorhinus 

canicula. La se o de, alis e da s le ad e d u e o e tio  i dust ielle de fo atio  pa  la 

e he he CIF‘E  a e  l e t ep ise KELIA, po te su  la a a t isatio  de ol ules à pote tiel 

thérapeutique issues du testicule de petite roussette. 

 

Les SSCs sont des cellules t s o se es au ou s de l olutio  et u iales pou  la fe tilit  

des individus. Les diverses applications médicales et agronomiques qui émergent de 

l utilisatio  de es ““Cs e pli ue t l esso  des e he hes su  es ellules ette de i e 

décennie tant chez des espèces modèles comme la souris et le poisson zèbre (Leal et al., 2009) 

ue hez des esp es d i t t ag o o i ue o e la s iole et le he al (Costa et al., 2012; 

Morita et al., 2012). Pa i les Ve t s, la lasse des Cho d i ht e s fait d o jet de peu 

d tudes su  e sujet alo s ue su  le illie  d esp es u elle o p e d, e i o  u  ua t 

so t e  da ge  d e ti tio  et seule e t u  tie s est o sid  o e o  ul a le (Dulvy 

et al., 2014). Des recherches ont donc été initiées au sein du laboratoire BOREA pour explorer 

la niche des SSCs chez un requin abondant localement, la petite roussette Scyliorhinus 

canicula. Ainsi, des SSCs potentielles ont été identifiées et caractérisées au niveau 

morphologique (Loppion et al., 2008) et moléculaire (Loppion et al., 2008; Redon et al., 2010) 

a e  l ide tifi atio  de p e ie s a ueu s, POU  et GF‘α  au  p ofils d e p essio  

restreints aux spermatogonies indifférenciées, ou c-Kit et PL)F au  p ofils d e p essio  plus 

larges (Bosseboeuf et al., 2014a). Enfin, les cellules germinales de la zone germinative ont pu 

être maintenues en culture à long terme, une caractéristique propre des cellules souches, en 

présence de GDNF. Un modèle de niche germinale testiculaire de petite roussette a donc été 

établi in vitro (Gautier et al., 2014). 

 

Au cours de cette thèse, mon premier objectif a donc été de poursuivre la caractérisation 

moléculaire des SSCs de petite roussette sur la base de facteurs germinaux comme Nanos mais 

aussi de a ueu s de plu ipote e o e “o  ou ““EA . “uite à l ide tifi atio  de deu  

transcrits de nanos1 hez la oussette, l histoi e oluti e de e facteur a été explorée chez 
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les Vertébrés. Puis, afin de démontrer in vivo le caractère souche des cellules cultivées, des 

t a au  o t t  e s pou  ta li  u  test fo tio el de t a spla tatio  hez l e o . E  

parallèle, le fonctionnement de la niche germinale a été abordé du point de vue des 

hi ioki es pe etta t de guide  les PGCs au p i o diu  go adi ue, d assu e  le « homing » 

des SSCs et de favoriser la colonisation des SSCs suite à une transplantation. Le couple 

ligand/récepteur SDF-1/CXCR4 a donc retenu notre attention pour cette étude. 

 

La petite oussette ep se te gale e t u  od le d i t t da s la e he he de ol ules 

à potentiel thérapeutique. Malgré leur divergence précoce au sein des Vertébrés, des 

mécanismes physiologiques et moléculaires décrits chez les Mammifères ont également été 

retrouvés chez les Chondrichtyens. On peut notamment relever que ce sont les premiers 

Vertébrés à avoir développé un pancréas distinct composé des mêmes types cellulaires que 

ceux présents chez les Mammifères. Au niveau moléculaire, des études ont aussi confirmé les 

propriétés h pogl ia tes de l i suli e hez deu  e ui s (Anderson et al., 2002). Enfin, 

une étude récente menée chez S. canicula a pe is d ide tifie  le glu ago  like peptide et a 

démontré sa capacité à réguler la glycémie chez des souris atteintes de diabète de type 2 

O ha te et al., 2016). Ces résultats mettent donc en exergue une conservation des 

mécanismes de régulation glucidique entre les Mammifères et les Chondrichtyens. 

Dans le cadre du projet PEPTISAN mené en amont de ma thèse, en collaboration avec le 

laboratoire KELIA Pharma, un criblage large de peptides issus de différents tissus de S. canicula 

a été réalisé en se focalisant sur leur potentiel à réguler le métabolisme glucidique ou à réguler 

la prolifération de cellules cancéreuses. Cette étude a permis de mettre en évidence plusieurs 

peptides issus du testicule de petite roussette potentiellement intéressants. Mon objectif a 

do  t  de a a t ise  plus p is e t l effet a ti-cancéreux ou anti-diabétique de cinq 

peptides issus du testicule par des approches in vitro et in vivo. 
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The nanos1 gene was duplicated in early Vertebrates and the two 

paralogs show different gonadal expression profiles in a shark. 
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La lasse des Cho d i ht e s, appa ue il  a e i o   illio s d a es, o p e d 

les requins, les raies et les chimères, et est le groupe frère des Ostéichtyens. Cette position 

phylogénétique spécifique rend leur étude particulièrement intéressante dans une 

perspective évolutive. De plus, certaines de ces espèces présentent une organisation 

testi ulai e pola is e et sti ue, e  faisa t d e elle ts od les pou  l tude de la i he 

ge i ale, d u e i po ta e ajeu e pou  la p odu tio  de ga tes hez le mâle. Lors de 

précédents travaux, des spermatogonies souches potentielles ont été identifiées et 

caractérisées au niveau morphologique chez la petite roussette, Scyliorhinus canicula, une 

espèce locale et non vulnérable de requin. Une première caractérisation moléculaire a aussi 

t  i iti e a e  l e p essio  des epteu s -Kit, GFRα  et Pou  da s es ellules. L o je tif 

de ces travaux était de poursuivre la caractérisation des spermatogonies de petite roussette 

e  tudia t l e p essio  d u e fa ille de p ot i es de liaiso  à l A‘N, les p ot i es Na os 

dont le rôle crucial pour le maintien du lignage germinal, tant chez le mâle que chez la femelle, 

est conservé chez les métazoaires. 

 

Au cours de cette étude, des analyses in silico par blast sur des banques 

transcriptomiques de petite roussette ont révélé deux transcrits, tous deux homologues de 

nanos1. De plus, u  a s e t au g o e a pe is d ide tifie  gale e t les ho ologues 

de nanos2 et nanos3. Une étude de synténie a montré que les deux formes de nanos1 

ide tifi es o espo daie t à deu  g es disti ts, gale e t p se ts hez d aut es 

Chondrichtyens ainsi que chez des espèces représentatives des Sarcoptérygiens et des 

A ti opt gie s a est au , telles ue le œla a the et le l pisost  ta het . Ainsi, au cours 

de l olutio  des Ve t s, le g e nanos1 a subi une duplication générant deux paralogues 

nommés nanos1A et nanos1B. Les Amniotes ainsi que les poissons téléostéens ne possèdent 

e  e a he u u e seule fo e de nanos1, mettant ainsi en évidence les pertes respectives 

de nanos1B et de nanos1A e  a o t de es lades. Les p ofils d e p essio  des deu  

paralogues de nanos1 ont ensuite été caractérisés chez la petite roussette. Des analyses par 

hybridation in situ et immunohistochimie dans l o ai e et le testi ule o t l  des p ofils 

d e p essio  diff e ts e t e les deu  fo es. Na os A est e p i  de faço  u i uiste da s 

les cellules germinales testiculaires alors que Nanos1B est exclusivement exprimé dans les 

spermatogonies. De plus, Nanos1A présente une expression cytoplasmique, tandis que 

Na os B p se te p f e tielle e t u e e p essio  u l ai e. Da s l o ai e, Na os A et 
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Na os B p se te t des p ofils d e p essio  si ilai es da s les ellules ge i ales p o es 

et les cellules folliculaires lors de la vitellogenèse. Ces travaux révèlent donc une duplication 

du gène nanos1 à la ase des Ve t s et leu s p ofils d e p essio  diff e ts hez la petite 

roussette ouvrent un questionnement sur le rôle de ces deux formes au niveau testiculaire et 

ovarien. 
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The nanos1 gene was duplicated in early Vertebrates and the two paralogs 

show different gonadal expression profiles in a shark. 
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Abstract 

Nanos are RNA-binding proteins playing crucial roles in germ cell development and maintenance. 

Based on phylogenetic and synteny analyses, this study reveals that nanos1 gene has undergone 

multiple duplications and gene copies losses in Vertebrates. Chondrichthyan species display two 

nanos1 genes (named nanos1A/1B), which were both retrieved in some Osteichthyes at basal positions 

in Sarcopterygii and Actinopterygii lineages. In contrast, Teleosts have lost nanos1A but duplicated 

nanos1B leading to the emergence of two ohnologs (nanos1Ba/1Bb), whereas Tetrapods have lost 

nanos1B gene. The two successive nanos gene duplications may result from the second and third 

whole genome duplication events at the basis of Vertebrates and Teleosts respectively. The expression 

profiles of nanos1A and nanos1B paralogs were characterized in the dogfish, Scyliorhinus canicula. 

Nanos1A was strongly expressed in brain and also localized in all germ cell types in the polarized testis. 

In contrast, nanos1B was detected in testis with the highest expression in the germinative zone. In 

addition, Nanos1B protein was predominantly located in the nuclei of male germinal cells. In the ovary, 

both paralogs were detected in germinal and somatic cells. Our study opens new perspectives 

concerning the complex evolution of nanos1 paralogs and their potential distinct roles in Vertebrates 

gonads. 
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Introduction 

The Nanos proteins family regroups highly conserved RNA-binding proteins in higher eukaryotes 

implicated in germ cell development and maintenance. Nanos family is characterized by two specific 

Cys-Cys-His-Cys zinc finger motifs at the carboxy-terminal region which present a regular spacing 

between the Cys and the His residues. These motifs are indispensable for Nanos function (Arrizabalaga 

and Lehmann, 1999). The  a  i d to the u t a slated egio  UT‘  of target messenger RNAs 

(mRNAs) in order to regulate gene expression post-transcriptionally with no sequence specificity but 

by potential electrostatic interactions with the phosphate backbone of RNA (Curtis et al., 1997; 

Hashimoto et al., 2010). For example, in the mouse, NANOS2 plays a role in meiosis suppression by 

preventing Stra8 expression in male foetal gonads (Suzuki and Saga, 2008). 

Nanos has been first identified in Drosophila melanogaster as a maternal gene crucial for abdomen 

formation (Lehmann and Nusslein-volhard, 1991) and for germ cells implantation (Kobayashi et al., 

1996). In Vertebrates, three Nanos paralogous genes were described. In Xenopus, knockdown of 

Nanos1 induced the loss of Primordial Germ Cells (PGCs) (Lai et al., 2012) and in zebrafish the absence 

of Nanos3 disturbed PGCs migration and decreased their number (Koprunner et al., 2016). In mice, the 

suppression of Nanos3 expression in PGC resulted in the complete loss of germ cells in both sexes 

(Tsuda et al., 2003). NANOS2 has also been identified as a key stem cell regulator in Spermatogonial 

Stem Cells (SSC) of mature individuals by maintaining the stem cell fate during spermatogenesis in 

mice (Sada et al., 2009b). A role of this gene in Germinal Stem Cells maintenance may be evolutionarily 

conserved as Nanos2 is specifically expressed both in oogonia and in spermatogonia of adult medaka 

(Aoki et al., 2009) and in a subpopulation of undifferentiated A spermatogonia in juvenile and 

spermiating male trout (Bellaiche et al., 2014). Taken together, these data identify Nanos as primordial 

genes with highly conserved functions for both, the migration of the germinal cells and their 

maintenance in adults. 
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In Vertebrates, Nanos paralogous genes were associated to partial redundancies and specific 

functional evolutions. For example, in mice, Nanos1 was predominantly expressed in the central 

nervous system and in adult gonads but Nanos1-/- mice developed normally and were fertile (Haraguchi 

et al., 2003). In contrast, a mutation of NANOS1 led to male infertility in human (Kusz-Zamelczyk et al., 

2013). On the other hand, while NANOS2 and NANOS3 were crucial for the germ cell lineage 

establishment in mice (Tsuda et al., 2003), mutations of these genes in humans did not cause infertility 

(Kusz et al., 2009a, b). 

In teleostean fish, two nanos1 genes were generated, probably during the Teleost specific whole 

genome duplication (3R). In medaka, in situ hybridization revealed that the two forms of nanos1 gene 

showed specific expression patterns in developing brain and sensory organs. These two transcripts 

showed a differential expression in the gonad: nanos1a was expressed in the somatic cells surrounding 

oocytes and in male meiotic cells unlike nanos1b, which was not detectable (Aoki et al., 2009). All these 

studies illustrate the complexity and the diversity of nanos gene expression patterns and functions 

through Vertebrates evolution. 

Because of their phylogenetic position as sister group of Osteichthyes, Chondrichthyes represent 

models of interest to gain insight into gene evolution in jawed Vertebrates. For this purpose, genomic 

and transcriptomic data are progressively available in holocephalans, in the elephant shark, 

Callorhinchus milii (Venkatesh et al., 2014) and in Elasmobranchs, in the whale shark Rhincodon typus 

(Read et al., 2015) and in the little skate Leucoraja erinacea (Wang et al., 2012b; Wyffels et al., 2015). 

Unpublished transcriptome libraries were also produced from another elasmobranch, the small-

spotted dogfish, Scyliorhinus canicula (Redon et al., 2010; Quan et al., 2013). Molecular and cellular 

data concerning the reproduction of these species are very limited whereas one quarter of 

Chondrichthyes are threatened according to the International Union for the Conservation of Nature 

(IUCN) Red List criteria (Dulvy et al., 2014). Our model, Scyliorhinus canicula, is a non-vulnerable shark 

present in abundance in the English Channel. Females present a unique ovary containing follicles at 



 

80 

 

different stages of maturation. Males display polarized testes, organized in cysts, allowing a precise 

description of the expression pattern of specific genes during the spermatogenic progression. Indeed, 

the testis can be subdivided in five testicular zones specific to the different areas of spermatogenesis: 

the zone A0 containing the potential Spermatogonial Stem Cells (SSC) in a dense somatic tissue, and 

the other areas made of cysts containing respectively differentiating spermatogonia (zone A-), 

spermatocytes (zone B), round spermatids (zone C) and elongated spermatids (zone D) (Loir and 

Sourdaine, 1994b). This particular organization allowed us to evaluate more precisely the stage-

specific expression of particular transcripts and proteins during spermatogenesis (Loppion et al., 2008; 

Bosseboeuf et al., 2014b). 

In this study, we identified in Scyliorhinus canicula transcriptomes two sequences which both 

segregated with the Nanos1 proteins subfamily. This finding led us to investigate their origin and 

evolution in Vertebrates using phylogenetic reconstructions and analyses of syntenic chromosomal 

fragments. These analyses revealed multiple duplications and losses of nanos1 gene copies during 

Vertebrates evolution. The expression profile of these two paralogs was next characterized in a 

representative of basal Gnathostomes, the dogfish, in a panel of tissue by RT-PCR and in the gonads 

by immunohistochemistry and in situ hybridization on mature males and females. The two gene copies, 

termed nanos1A and nanos1B, were both detected in germinal and somatic cells in the ovary, whereas 

they showed different germinal distribution in testis. This work shows that nanos1 genes in 

Sarcopterygians and Teleosts provide an example of hidden paralogy, and describes for the first time 

the distinct expression profiles of the two nanos1A and nanos1B paralogs using a shark. 

 

Results 

Multiple nanos1 paralogs exist in Vertebrates. 

The identification of nanos sequences in Scyliorhinus canicula was carried out from different dogfish 

cDNA banks generated from ovary, testis and a pool of embryos, juveniles and adult tissues. Two 
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different complete cDNA sequences were found using the TBLASTN algorithm and mouse NANOS 

proteins as queries. A phylogenetic analysis showed that both dogfish sequences segregated with 

Nanos1. A first sequence showed highest similarity with the mammalian NANOS1 proteins (termed 

Nanos1A) whereas the second one was similar to the teleostean Nanos1 proteins (termed Nanos1B). 

This result raised the question of the timing of this gene duplication relative to the Gnathostomes 

radiation. In order to address this issue, nanos1 sequences were first searched in other chondrichthyan 

species. Concerning Elasmobranchs, both nanos1 gene copies were found in the whale shark 

Rhincodon typus genome and in the little skate Leucoraja erinacea genome and transcriptome 

(SkateBase: nanos1A, LS-transcript-ctg90798; nanos1B partial sequences, LS-transcript-ctg92973 and 

LS-transcriptB2-ctg57931). In the chimaera Callorhinchus milii, only nanos1A was found. The search for 

Nanos1 genes was then extended to other vertebrates and additional nanos1 gene copies were 

determined based on phylogenetic and genomic environment analyses. The conserved neighbouring 

genes of nanos1A and nanos1B were mapped in the genome of representative vertebrate species: 

Agnatha (sea lamprey), Chondrichthyes (dogfish, whale shark, chimaera/elephant shark) and 

Osteichthyes, including Sarcopterygii (coelacanth, Xenopus tropicalis, green anole, chicken and human) 

and Actinopterygii (spotted gar, arowana, zebrafish, rainbow trout and stickleback) (Figure 1). The 

nanos1A synteny was found in Agnatha (sea lamprey), Chondrichthyes and Osteichthyes but Teleosts 

have lost nanos1A gene (dotted box). The nanos1B synteny was not found in sea lamprey, chimaera 

(elephant shark), Xenopus tropicalis and green anole. The synteny was present but lacked nanos1B 

gene in chicken and human (dotted box). The genomic environments of the two copies of nanos1 

previously described in Teleost fish both corresponded to nanos1B synteny. Note that zebrafish 

nanos1Ba synteny has been submitted to chromosomal rearrangements leading to the loss of this gene 

but the introduction of three successive genes from nanos1A synteny. Interestingly, nanos1A and 

nanos1B paralogs were both found in chondrichthyan species (ray and sharks) as well as in 

osteichthyan species at the basis of Sarcopterygii (coelacanth) and Actinopterygii (spotted gar). In 

addition, nanos1 syntenies showed common paralogs of sfxn and emx (sfxn4 and emx2 around 



 

82 

 

nanos1A; sfxn5 and emx1 in the vicinity of nanos1B), suggesting that both nanos1A and nanos1B gene 

copies originate from the duplication of an ancestral chromosomal fragment. Concerning Nanos2 and 

Nanos3, their genomic environments differ from nanos1 genes syntenies and from each other. Few 

genes neighbouring nanos2 are conserved between basal Actinopterygii (spotted gar) and 

Sarcopterygii (coelacanth and human) but the syntenic relationship becomes elusive in Teleosts 

(Supplementary Figure S1). In contrast, the genomic environment of nanos3 is remarkably conserved 

from sharks to human and Teleosts (Supplementary Figure S2). 

 

The nanos1 paralogous genes displayed different evolutionary rates. 

A phylogenetic tree was constructed using Nanos protein sequences of representative Vertebrate 

species including four dogfish nanos sequences identified in the present study (Supplementary Figure 

S3). Nanos1A and Nanos1B paralogous proteins segregated separately as expected. Due to their high 

inter-species conservation, Nanos1B sequences of Osteichthyes were compressed in this global tree. 

Another secondary phylogenetic tree was built to further investigate the nanos1B paralogs in Teleosts. 

Nanos1Ba and Nanos1Bb sequences segregated together inside different clades corresponding to 

Acanthopterygians, Cypriniformes, Salmoniformes and Osteoglossiformes respectively (shaded 

boxes), supporting the hypothesis that nanos1Ba and nanos1Bb are ohnologs resulting from the 

duplication of an ancestral actinopterygian nanos1B gene. The Nanos1 paralogous proteins all harbour 

the two Nanos family CCHC zinc finger motifs at their carboxy terminal conserved end (asterisks, 

Supplementary Figure S4). For amino acid alignment of Nanos1 sequences, representative Vertebrate 

species were selected among Chondrichthyes (dogfish, chimaera) and Osteichthyes, including 

Sarcopterygii (coelacanth, chicken and human) and Actinopterygii (spotted gar, arowana and salmon). 

Nanos1B proteins show a higher conservation compared to Nanos1A proteins. For example, 

coelacanth Nanos1A presents only a mean of 7% identity and 16% similarity with the other selected 

Nanos1A whereas Nanos1B presents respectively 34% identity and 43% similarity with the other 

selected Nanos1B sequences. In summary, nanos1A and nanos1B paralogs show different evolutionary 
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rates after duplication of the ancestral gene but a different gene copy was retained finally in Teleosts 

(3R-ohnologs nanos1Ba and nanos1Bb) and in Tetrapods (nanos1A). 

 

nanos1A and nanos1B have different tissue expression patterns in the dogfish. 

The tissue distribution of the two paralogous nanos1A and nanos1B genes was assessed in male and 

female S. canicula by real-time PCR on a panel of tissues including gills, brain, liver, muscle, fin, heart, 

spleen, epigonal tissue, eye and sex-specific organs such as shell gland, ovary, epididymis and testis 

(Figure 3). In all males and a female, nanos1A mRNA was detected at a very high level in brain in 

comparison with other tissues (Figure 3, A and B). In contrast, nanos1B showed a relatively ubiquitous 

expression pattern with an expression that remained significantly higher in the brain of males, but not 

of females, comparatively to the other tissues, except eyes (Figure 3, C and D). No significant difference 

of expression of nanos1A and nanos1B was detected between immature and mature ovaries (Figure 

3, B and D). In testicular zones, the expression of nanos1A was detected at a relative constant level 

during spermatogenesis, between the germinative zone (ZA0) and the zones containing cysts with 

spermatogonia (ZA-), spermatocytes (ZB) and early spermatids (ZC), and was almost undetectable in 

zone D containing cysts with late spermatids (Figure 4A). Concerning nanos1B, a clear progressive 

decrease of its expression was observed from the germinative zone (ZA0) to zone D (Figure 4B). Our 

data suggested that nanos1A and nanos1B might have a distinct expression profile in the testis. 

 

In testis, nanos1B mRNA was restricted to spermatogonia contrary to nanos1A expressed in germ 

cells at all stages. 

Both nanos1 transcripts were localized by in situ hybridization in testicular germ cells but with different 

patterns (Figure 5). The transcript of nanos 1A showed a broad distribution in germ cells at all stages 

of differentiation (Figures 5A-5F). It was detected in potential SSCs isolated in a conjunctive tissue 

(filled arrow, Figure 5B) in the A0 germinative zone, in undifferentiated spermatogonia (open arrow, 

Figure 5B) in forming cysts and in differentiated spermatogonia (SPG) in cysts composed of one to four 
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layers of spermatogonia with an adluminal crown of Sertoli cells nuclei (Figures 5C, 5D). This nanos1A 

transcript was also detected in later stages, in zone B in spermatocytes (SPC, Figure 5E), in zone C in 

round spermatids (rSPT, Figure 5F left panel) but was absent in zone D in elongated spermatids (eSPT, 

Figure 5F right panel). In contrast, nanos1B showed a strong expression restricted to spermatogonia 

Figu es A -F . This t a s ipt as dete ted f o  pote tial ““Cs filled a o heads, Figu e B  to 

diffe e tiated spe atogo ia “PG, Figu es C , D . This e p essio  was greatly diminished and almost 

undetectable in cysts containing primary spermatocytes (SPC I, Figure 5E  a d u dete ta le at late  

stages i  ge  ells Figu e F . “ense riboprobes ga e o sig al Figu es a, a  e ept i  “e toli ells 

nuclei of some cysts in zone D using nanos1B sense riboprobes suggesting that the signal frequently 

observed in the nucleus of Sertoli cells in zone D with nanos1B antisense riboprobes would also be 

o side ed as u spe ifi  Figu e F  ight pa el . So, both nanos1 transcripts showed a germ cell-

specific expression with a broad distribution to all stages of spermatogenesis for nanos1A and a 

spermatogonial-restricted expression pattern for nanos1B. 

 

In ovary, both nanos1 mRNAs were detected in early previtellogenic oocytes and, later, in follicular 

cells surrounding vitellogenic oocytes. 

In female gonads, nanos1A and nanos1B showed similar expression patterns by in situ hybridization. 

Both t a s ipts e e dete ted i  p i a  oo tes of p i o dial folli les Figu es A, A . These 

oocytes are located near the ovary epithelium and are surrounded by some undifferentiated follicular 

cells which were not labelled (Figures 7A, A . This toplas i  e p essio  p og essi el  de eased i  

oo tes of p e itelloge i  folli les Figu es B, B . I  p e itelloge i  folli les, folli ula  ells 

differentiate in two types: granulosa cells adjacent to zona pellucida and theca cells outside the basal 

lamina. Theca is vascularised and consists in fibroblastic-like inner cells and cuboidal outer cells. In 

vitellogenic follicles, nanos1 transcripts were detected in both granulosa and theca cells (Figures 7C, 

C  he eas u diffe e tiated follicular cells previously showed no signal in primordial follicles (Figures 

A, A . I  la ge  itelloge i  folli les hi h ha e ultila ed g a ulosa ells, nanos transcripts were 
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still p ese t i  oth g a ulosa a d the a ells Figu es D, D . As e pected, sense riboprobes gave no 

sig al Figu es E, E . “o, nanos1A and nanos1B transcripts were both first detected in primary 

oocytes before vitellogenesis and later, in granulosa and theca cells surrounding vitellogenic oocytes. 

 

Nanos1 proteins showed distinct sub-cellular localizations in dogfish gonads. 

To localize Nanos1A and Nanos1B proteins in dogfish gonads, immunohistochemistry was performed 

on mature testes and ovaries using two primary antibodies (sc-366152 and ab174139) whose 

specificity was confirmed using Western- lots Figu es G, G . In testis of mature male dogfish, 

Nanos1A protein was detected in the cytoplasm of germ cells at all stages of spermatogenesis (Figures 

6A-6E). This strong labelling was localized in the cytoplasm of potential SCCs (filled arrow, Figures 6A, 

6F) in the germinal niche (ZA0), in undifferentiated spermatogonia in cysts in formation (open arrow, 

Figure 6A), in differentiated spermatogonia (SPG, Figures 6B, 6C), in spermatocytes in zone B (SPC, 

Figure 6D), in round spermatids in zone C (rSPT, Figure 6E left panel) and in cysts with elongated 

spermatids in zone D (eSPT, Figure 6E right panel). For this last one, labelling was associated to the 

lumen of the cyst, the middle piece and flagella of spermatids and also to the basal compartment of 

Sertoli cells (Figure 6E right panel). In contrast, Nanos1B protein showed a restricted expression 

pattern limited to spermatogonia and primary spermatocytes. Cytoplasmic Nanos1B proteins were 

detected in most potential SSCs (Figu es A , F ), in some undifferentiated spermatogonia (Figu e B ), 

in a lower proportion of differentiated spermatogonia (Figures 6B , 6C  a d of p i a  spe ato tes 

(Figure 6D . This cytoplasmic labelling was associated to a nuclear labelling in some ““Cs Figu e F  

a d u diffe e tiated spe atogo ia ope  a o , Figu e A . I  diffe e tiated spe atogo ia a d 

primary spermatocytes, a labelling associated to chromosomes was also observed in dividing cells 

(Figures 6B -6D . No sig al as dete ted in spermatids in zones C and D (Figure 6E  left a d ight 

panels). In female, Nanos1 proteins were localized in primary oocytes in previtellogenic follicles and in 

follicular cells at later stages (Figure 8). Primary oocytes presented cytoplasmic and nuclear Nanos1A 

protein in primordial follicles (Figures 8A, 8a) and previtellogenic follicles (Figures 8B, 8b). The intensity 
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of the cytoplasmic labelling was decreased according to the growth of the oocyte. In addition, early 

and more advanced vitellogenic follicles displayed a strong staining in both granulosa and theca cells 

(Figures 8C, 8c, 8D, 8d). In contrast, Nanos1B protein was detected in oocyte cytoplasm and nucleus 

of p i o dial folli les Figu es A , a  a d i  oo te u leus of p e itelloge i  folli les Figu es B , 

. At this stage, la elli g i  oo te toplas  as e t e el  eak a d o folli ula  ell as stai ed. 

In vitellogenic follicles, Nanos1B expression was confirmed in the cytoplasm of granulosa cells and of 

outer theca cells but not i  the i e  the a ells Figu e D . “o, Na os A a d Na os B p otei s 

showed cell-type specific distributions in accordance with their respective mRNAs in dogfish gonads, 

and, interestingly, a different cellular sub-localization since Nanos1B displayed a specific DNA 

association in early germ cells in male gonad. Our data suggest that Nanos1A and Nanos1B may have 

distinct functions. 

 

Discussion 

In the present study, we first revealed the unexpected presence of two forms of nanos1 in three 

Elasmobranch species (small-spotted dogfish, whale shark and little skate), both proteins contained 

the conserved Nanos family CCHC zinc finger motifs necessary for its function. This result led us to 

investigate nanos1 gene copies origin and evolution using two complementary approaches, 

phylogenetic reconstructions and analyses of syntenic chromosomal fragments. Both nanos1 paralogs 

identified in Chondrichthyes were also found in its sister group, the Osteichthyes, in ancient lineages 

of Actinopterygii (spotted gar) and of Sarcopterygii (coelacanth). In addition, paralogs of two genes of 

nanos1A synteny were localized in the vicinity of nanos1B in human and in teleostean fish. In contrast, 

nanos1A was the only nanos1 gene copy found in an Agnatha genome (sea lamprey). Considering this, 

we hypothesize that the second round (2R) of whole genome duplication (WGD) that occurred after 

the divergence of Agnatha from Gnathostomes ancestor (Ohno, 1970; Holland et al., 1994), about 450 

million years ago (MYA) (Kumar and Hedges, 1998; Inoue et al., 2010), gave rise to nanos1B gene copy. 

However, in contrast to drosophila nanos gene, nanos1A and nanos1B have no intron and we cannot 
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exclude that they have emerged through a retroposition event from a cDNA. Synteny analyses showed 

that Tetrapods have lost the nanos1B gene copy. Teleosts underwent a third round (3R) of whole 

genome duplication about 350 MYA (Christoffels et al., 2004; Jaillon et al., 2004) which gave rise to 

nanos1Ba and nanos1Bb ohnologs and to the loss of nanos1A gene copy. The loss of gene copies can 

be explained by the rapid rediploidization process following genome duplication events. Two Teleost 

specific nanos1 genes displaying different expression patterns were previously described in 

Acanthopterygians fish (Aoki et al., 2009). The synteny results support the previous hypothesis of a 

duplication of nanos1B in the ancestor at the base of the teleost radiation. Nanos1B proteins are highly 

conserved in their C-terminal zinc finger domain, binding targeted RNAs, but also outside this domain. 

The presence of protein partner interaction sites could explain this high pressure of selection. The 

particular segregation of Nanos1Ba and Nanos1Bb paralogs in the phylogenetic tree could be due to 

the high pressures of identical selective forces on both paralogs, inside the different Teleost families, 

to evolve in parallel and to conserve interactions with the same protein partners (Goh et al., 2000). In 

comparison, Nanos1A protein sequences showed a much lower conservation at the N-terminal end in 

Vertebrates. Changes in the protein sequence may have created new opportunities for Nanos1A to 

acquire new functions in Tetrapods as a single gene copy is available in these species. Another gene 

involved in germline stemness, pou5f1 (oct4), was shown to result from the duplication of an ancestral 

pou2 gene in Vertebrates. The paralogs pou5f1 and pou2 were respectively lost in Teleosts and in 

Mammals, and some Sarcopterygii displayed both copies (Frankenberg and Renfree, 2013). 

 

The tissue expression profiles of the two nanos1A and nanos1B paralogs described in this study in 

Scyliorhinus canicula are consistent with previous works on these paralogs in Tetrapods and 

Actinopterygii. Indeed, both paralogs are expressed in the dogfish brain as previously reported for 

Nanos1 in mouse, sturgeon and medaka (Haraguchi et al., 2003; Aoki et al., 2009; Ye et al., 2012). 

However, the role of Nanos1 in brain remains unclear. In nanos1 deficient mice, no significant neural 

abnormality was observed and no neural defect in term of behaviour has been identified (Haraguchi 
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et al., 2003). A multiple tissue distribution was detected for nanos1B, an expression pattern also found 

for this gene copy for both nanos1a (nanos1Ba in the present study) and nanos1b (nanos1Bb) in two 

teleostean fishes, medaka (Aoki et al., 2009) and orange-spotted grouper (Sun et al., 2017). A broad 

tissue distribution was also observed for Nanos1(B) in a chondrostean fish (Chinese sturgeon), which 

emerged after the Chondrichthyes but before the 3R WGD of the Teleosts (Ye et al., 2012). 

 

Concerning nanos expression in gonads, most published studies focused on nanos2 and nanos3 

paralogs which showed highest expression levels in testis in human (Julaton and Pera, 2011) and in 

testis and in ovary respectively in teleostean fishes (Bellaiche et al., 2014; Sun et al., 2017). However, 

nanos1 was also revealed to be expressed in gonads in addition to brain in Tetrapods and 

Actinopterygii. In the shark S. canicula, nanos1A and nanos1B were both detected in ovary and testis. 

In male gonads, nanos1 paralogs displayed different expression patterns. Transcripts of nanos1A were 

found in all testicular regions except zone D by real-time PCR. This result was confirmed by in situ 

hybridization with a germinal localization of mRNAs. By immunohistochemistry, Nanos1A protein 

showed a cytoplasmic distribution in germ cells at all stages. Human and rodents also present a large 

distribution of NANOS1 protein in germ cell cytoplasm (Jaruzelska et al., 2003) and in nuage structures 

like the chromatoid body (Ginter-Matuszewska et al., 2011). NANOS1 was also strongly detected in 

residual bodies of spermatids in rat (Yokota and Onohara, 2013). This could explain the diffuse signal 

obtained in cysts containing elongated spermatids and during the spermiation process associated to 

the progressive degeneration of Sertoli cells in the dogfish (Stanley, 1966c). Concerning its potential 

function, mutations of nanos1 in human induced a Sertoli-cell-only syndrome resulting from a 

complete lack of germline cells in the seminiferous tubules (Kusz-Zamelczyk et al., 2013). This 

observation supports an important role of this gene in germ cell lineage maintenance. In contrast to 

the large distribution of nanos1A in testis, dogfish nanos1B was expressed in the germinative zone and 

in zone A- containing cysts with spermatogonia but rapidly decreased at later stages of 

spermatogenesis. In accordance with this RT-PCR result, this transcript was strongly detected from the 
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potential SSCs to differentiated spermatogonia, but was almost undetectable in spermatocytes and 

was not detected in cysts of spermatids. The different expression patterns of nanos1 genes in testis 

could be due to different epigenetic regulations, or to an evolution of the promoter region of nanos1 

gene correlated with different regulatory transcription factors. The stability of the transcripts can also 

be differentially regulated, for example through specific miRNA. Few descriptions of Nanos1 are 

available in Actinopterygii. In the primitive chondrostean fish, Acipenser sinensis, Nanos1 was shown 

to be expressed in germ cell cytoplasm in 4.5 year-old individuals but was not assessed in adult 

sturgeons (Ye et al., 2012). Surprisingly, the teleostean fish medaka presented an expression of 

nanos1(B)a in somatic cells enclosing spermatocytes and spermatids and no expression of nanos1(B)b 

was observed in testis (Aoki et al., 2009). More studies on its expression and function in the testes of 

Actinopterygii are needed to understand the evolution of the nanos1 paralogs in Vertebrates. 

 

In dogfish ovary, nanos1A and nanos1B transcripts and proteins were both detected in oocytes in 

primordial follicles. This expression progressively decreased during oocyte growth in previtellogenic 

oocytes and was no more detectable in vitellogenic oocytes. Granulosa cells and outer theca cells 

surrounding vitellogenic oocytes expressed nanos1 paralogs contrary to follicular cells at earlier stages. 

Nanos1 proteins were detected in the cytoplasm but also in the nucleus of primary oocytes, particularly 

strongly at previtellogenic stage. Contrasting results were reported concerning nanos1 expression in 

the ovary depending on the species. Nanos1 was not detected in ovary in human (Jaruzelska et al., 

2003) like nanos1b in medaka (Aoki et al., 2009). Oocytes but not follicular cells were shown to present 

Nanos1 expression in juvenile sturgeon (Ye et al., 2012), in mouse (by LacZ reporter system under 

Nanos1 promoter region (Haraguchi et al., 2003)), and in Xenopus. More precisely, Nanos1 mRNA 

(Xcat2) was concentrated in germ plasm components of early staged oocytes in frog without 

translation before fertilization (Kloc et al., 1996; Zhou and King, 1996; Macarthur et al., 1999). In 

contrast, nanos1a was localized in somatic cells surrounding oocytes in female medaka at 10 days post-

hatching but was undetectable in adult ovary (Aoki et al., 2009). Interestingly, Vasa, another maternal 
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factor specifically expressed in germ cells, was described in germline cells but also in somatic cells in 

the ovary of adult drosophila and lizard. This protein was indeed localised in the nurse cells throughout 

early stages of oogenesis in drosophila (Lasko and Ashburner, 1990). In the lizard, Vasa protein was 

detected in intermediate and pyriform follicular cells surrounding the oocyte in immature follicles 

(Maurizii et al., 2009). In both species, Vasa protein is transferred to the oocyte cytoplasm at later 

stages of oogenesis. In summary, no consensual expression pattern could be determined for nanos1 

in the ovary of Vertebrates but both the oocyte and follicular cell expressions found in dogfish were 

already reported in other species and we cannot exclude the transfer of proteins between somatic and 

germinal cells as it was described for Vasa protein. 

 

Nanos1B was detected in the nucleus of potential SSCs and co-localized with chromosomes during 

mitosis of spermatogonia and meiosis of primary spermatocytes in dogfish testis and in the nucleus of 

early primary oocytes in ovary. A co-localization of a Nanos protein with chromosomes during mitosis 

and meiosis has been previously reported in adult human germ cells for NANOS3 but not for NANOS1 

(Julaton and Pera, 2011). NANOS3 protein showed the highest expression in the nucleus of oocytes in 

primordial follicles and in oocyte cytoplasm until antral follicles in human ovary and was detected in 

the nucleus of male germ cells and co-localized with chromosomes during cellular division in testis. In 

addition, during foetal life, NANOS1 was detected in gonocyte nuclei while during post-natal life, it was 

distributed in nucleus and in perinuclear cytoplasm in human and marmoset gonocytes (Mitchell et al., 

2008). This raises the question of the evolution of the functions of these proteins and their potential 

role during mitosis/meiosis. 

 

Nanos was shown to play a crucial role in the maintenance of germline stem cells, through the 

suppression of meiosis in fly (Kobayashi et al., 1996), nematode (Subramaniam and Seydoux, 1999), 

mice (Tsuda et al., 2003) and zebrafish (Beer and Draper, 2013b). More precisely, the conserved 

carboxy terminal region of this RNA- i di g p otei  i ds the  u t a slated egio  of ‘NAs to 
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repress their translation (Curtis et al., 1997), in association with other proteins such as Pumilio (for 

review,(Lai and King, 2013)). However, in Vertebrates, the different paralogs of nanos play distinct 

roles in germ cell fate but also functional redundancy. For instance, Nanos3-null female are infertile 

but Nanos2 expression in these females rescues their defects (Suzuki et al., 2007). Our study supports 

a role of Nanos1A and Nanos1B in dogfish male and female germ cells. Although their expression 

patterns were similar in the ovary, they showed a partial overlapping distribution in the testis, 

suggesting a possible redundancy but also most probably distinct roles for these two Nanos1 paralogs. 

 

To conclude, this study sheds light on the origin and the evolutionary history of two distinct nanos1 

paralogs in Vertebrates. Our observations revealed a hidden paralogy resulting from an ancient 

duplication of the nanos1 gene at the basis of Vertebrates and different gene copies losses between 

Tetrapods and Teleosts. Both gene copies showed different evolutionary scenarios since, in contrast 

to nanos1A, nanos1B was maintained and duplicated in the Teleosts and the amino acids sequence 

was highly conserved for hundred million years in fish species only. In dogfish, a basal Gnathostome, 

we demonstrated that nanos1A and nanos1B showed different expression patterns in gonads 

consistent with possible distinct roles in germ cell fate regulation. However, further investigations will 

be required to understand the biological significance of the coexistence of four nanos paralogs 

(nanos1A, nanos1B, nanos2, nanos3) in basal Vertebrates. 

 

Materials and methods 

Phylogenetic and synteny analyses 

Nanos sequences were selected using the TBLASTN algorithm and mouse NANOS protein sequences 

as queries to identify homologous sequences in ESTs, mRNAs and genome databases deposited at the 

NCBI or EMBL institutes. Dogfish nanos1 transcripts were found in a library built from embryos, 

juveniles and adult tissues (Redon et al., 2010; Quan et al., 2013) and in dogfish gonadal transcripts 

libraries generated by Illumina (Phylofish ANR funded project coordinated by J. Bobe and Y. Guiguen, 
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Fish Physiology and Genomics unit, Rennes, France). In addition, dogfish nanos genes were identified 

and localized in dogfish genome (GenoShark project). Dogfish nanos sequences were submitted to 

Genbank. Sequences accession numbers are detailed in Supplementary Table S5. Nanos protein 

sequences were aligned using BioEdit ClustalW multiple alignment editor software version 7.1.3.0 

(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) and phylogenetic trees were built using the 

Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) software version 7.0 (Kumar et al., 2016). Trees were 

constructed using the Neighbour-Joining method and the reliability of the inferred trees was assessed 

using the bootstrap procedure with 1000 replications. 

Nanos1 protein sequences representative for Sarcopterygii (coelacanth, chicken and human), 

Actinopterygii (spotted gar, arowana and salmon) and Chondrichthyes (dogfish and chimera) were 

aligned using BioEdit software. Conserved Cys-Cys-His-Cys zinc finger motifs, essential for Nanos 

function, were annotated (Curtis et al., 1997). 

The nanos genes were mapped on the genome of different vertebrate species using NCBI or Ensembl 

genome browsers. Neighbouring genes that were not annotated were determined using the amino 

acid sequence of heterologous counterparts as query sequence. The annotation of the newly detected 

genes was validated using reciprocal blast queries. 

 

Animals 

Adult male and female dogfish Scyliorhinus.canicula were captured from the English Channel using the 

facilities of the Lycée Maritime et Aquacole (Cherbourg, France). The aquarium La Cité de la Mer 

(Cherbourg) first stored them in natural seawater tanks waiting their transfer to the Centre de 

Recherches en Environnement Côtier (CREC, Luc sur Mer, France). The CREC facilities were approved 

by the direction of the Council Department of populations care (Direction départementale de la 

protection des populations du Calvados, préfecture du Calvados) under number A14384001. No 

http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html
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specific permits were required for these field studies and procedures were performed according to the 

European directive 2010/63/UE for care and use of animals. The dogfish S. canicula is not an 

endangered or protected species according to the International Union for Conservation of Nature. 

Sharks were allowed to acclimate for at least 2 weeks before tissue sampling and were euthanized by 

percussive blow to the head followed by sectioning of the spinal cord and pithing (except when brain 

was collected). All efforts were made to minimize suffering. The personnel were trained and qualified 

for animal experimentation. Testes were sampled and transferred directly into Gautron buffer (Loir 

and Sourdaine, 1994b) complemented by 58 mM trimethylamine-N-oxide (TMAO) and cut 

transversally into 2-mm slices fresh testicular sections. These sections were then dissected under a 

stereomicroscope into five zones (A0, A-, B, C, and D) based on their transillumination appearance as 

described previously (Loir and Sourdaine, 1994b). All tissues were frozen in liquid nitrogen for RNA 

extraction or fixed 24h by 4% paraformaldehyde (w/v in PBS) for immunohistochemistry and in situ 

hybridization. 

 

RNA extraction and purification 

In RNase-free conditions, each frozen sample was grounded in 1ml TRI-Reagent® by Ultra-Turrax® 

(IKA®T10 basic, “taufe , Ge a . Total ‘NA as e t a ted  o ple e tatio  of  μl 

hlo ofo , ho oge ized a d e t ifuged fo    i  at  °C at    rpm. Aqueous phases were 

t a sfe ed i to e  tu es ith  μl isopropanol (1:1, v/v), centrifuged, and pellets were rinsed 

twice with 75% ethanol and 100% ethanol (v/v) and air-dried at RT. Total RNAs were re-suspended in 

DEPC-treated water and quantified with a Nanodrop 2000 spectrophotometer (Thermo Scientific, Les 

Ulis Courtaboeuf, France). 

 

Reverse Transcription (RT) 

To p e e t a  DNA o ta i atio , .  μg of total ‘NA as t eated ith  U ‘Q  DNase P o ega, 

Madiso , U“A  i  a  μl volume and incubated for 30min at 37°C. To stop the enzyme reaction 1µl of 
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Stop solution was added followed by 10min heating at 65°C. One µg random hexamers was added and 

total ‘NA as de atu ed fo    i  at  °C. The ‘T as i ediatel  a ied out fo   h at  °C ith 

 M dNTP,  U ‘Nasi ,  U M-MLV-RT in 1x M-MLV ‘T uffe  P o ega  i  a  μl final volume. 

 

Real-time PCR 

Real-time PCR was performed on an iCycler iQ apparatus (Bio-Rad, Hercules, USA) in duplicate and 

repeated using cDNA from three different animals for male and female. Panels of tissues included gills, 

brain, liver, muscle, fin, heart, spleen, epigonal tissue and eye. It was completed with shell gland, 

immature ovaries (containing previtellogenic oocytes) from sub-adult females and mature ovaries 

(containing also vitellogenic oocytes) from adult females, and epididymis and the testicular A0 zone, 

corresponding to the germinative area, in males. In addition, cDNA from four animals were used to 

compare mRNAs expression in the five testicular zones (A0, A-, B, C and D). RT-PCR primers were 

designed on Nanos1a and Nanos1b divergent parts of the nucleic sequence (Supplementary Table S6). 

Real-time PCR mix is composed 0.3 µM of each primer and 1x GoTaq® qPCR Master mix (Promega) in 

u lease f ee ate . I  ea h ell,  μl of 1:20 (for mRNA expression) and 1:2000 (for 5S rRNA 

normalization) diluted cDNA was added to the 20µl of qPCR mix. The PCR cycle parameters were as 

follo ed: ×  °C, i ; ×[  °C,  s  a d  °C,  s ]; a d × + .  °C,  s . ‘esults e e 

established with the iCycler Software (IQTH 3.1 Bio-Rad). For each plate, efficiency of PCR was assessed 

using appropriate dilution series, and single amplicon formation was confirmed on melting curves or 

validated by electrophoresis migration. The relative expression levels of nanos1A and nanos1B were 

normalized with the 5S rRNA (Redon et al., 2010). Significant statistical groups (a, b, c, and d) were 

created using confidence intervals, each different group differed with a p-value inferior to 0.05%, and 

relative expression results were shown by mean± standard deviation (SD). 

 

In situ Hybridization (ISH) 
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Dig-conjugated riboprobes were synthesized from cDNA clones constructed in the pSPORT1 vector. 

Complementary DNAs were amplified through a standard PCR procedure with M13 forward and 

reverse primers (Supplementary Table S6). In vitro transcription was carried out on 1μg purified PCR 

product using the DIG RNA labelling kit and in accordance to the manufacturer instructions (Roche, 

Mannheim, Germany). Riboprobes were purified by precipitation, ethanol washed and quantified 

using a Nanodrop 2000 spectrophotometer (Thermo Scientific, Washington, Delaware USA). The 

cDNA clones were built using the Superscript plasmid system with Gateway technology (Invitrogen), 

so that T7 and Sp6 enzymes produced respectively antisense and sense riboprobes. 

Testi ula  oss se tio s, .   -thick, and ovary samples were fixed in ice-cold 4% paraformaldehyde 

/  i  PB“  fo   h a d p og essi el  deh d ated i  a se ies of PB“/etha ol solutio s. Testis sa ples 

were incubated in butanol o e ight a d e edded i  pa affi  to e sto ed at °C efo e use. Fi e μm-

thick cross sections were cut with a microtome and mounted on Superfrost slides. Sections were 

deparaffinized by two bathes of Roti®-Histol, and rehydrated with ethanol bathes at decreasing 

concentrations (100%, 96% and 70% in DEPC water) and one PBS bath. Sections were then fixed in 4% 

PFA fo  i , i sed i  PB“ a d pe ea ilized ith  μg/ml proteinase K (Roche, Mannheim, 

Ge a  i  .  M T is a d .  M EDTA, pH . Afte  t o PBS washes, sections were refixed in 4% PFA 

for 10min and washed with PBS. Sections were put in NaCl 150mM for 5min and then incubated for 1h 

in prehybridization mix (deionised formamide 50% (v/v), 2X SSC, 5mM EDTA pH8, 0.1% Tween 20, 1X 

De ha dt s solution, 169 µM heparin, 0.1% CHAPS, 50 µg/ml tRNA) at 65°C in a humid chamber. 

Hybridization was performed overnight in prehybridization mix containing 4ng/µl riboprobes. Sections 

were rinsed in SSC 1X and SSC 1.5X for 10min at 65°C and incubated in SSC 2X for 20min twice at 37°C. 

RNase A treatment (0.2µg/ml in SSC 2X) was then performed for 30min at 37°C followed by one bath 

of SSC 2X at RT and 2 bathes of 30min in SSC 0.2X at 57°C. Sections were then incubated in 1x MABT 

.  M alei  a id,   M NaCl, a d .1% Tween 20 in DEPC-treated water, pH 7.5) for 15min twice 

and in a blocking solution (5% decomplemented sheep serum in 1x MABT) for 3h at RT. 

Immunodetection was performed with an anti-DIG antibody coupled with alkaline phosphatase 



 

96 

 

(1:2000 dilution, Roche, Mannheim, Germany) in blocking solution overnight at 4°C. Several MABT 1X 

washes from 5 to 30min were performed and pre-revelation treatment was done by 2X 15min NTMT 

solutio    M NaCl,   M T is, pH . ,   M MgCl2, and 0.1% Tween 20 in DEPC-treated water). 

Finally, staining was revealed by the addition of 61 µM NBT/57 µM BCIP (Roche, Mannheim, Germany) 

in NTMT solution until staining could be visually detected. Sections were mounted with Vectashield 

mounting medium. Images were acquired using a Nikon eclipse 80i microscope equipped with Nikon 

NIS-Elements D 3.0 Software (Nikon Instruments, Japan). Testicular sections were described according 

previously determined cysts stages (Loir et al., 1995). Ovary sections were characterised based on 

histological studies in rays (Prisco et al., 2003; Wehitt et al., 2015). 

 

Immunohistochemistry 

Dogfish testis and ovaries cross sections were cut from paraffin blocks and placed on polysine-coated 

slides. These 3-µm sections were deparaffinized in Roti®-Histol baths and rehydrated by a series of 

ethanol dilutions. Antigen unmasking was performed by a microwaves heating followed by a cooling 

for 1 h at room temperature (RT). Endogenous peroxidase activity was blocked by a bath of 30 min in 

3% hydrogen peroxide /PBS, and the saturation of unspecific sites was performed by a 30 min 

incubation in 1% BSA (w/v) /triton 0.1% (v/v) /phosphate-buffered saline (PBS). Heterologous primary 

antibodies were used; a rabbit polyclonal primary antibody (1:50 dilution, sc-366152, Santa Cruz 

Biotechnology) produced against the conserved C-terminal sequence (amino-acids 205-250) of human 

Nanos1, closer to dogfish Nanos1A. The second rabbit polyclonal antibody used (1:50 dilution, 

ab174139, Abcam) was directed against the internal sequence (amino-acids 57-85) of human Nanos2, 

a peptide closer to Nanos1B as determined by blast against dogfish cDNA banks. Both were diluted in 

blocking solution and incubated overnight at 4°C. Sections were rinsed and incubated for 2h at RT with 

the secondary swine polyclonal antibody anti-rabbit immunoglobulins conjugated to HRP (1:200 

dilution, PO399, Dako, Glostrup, Denmark). The revelation was performed by diaminobenzidine (DAB). 

After washes and counterstaining for 1 min in hematoxylin, sections were dehydrated and mounted in 
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Roti-Histokit medium. Images were made using a Nikon Eclipse 80i microscope equipped with NIS-

Elements D 3.0 software (Nikon Instruments, Japan). 

 

Western Blot 

Proteins were extracted from male dogfish brain. Fresh tissue was homogenized on ice using conical 

pestles in 1 ml of lysis buffer (20 mM HEPES, pH 7.5; 1 mM EDTA; 0.5 mM DTT) and anti-protease 

mixture (1 mM AEBSF, 10µM E64). Sample was sonicated three times for 5 s each with a pause of 30 s 

et ee  ea h pulse a d the  e t ifuged fo   i  at    rpm at 4°C. Proteins (100 μg) from the 

supernatant were separated in 15% SDS PAGE gel and transferred to polyvinylidene difluoride 

membranes. After a blocking step of 1 h in PBS/3% BSA at room temperature, membranes were 

incubated overnight in the previously used primary antibodies diluted in blocking buffer (1:200). After 

five washes of 5 min each, membranes were incubated for 1 h 30 min at RT with the secondary swine 

polyclonal anti-rabbit IgG HRP-conjugated antibody (1:1000 dilution, P0399, DAKO). After washes, 

peroxidase reaction was developed with DAB solution (D4293; Sigma). 

 

Data Availability 

All data generated or analysed during this study are included in this published article (and its 

Supplementary Information files). 
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Figure legends 

 

Figure 1: Gene synteny comparisons provide evidences that multiple nanos1 gene duplications and 

losses occurred in vertebrates  

Three nanos1 paralogs and their neighbouring genes showed syntenic genomic locations through 

Vertebrates. In the top panel, genes in the vicinity of a first copy, named nanos1A, were mapped. The 

figure was not drawn to scale. Each gene was represented by a specific coloured box. The name of 

each scaffold or chromosome harbouring the synteny is indicated at the top for each species whereas 

nanos1 gene copy and protein accession numbers are detailed at the bottom. Although the structure 

of the chromosomal fragment was well conserved during the evolution, the nanos1A gene copy is not 

observed in the genome of Teleost fish as symbolized by the dotted boxes. In the bottom panel, the 

genomic environment of the second nanos1 gene copy, termed nanos1B, was similarly represented. 

This different syntenic chromosomal fragment was not found in lamprey suggesting its apparition in 

Gnathostomata. Both nanos1 paralogs (nanos1A and nanos1B) were detected In Chondrichthyes 

(dogfish and whale shark) and in Osteichthyes, respectively at the basis of Sarcopterygii (coelacanth) 

and of Actinopterygii (spotted gar). In contrast, nanos1B gene was not found in elephant shark, 

xenopus, green anole, chicken and human, suggesting its loss in these species. Teleosts showed two 

nanos1B gene copies carried by similar but distinct chromosomal fragments. The two nanos1 paralogs 

in Teleosts were re-named nanos1Ba and nanos1Bb. Note that zebrafish is an atypical fish species 

because its genome does not harbour the nanos1Ba gene copy as indicated by a spotted box. 

 

Figure 2: Hypothetical model of nanos1 gene duplications and copy losses during Vertebrate 

evolution. 

Based on nanos1 syntenies and phylogenetic trees, two rounds of duplication of the ancestral lamprey 

nanos1 gene were observed. At the basis of Vertebrates, the sea lamprey displays only the ancestral 

nanos1A gene copy. The first gene duplication giving rise to the nanos1B paralog may have occurred 
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following the second genome duplication (2R) at the basis of Gnathostomata (box 1B). Chondrichthyan 

species (shark and ray) have kept both gene copies except the Holocephali (chimaera). In Osteichthyes, 

both paralogs were found in basal Sarcopterygii (coelacanth) but nanos1B was lost by Tetrapoda 

(crossed box 1B). Both nanos1A and nanos1B paralogs were found in basal Actinopterygii (spotted gar) 

but nanos1A was lost in Teleostei (crossed box 1A). Coinciding with the third round of whole genome 

duplication (3R), nanos1B gene copy would have undergone a second duplication in a Telelost ancestor 

giving rise to nanos1Ba and nanos1Bb gene copies (box 1Ba/b). The nanos1 paralogs present in the 

different species are summarized on the right. 

 

Figure 3: nanos1A and nanos1B transcripts show distinct tissue distributions in male and female S. 

canicula 

Messenger RNA relative abundances of nanos1A (A-B) and nanos1B (C-D) were quantified in panels of 

tissues in male (A, C) and female (B, D) dogfish by real-time PCR. Data were normalized using 5S rRNA. 

In both sexes, nanos1A showed a preferential expression in brain (A-B) whereas nanos1B showed a 

relatively ubiquitous expression pattern (C-D). Mature ovaries sampled from adult females and 

containing vitellogenic oocytes showed no significant difference of expression levels compared to 

immature ovaries sampled from pre-adult females and containing previtellogenic oocytes only (B, D). 

Statistical analyses were performed using confidence intervals. The different statistical groups are 

represented by a, b and c letters, p-value between different statistical groups inferior to 0.05%. Values 

represent means ± SD of three dogfishes (N=3). 

 

Figure 4: Specific expression patterns of nanos1A and nanos1B in dogfish testicular zones. 

The relative abundance of nanos1A and nanos1B mRNAs in the five testicular zones was measured by 

RT-PCR and normalized with 5S rRNA. Dogfish polarized testis was dissected in five zones from its 

dorsal to its ventral side: ZA0, germinative zone containing SSCs; ZA-, cysts with spermatogonia; ZB, 

meiotic zone; ZC, cysts with round-spermatids; and ZD, cysts with elongated spermatids and zone of 
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cyst resorption. The nanos1A transcript was detected in all zones except in zone D where it was almost 

undetectable. In contrast, nanos1B showed a marked progressive decrease of its expression after the 

germinative zone, ZA0. Statistical analysis was performed using confidence interval. a, b and c 

represent each statistical different group, p-value inferior to 0.05%. Values represent means ± SD of 4 

dogfish in duplicate (N=4). 

 

Figure 5: Different but both germ cell-specific expressions of nanos1A and nanos1B in dogfish 

testis. 

The cellular distribution of nanos1 mRNAs was evaluated by in situ hybridization on dogfish testicular 

sections with antisense digoxigenin-conjugated riboprobes directed against nanos1A (A-F) or nanos1B 

t a s ipts A -F . a a d a  ep esent sense riboprobes ISH for nanos1A and nanos1B respectively. The 

nanos1A transcripts were detected in the potential SSC (filled arrow) and in undifferentiated 

spermatogonia (open arrow) of the zone A0 (B), in the spermatogonia (SPG) of zone A- (C-D) as well as 

in the primary spermatocytes (SPCI) of the zone B (E) and in the round spermatids (rSPT) of the zone C 

(F left panel). No signal was observed in the elongated spermatids (eSPT) of the zone D (F right panel) 

nor in the Sertoli cells (their nuclei are indicated by SN). The nanos1B transcripts were mainly detected 

i  the pote tial ““C filled a o , the u diffe e tiated spe atogo ia ope  a o  of zo e A  B  

and in spermatogonia (SPG) of zone A- C -D . A a ked de ease i  nanos1B expression was observed 

i  the p i a  spe ato tes “PCI  of zo e B E  a d o t a s ipt as p ese t i  the ge  ells of 

zo e C F  left pa el  a d zo e D F  ight pa el . Aspe ifi  la elli g as o se ed i  “e toli ells u lei 

of zone D using nanos1B riboprobes (F  ight pa el . L: lu e  of the st; A, A : o e ie  of zo e A of 

testis. 

 

Figure 6: Different subcellular localizations of Nanos1A and Nanos1B proteins in dogfish testis. 

Immunohistochemistry has been performed on testis paraffin sections to detect Nanos1A (A-F) and 

Na os B A -F . , -dia i o e zidi e DAB  has ee  used fo  the e elatio . A - E  ep ese t the 
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negative control. The Nanos1A protein was detected in potential SSC (A filled arrow) and in 

undifferentiated spermatogonia (open arrow) leaving zone A0 (A). In these cells, Nanos1A localized in 

the cytoplasm (F filled arrowhead) and in the nucleus (F open arrowhead). The protein was also 

detectable during the different stages of spermatogenesis but only in germ cell cytoplasm as observed 

in zone A (B and C) in spermatogonia (SPG), in zone B (D) in spermatocytes (SPC), in zone C (E left panel) 

in round spermatids (rSPT) and finally in zone D (E right panel) in elongated spermatids (eSPT). In 

o t ast, Na os B as e p essed i  pote tial ““Cs filled a o , A , u diffe e tiated spe atogo ia 

ope  a o , A  lea i g the ge i al i he a d a f a tio  of diffe e tiated spe atogo ia B , C  a d 

spe ato tes D  ight panel). No expression was detected in zones C (E left panel) and D (E right 

panel). Specific nucleus expression was noticed in some potential SSCs (F' open arrowhead) and a 

specific DNA labelling was detected in spermatogonia and spermatocytes in divisio  A -D . The 

specificity of the antibodies used was validated by Western- lot a al sis G, G . Male ai  p otei  

extract was used as nanos1 expression was the highest in this tissue. Proteins migrated in 15% SDS 

PAGE gels to separate low molecular weights since Nanos2 and Nanos3 theoretical molecular weights 

were estimated at 17.4 and 22.8 kDa respectively. Single bands were detected around the expected 

molecular weights, respectively 27.1 and 25 kDa for Nanos1A and Nanos1B. 

 

Figure 7: Similar distribution of nanos1A and nanos1B transcripts in germ cells and in follicular cells 

in dogfish ovary. 

The localization of nanos1 mRNAs was determined in ovaries by in situ hybridization using antisense 

digoxigenin-conjugated riboprobes directed against nanos1A (A-D) or nanos1B t a s ipts A -D . E 

a d E  ep ese t esults o tai ed ith se se i op o es fo  nanos1A and nanos1B respectively. The 

nanos1A transcripts were detected in primary oocyte of primordial follicles (around 100 µm in Ø 

illustrated in A). This labelling progressively decreased during oocyte growth until being undetectable 

in previtellogenic follicles (around 300 µm in Ø illustrated in B). The mRNAs were also detected in the 

granulosa cells (GC) and the outer theca cells (oTC) of early (C) and the more advanced (D) vitellogenic 
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follicles (around 500 µm and >2 mm in Ø respectively). The same expression profile was detected for 

nanos1B ith a  e p essio  i  p i a  oo te of p i o dial folli les A , i  g a ulosa GC  a d oute  

theca cells (oTC) of early (C) and more advanced (D) vitellogenic follicles. I  p e itelloge i  folli le B , 

nanos1B was still detectable in oocyte cytoplasm. b: blood cells, BL: basal lamina, GC: granulosa cells, 

N: nucleus, n: nucleolus, Oo: primary oocyte, TC: theca cells, iTC: inner theca cells, oTC: outer theca 

cells, Y: yolk, ZP: zona pellucida. 

 

Figure 8: Nanos1A and Nanos1B proteins share a similar expression profile in dogfish ovary. 

Immunohistochemistry has been performed on dogfish ovaries paraffin sections to detect Nanos1A 

(A-D, higher magnification in a-d) and Nanos1B (A'-D', higher magnification in a'-d' . , -

dia i o e zidi e DAB  as used fo  the e elatio . E a d E  illust ate the negative control. The 

Nanos1A protein was detected in primary oocytes from primordial follicles (around 100 µm in 

diameter, A, a) to early vitellogenic follicles (around 500 µm in Ø, C, c) in the cytoplasmic and nuclear 

(N) compartments. Staining in oocytes became progressively undetectable whereas it appeared in 

granulosa (GC) and outer theca cells (oTC) of early (C, c) and more advanced vitellogenic follicles (>2 

mm in Ø, D, d). Similarly, Nanos1B was detected in oocytes of primordial follicles (A', a'). In 

previtellogenic follicle (B', b'), Nanos1B presented a major expression in oocyte nucleus (N). Finally, 

Nanos1B was observed in granulosa cells (GC) and outer theca cells (oTC) in vitellogenic follicles (C', c' 

and D', d'). BL: basal lamina, GC: granulosa cells, iTC: inner theca cells, N: nucleus, Oo: primary oocyte, 

oTC: outer theca cells, ZP: zona pellucida. 

 

Supplementary Figure S1: Genomic location of nanos2 gene in Vertebrate species. 

The nanos2 orthologs and their neighbouring genes, illustrated in specific coloured boxes, were 

mapped. Vertebrate representative species were chosen among Agnatha, Chondrichthyes and 

Osteichthyes. The figure was not drawn to scale. The name of each scaffold or chromosome harbouring 

the synteny is indicated at the top for each species whereas gene and protein accession numbers are 
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detailed at the bottom. Concerning dogfish, whale shark, elephant shark and xenopus tropicalis, 

nanos2 was localized on a too short chromosomic fragment to identify neighbouring genes. Gene 

synteny was well conserved between human, coelacanth and spotted gar but only sympk gene was 

found in the vicinity of nanos2 in zebrafish. Note that the synteny appears disrupted in stickleback. 

 

Supplementary Figure S2: Syntenic genomic location of nanos3 gene in Gnathostomes. 

The nanos3 orthologs and their neighbouring genes, illustrated in coloured boxes, were mapped. 

Vertebrate representative species were chosen among Agnatha, Chondrichthyes and Osteichthyes. 

The figure was not drawn to scale. The name of each scaffold or chromosome harbouring the synteny 

is indicated at the top for each species whereas gene and protein accession numbers are detailed at 

the bottom. Gene synteny was well conserved from Chondrichthyes (whale shark and elephant shark) 

to Osteichthyes both in Sarcopterygii (coelacanth, xenopus, turtle and human) and Actinopterygii 

(spotted gar, zebrafish and stickleback). In dogfish, nanos3 was localized in a too short chromosomic 

fragment to identify neighbouring genes. 

 

Supplementary Figure S3: Phylogenetic trees illustrating the evolutionary relationship between the 

Nanos sequences. 

Nanos protein sequences were aligned using BioEdit ClustalW multiple alignment editor and 

phylogenetic trees were built using the Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) software 

version 7.0. Trees were constructed using the Neighbour-Joining method and the reliability of the 

inferred trees was assessed using the bootstrap procedure with 1000 replications. The scale bar 

indicates the number of expected amino acid substitutions per site per unit of branch length. For each 

species and each Nanos paralogous protein, sequence accession numbers were listed in 

Supplementary Table S5. The phylogenetic tree was rooted using the drosophila Nanos sequence (A). 

Sequences corresponding to Nanos2 and Nanos3 in different species have been compressed to focus 

the study on Nanos1 sequences. Chondrichthyan and osteichthyan Nanos1 sequences segregate 
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together but two distinct Nanos1A and Nanos1B clusters (shaded boxes) are observed. Due to their 

high inter-species conservation, Nanos1B sequences of Osteichthyes were compressed in this global 

tree. Another secondary phylogenetic tree was built to investigate further the nanos1B gene 

duplication in Teleosts (B). This tree was rooted using the Nanos1B protein sequence of a 

Lepisosteiforme, the spotted gar, an out-group species to Teleosts which did not undergo the Teleost 

specific third whole genome duplication (termed 3R). Nanos1Ba and Nanos1Bb sequences segregate 

together inside different clades: Acanthopterygians, Cypriniformes, Salmoniformes and 

Osteoglossiformes respectively (shaded boxes) suggesting that nanos1Ba and nanos1Ba are ohnologs 

resulting from the nanos1B duplication. Note that no zebrafish nanos1Bb gene was identified from 

transcript (mRNA, EST, RNAseq) or genome libraries. 

 

Supplementary Figure S4: Amino acid alignment of Nanos1 sequences reveals a higher conservation 

of Nanos1B sequences compared to Nanos1A. 

Nanos1 complete protein sequences of representative vertebrate species were aligned using BioEdit 

ClustalW multiple alignment editor. Identical and similar residues are shaded in black and grey 

respectively following a 40% threshold. Nanos1A and Nanos1B are both detectable in chondrichthyan 

species such as dogfish and osteichthyan species such as coelacanth and spotted gar whereas the 

second duplicated gene copy (Nanos1Ba/b) is restricted to teleostean fish such as arowana and 

salmon, which have lost Nanos1A. The accession numbers of the selected proteins are detailed in 

Supplementary Table S5. The two Nanos specific CCHC zinc finger motifs are indicated at the carboxy 

terminal end of Nanos1A and Nanos1B proteins (black asterisks, zinc finger motif 1; grey asterisks, zinc 

finger motif 2). Nanos1B proteins show a higher conservation compared to Nanos1A proteins. For 

example, coelacanth Nanos1A presents only a mean of 7% identity and 16% similarity with the other 

selected Nanos1A whereas Nanos1B presents respectively 34% identity and 43% similarity with the 

other selected Nanos1B sequences. 
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Supplementary Table S6: Nucleotide sequences of the primer sets used for real-time quantitative 

PCR and riboprobes synthesis. 

Primer sequences and PCR product sizes are indicated for each gene. A cDNA library previously 

established 21 was used with M13Fwd/Rev primers to produce riboprobes for in situ hybridization. 
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Characterization of potential spermatogonial stem cells and 

development of their transplantation in the little spotted dogfish 

Scyliorhinus canicula. 
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Dans un o te te où de plus e  plus d esp es so t e  oie de dispa itio , la ise e  

pla e de pla s de sau ega de d esp es e a es est cruciale. La classe des Chondrichtyens, 

qui regroupe les requins, les raies et les chimères, est fortement impactée avec un quart de 

sa populatio  e  da ge  d e ti tio  d ap s l UICN. O , des tudes e es su  les ellules 

souches spermatogoniales (SSC) chez des poissons téléostéens ont montré leur intérêt 

pote tiel da s la p se atio  d esp es. E  effet, la t a spla tatio  de SSCs dans des 

individus receveurs permet de générer des gamètes possédant le patrimoine génétique de 

l esp e do euse. “elo  le se e du e e eu , les ““Cs t a spla t es g e t des ga tes 

mâles ou femelles. De plus, Okutsu et al. ont également montré que la transplantation 

interspécifique de SSCs de truite chez le saumon permettait également de générer ces deux 

t pes de ga tes ai si u u e des e da e F  issue du do eu . E fi , la 

ot a spla tatio  a t  e e su  des esp es e  da ge  et s a e p o etteuse pou  la 

p se atio  d esp es (Lee and Yoshizaki, 2016). Chez les requins, des SSCs potentielles ont 

été préalablement identifiées dans le testicule de petite roussette par des approches 

morphologiques et moléculaires (Loppion et al., 2008; Bosseboeuf et al., 2014a). Ces cellules 

ont été isolées puis maintenues en culture pendant plusieurs mois dans un milieu spécifique 

supplémenté en GDNF. Ce ai tie  à lo g te e e  ultu e a o fo t  l h poth se ue les 

cellules cultivées étaient des cellules souches (Gautier et al., en 2014). 

 

L o je tif de ette tude tait d u e pa t, de ieu  a a t ise  les ““Cs pote tielles 

de petite oussette au i eau ol ulai e, ota e t e  e ui o e e l e p essio  de 

fa teu s de plu ipote e. D aut e pa t, il s agissait de ett e au poi t u  p otocole de 

transplantation pour la première fois chez une espèce de Chondrichtyen afin de valider le 

caractère souche des SSCs potentielles cultivées. Ainsi, deux nouveaux marqueurs de SSCs ont 

été caractérisés chez cette espèce par immunohistochimie sur coupes testi ulai es, l a tig e 

de surface SSEA4 et le facteur de transcription Sox2. SSEA4 a une expression limitée aux 

spermatogonies de la niche et des premiers cystes, comme Sox2, mais ce dernier maintient 

son expression à un niveau plus faible dans les spermatogonies en différenciation. Au 

contraire, le facteur régulateur de la transcription ID4, décrit comme marqueur des SSCs chez 

la souris (Oatley et al., , a p se t  u  p ofil d e p essio  t s la ge da s la lig e 

germinale mâle chez la petite roussette. Par la suite, une caractérisation des SSCs a été menée 
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in vitro afin de déterminer si après une semaine de culture, ces cellules gardaient leur 

caractère souche en exprimant des marqueurs de pluripotence. Par double marquage en 

immunocytochimie, il a été montré que les cellules cultivées exprimaient des facteurs de 

plu ipote e o e Pou  ou ““EA , ais aussi d aut es a ueu s a a t isti ues des 

cellules souches spermatogoniales (GFRα1, c-Kit, Na os . E fi , l ta lisse e t d u  

protocole de transplantation de SSCs chez la petite roussette a nécessité un remaniement 

important des protocoles disponibles du fait des différences morphologiques et cellulaires 

entre les poissons téléostéens et les Chondrichtyens. Les limites rencontrées et les avancées 

dans la mise au point de ce protocole chez la petite roussette sont détaillées dans ce chapitre. 

Le succès de la transplantation de SSCs chez la petite roussette est un challenge à relever pour 

valider le caractère souche des spermatogonies cultivées, mais aussi pour ouvrir de nouvelles 

pe spe ti es e  te e de p se atio  d esp es. 
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Abstract 

While more and more species are considered endangered, the establishment of safeguarding plans are 

crucial. The Chondrichthyes, cartilaginous fish comprising rays, skates, sharks and chimaeras are highly 

affected as about a quarter of them are currently threatened. Recently, numerous studies highlighted 

the possible contribution of Spermatogonial Stem Cells (SSCs) transplantation to preserve endangered 

fish species. In recent studies performed on the little shark Scyliorhinus canicula, potential SSCs (pSSCs) 

have been identified based on morphological and molecular criteria and on their long term 

maintenance in culture. This work followed on this characterization and aimed to evaluate in situ and 

in vitro expression of pSSCs pluripotency markers, and to establish a protocol of SSC transplantation in 

dogfish. First, the cell surface glycosphingolipid Stage Specific Embryonic Antigen 4, SSEA4, and the 

transcription factor Sox2 were identified as two new markers of pSSCs in this species. These markers 

were still expressed in pSSCs in culture. Finally, several key steps of the SSC transplantation protocol 

have been optimized. The progress and limits that have been encountered were discussed. The 

establishment for the first time of a transplantation protocol for this species will open up new 

perspectives in the safeguarding of chondrichthyan species. 
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Introduction 

Spermatogonial stem cells (SSCs) are at the origin of spermatogenesis. They maintain male 

gametogenesis by self-renewal and generation of spermatogonia committed to differentiation, 

allowing the fertility of males during their life. Morphological characterizations by photonic and 

transmission electron microscopy observations in different species revealed that SSCs are round large 

cells, in relative to other testicular cells, with a large nucleus composed of mottled chromatin (Chiarini-

Garcia and Russell, 2002; Leal et al., 2009). SSCs molecular markers were next identified such as 

Nanos2, which is expressed in a subpopulation of undifferentiated spermatogonia in trout (Bellaiche 

et al., 2014), and works as an intrinsic factor to maintain SSCs population during spermatogenesis in 

mice (Saga, 2010). The pluripotency marker Oct4/Pou5f1 is implicated in SSCs self-renewal in mice and 

is also expressed in fish, for example in medaka SSCs (Pou2) (Froschauer et al., 2013). In mice, it has 

been shown that GDNF (Glial cell line-Derived Neurotrophic Factor) promotes self-renewal of SSCs by 

binding G‘Fα  receptor and RET co-receptor activation (He et al., 2007). In fact, GFRα1 appears as an 

highly conserved SSCs molecular marker in Vertebrates, including fishes (Santos Nassif Lacerda et al., 

2013). Finally, as stem cells, SSCs are characterized by possible long term in vitro maintenance when 

cultivated in an appropriate medium (Kanatsu-Shinohara et al., 2011). 

In 1994, Brinster and Avarbock developed spermatogonial stem cells transplantation in mouse, a 

reproductive functional test to confirm SSC stemness. This technique consists in injecting potential 

SSCs in a recipient having few or no germ cells, the injected SSCs then colonize the recipient 

seminiferous tubules and differentiate into mature gametes. The transplantation technique can 

therefore result in the production by the recipient of fertile spermatozoa that carry the donor 

genotype. This technique has been then extended to other species like fishes for aquaculture purposes 

(Lacerda et al., 2013) or for safeguarding of endangered species (Ye et al., 2017) and, therefore, 

enabled major advances in elucidating SSCs identity and mechanisms that regulated the functions of 

these cells. First, transplantation in zebrafish revealed that donor derived spermatogonia transplanted 

in male or female recipients produced sperm and eggs respectively (Nobréga et al., 2010). Moreover, 
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a recent study revealed that spermatogonia derived from whole rainbow trout that has been frozen 

for 1,113 days gave rise to functional eggs and sperm after transplantation opening up a new 

opportunity in the conservation of species (Lee et al., 2015). Among the endangered fish species, the 

class of Chondrichthyes includes 1271 species of skates, rays, sharks and chimaeras, whose only one-

third is considered safe (Dulvy et al., 2014). The characterization of SSCs in these cartilaginous fish 

could therefore be of first importance for their conservation. 

In the little shark Scyliorhinus canicula, spermatogenesis occurs synchronously within cysts in a 

polarized testis. Because of this specific organization, the testis can be subdivided in 5 zones, from the 

dorsal to the ventral part of the testis. These zones correspond to the different stages of 

spermatogenesis. The zone A0 contains the potential SSCs, Apr and Aal spermatogonia associated to 

Sertoli cells in a dense connective tissue. This area runs the dorsal length of the testis and is isolated 

from the rest of the testis by a large testicular blood vessel. Somatic and germinal cells leave this niche 

and proliferate actively to form spermatocysts, which progressively proceed in maturational order 

towards the opposite margin of the gonad. The unit structure of the spermatocyst is the spermatoblast 

which is composed of one germinal clone associated to one Sertoli cell. Both cell types proliferate until 

the cyst reach about 500 spermatoblastes. At this stage, Sertoli cells stop to proliferate and 

undifferentiated spermatogonia have undergone nine divisions from the A single cell, they start to 

differentiate synchronously within the cyst (Bosseboeuf et al., 2014). In dogfish, like in Osteichthyes, 

potential spermatogonial stem cells are large cells surrounded by Sertoli cells, their nucleus has 

mottled chromatin with a nucleolus, and they also present a dense material associated to 

mitochondria, the germinal nuage (Loppion et al., 2008). The genes pou2, gf α  and nanos1B were 

shown to be specifically expressed in undifferentiated spermatogonia with a high expression in pSSC 

(Bosseboeuf et al., 2014, unpublished data). However, PLZF (Promyelocytic leukaemia zinc finger 

protein) which is a SSC marker in mice (Hermann et al., 2010) presented a broad distribution from 

pSSCs to leptotene spermatocytes in S. canicula (Bosseboeuf et al., 2014). Finally, the addition of GDNF 

to potential SSCs culture, allowed their proliferation and their survival in a dose dependent manner 
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(Gautier et al, 2014). By this way, pSSC culture could be maintained for three months suggesting a 

conservation of the GDNF/GRFα1 signaling in chondrichthyes and supporting the hypothesis of their 

stemness potential. 

In this study, we identified by immunohistochemistry two new markers, Sox2 and SSEA4, that were 

specifically expressed in undifferentiated spermatogonia of S. canicula. In order to better characterize 

the dogfish pSSCs maintained in vitro, analysis of these new markers by immunocytolabelling and 

telomerase activity test were performed. Finally, transplantation of dogfish pSSCs was initiated and 

preliminary results concerning the development of key steps are presented like the PKH26 labelling of 

pSSCs, the determination of embryonic stages for microinjection and phenotype analysis, as well as 

the embryo microinjection and maintenance. 

 

Material and methods 

 

Animals 

Adult male and female dogfish Scyliorhinus canicula were captured from the English Channel using the 

facilities of the Lycée Maritime et Aquacole (Cherbourg, France). The aquarium La Cité de la Mer 

(Cherbourg) first stored them in natural seawater tanks waiting their transfer to the Centre de 

Recherches en Environnement Côtier (Luc sur Mer, France). Sharks were allowed to acclimate for at 

least 2 weeks before testes sampling and were euthanized by percussive blow to the head followed by 

sectioning of the spinal cord and pithing. All the procedures were performed according to the 

European directive 2010/63/UE for care and use of animals. The personnel were trained and qualified 

for animal experimentation. Testes were directly transferred into Gautron buffer (Loir and Sourdaine, 

1994a) complemented by 58 mM trimethylamine-N-oxide (TMAO) supplemented by antibiotics 

(0.06µg/ml penicillin, 0.1µg/ml streptomycin, and 100µg/ml amphotericin B). 

 

Immunohistochemistry 
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Dogfish testis cross sections were cut from paraffin blocks and placed on polysine-coated slides. These 

3-µm sections were deparaffinized in Roti®-Histol baths and rehydrated by a series of ethanol dilutions. 

Antigen unmasking was performed by a microwaves heating followed by a cooling for 1 h at room 

temperature (RT). Endogenous peroxidase activity was blocked by a bath of 30 min in 3% hydrogen 

peroxide /PBS, and the saturation of aspecific sites was performed by 30 min incubation in 1% BSA 

(w/v) /triton 0.1% (v/v) /phosphate-buffered saline (PBS). Heterologous primary antibodies were used: 

a mouse monoclonal anti-SSEA4 antibody (1/50 dilution, Abcam, ab16287), a rabbit polyclonal anti-Id4 

antibody (1/100, Abcam, ab86113) and a rabbit polyclonal anti-Sox2 antibody (1/250, Abcam, 

ab97959). They were diluted in blocking solution and incubated overnight at 4°C. Sections were rinsed 

and incubated for 2h at RT with the secondary swine polyclonal antibody anti-rabbit immunoglobulins 

conjugated to HRP (1/200 dilution, PO599, Dako, Glostrup, Denmark) or the goat antibody anti-mouse 

immunoglobulins conjugated to HRP (1/200 dilution, n°31430, Thermo Scientific, Rockford, USA). 

Sections were mounted in moviol medium. Images were made using a Nikon Eclipse 80i microscope 

equipped with NIS-Elements D 3.0 software (Nikon Instruments, Japan). 

 

Potential spermatogonial stem cells primary culture 

Testis dissection began with the removal of the tunica albuginea. Testes were then cut in 2 mm slides 

over their entire length. Each slice was dissected in order to recover only the zone A0, located above 

the dorsal blood vessel, and which contained the potential stem cells. The sample was subsequently 

placed in 3ml Gautron medium containing 0,1% collagenase and 0,05% Dnase1 to initiate the 

dissociation of the cells. The dissociation was continued by mechanical dissociation using an optical 

chisel and then gentle agitation of the cells in 10 ml of dissociation medium was performed for three 

hours at room temperature (RT). Dissociated cells were recovered, rinsed in Gautron and put in 

Gautron medium enriched with serum (1% FBS, 0.5% BSA and 2% decomplemented dogfish serum) 

overnight at 17°C. Cells were collected and filtered on 100µm filter. A differential plating was 

performed in a gelatinated flask overnight at 17°C. The third day, cells were removed from the flask 
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while limiting the recovery of somatic carpet and centrifuged at 300g for 2min. Cells were then cultured 

in Gautron medium complemented with antibiotics and serum (1% FBS, 0.5% BSA, 0.25% 

decomplemented dogfish serum), supplemented with L15 medium (20Mm Hepes, 1% FBS, 0.5% BSA, 

0.25 % decomplemented dogdish serum, 58 mM TMAO, 330 mM Urea, 280 mM NaCl, 4.6 mM 

Dextrose) (v/v : 1/1) and GDNF 10 ng/ml in a gelatinated support (flask, multi well plates,..) for at least 

one week. 

 

Immunocytochemistry 

After one week culture, cells were fixed in PFA 4% in PBS for 15 min at RT. The supernatant was 

removed and cells were rinsed twice in PBS BSA 1% triton 0.05% for 5min at 4°C. Cells were then 

incubated with the primary antibody diluted in PBS BSA 1%, a mouse monoclonal anti-SSEA4 antibody 

(1/50 dilution, Abcam, ab16287), a rabbit polyclonal anti-GF‘α  a ti od  /  dilutio , A a , 

ab84106), a rabbit polyclonal anti-Oct4 antibody (1/200 dilution, Abcam, ab53028), a rabbit polyclonal 

anti-Nanos1(A) antibody (1/50 dilution, sc-366152, Santa Cruz Biotechnology), a rabbit polyclonal anti-

Nanos2 (anti-dogfish Nanos1B) antibody (1/50 dilution, ab174139, Abcam) and a rabbit polyclonal 

anti-c-Kit antibody (1/50 dilution, sc-168, Santa Cruz Biotechnology) for one hour in a humid chamber 

at RT. The preparation was rinsed for 5 min in PBS BSA 1% and then incubated with secondary 

antibodies in PBS BSA 1% for 30 min in a humid chamber at RT. Goat polyclonal anti-rabbit IgG antibody 

conjugated to Alexa Fluor 488 (A-11008, ThermoScientific, Rockford, USA) and goat polyclonal anti-

mouse IgG conjugated to Alexa Fluor 594 (A-21203, ThermoScientific, Rockford, USA) were both 

diluted at 1/200. After washes, sections were mounted in DAPI mounting medium (P36931, 

ThermoFisher Scientific, Villebon sur Yvette, France). Images were acquired using a confocal laser 

scanning microscope (Olympus FV1000) equipped Olympus FluoView 4.2 software. 

 

Telomeric repeat amplification assay by TRAP 
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Cultivated cells were aliquoted in 1 000 000 cells / tubes and centrifuged at 850 rpm for 5min. The 

pellet was rinsed two times in cold PBS and resuspended in 200 µl of cold lysis buffer (0.5% CHABS, 10 

mM Tris-HCl pH7.5, 1 mM MgCl2 , M EGTA,  M β-Mercaptoethanol, 0.1 mM PMSF, 10% Glycérol) 

for 30 min. Cellular suspension was centrifuged for 20 min at 4°C and the supernatant was collected. 

The extract was immediately use for the telomerase extension. Positive control was the MCF7 human 

breast cancer cell line. Negative controls were extracts heated at 95°C for 10 min to inactivate the 

enzyme. Two µl of telomerase extract of each sample were added to the RNA secure solution (20mM 

Tris-HCl pH = 8.3, 1.5 mM MgCl2, 63 mM KCl, 0.005% Tween20, 1 mM EGTA, 0.1 mg/ml BSA, 0.2 mM 

dNTP,  M T“ p i e  -AAT-CCG-TCG-AGC-AGA-GTT-  a d i u ated at 30°C for 60 min in a 

thermocycler. Detection of telomerase activity was performed by TRAP (Telomeric Repeat 

Amplification Protocol). Telomerase product (2.5 µl) was diluted 1:10 in the TRAP solution (1X, Go Taq 

flexi buffer, 1.5mM MgCl, 0.4 µM TS pri e , .  µM ACX p i e  -GCG-CGG-CTT-ACC-CTT-ACC-CTT-

ACC-CTA-ACC- , .  M fo  ea h dNTP, . U Go Ta  DNA pol e ase . The solutio  as heated fo  

2 min at 95°C, a cycle repeated 30 times was composed of 95°C for 30s, 58°C for 30s, 72°C for 30s and 

then one step of 72°C for 5min. Migration of the PCR extract was performed on 12% polyacrylamide 

gel (1mm thick) in the migration buffer (TBE 0.5X). Ten µl of PCR product was supplemented with 2 µl 

of loading dye 6X and deposited in each well. The GeneRuler Ultra Low Range DNA ladder (10150750, 

Fisher Scientist) was used as a reference. Migration was performed during about 1h30 at 150V. The 

revelation was performed by SYBR green 1X in TBE 0.5X for 15min. The gel was rinsed twice in water 

and observed under UV lamp. 

 

Determination of the kinetic of development of dogfish gonads 

The establishment of the gonads was evaluated from embryos at stage 22 to embryo stage 31. Dogfish 

eggs were collected at different times of development based on egg laying date and macroscopic 

observations of the embryos through the shell. Embryos were removed from the egg shell and 

euthanized using prolonged 2-phenoxyethanol bath. Embryos were recovered after separating them 
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from their yolk, photographed and measured. Embryos were staged according previously established 

criteria (Ballard et al. 1993). Eggs were collected for each developmental stage. Embryos were then 

dehydrated in successive ethanol/PBS solutions (25% ethanol, 50 % ethanol, 75 % ethanol and 100% 

ethanol) and included in paraffin. Transversal sections 3µm-thick were performed in series from the 

pectoral fin to the anal fin. Slides were used for Prenant-Gabe coloration and immunohistochemistry 

according to the protocol described above. A rabbit anti-Vasa antibody (1/500 dilution, NBP1-46504, 

Novusbio) was used as primary antibody and a goat anti-rabbit immunoglobulin conjugated to Alexa 

488 fluorochrome (1/200, A-11008, ThermoScientific, Rockford, USA) as secondary antibody. 

 

PKH26 cell culture labelling 

Several adjustments were necessary in order to obtain an optimal PKH26 labeling of the pSSC. After 

dissociation, pSSCs were cultured for one week and labelled with PKH26 as described below. Cells were 

dissociated in calcium magnesium free Gautron EDTA for 10min at RT. Then, they were collected in a 

1.5ml tube, counted and centrifuged for 5min at 300g at 17°C. The pellet was resuspended in 2.10-6 

cells /100µl of Diluent C from the PKH26 Red fluorescent cell linker kit (PKH26GL, Sigma-Aldrich, Saint 

Louis, USA). One hundred µl of a mix (4. 10-6 M PKH26 in Diluent C) was added to the cell solution and 

incubated for 10 min. The reaction was stopped by addition of 100 µl of decomplemented dogfish 

serum. Cells were centrifuged for 10min at 400g and the pellet was rinsed three times with Gautron 

medium supplemented with serum (1% FBS, 0.5% BSA, 0.25% decomplemented dogfish serum). An 

aliquot of the solution was deposed on a slide for microscopic observations. Cells were then observed 

under a Nikon Eclipse 80i microscope equipped with NIS-Elements D 3.0 software (Nikon Instruments, 

Japan). The remaining cells were subsequently seeded in gelatinated BD FalconTM CultureSlides 

(354114, BD biosciences, Erembodegem, Belgium) at 40,000 cells/well and cultured in Gautron 

medium with serum and antibiotics supplemented with L15 medium and GDNF (10ng/ml) for at least 

one week. Labelled cells images were performed using a Nikon Eclipse 80i microscope equipped with 

NIS-Elements D 3.0 software (Nikon Instruments, Japan). In parallel, three wells were used to perform 
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a trypan blue viability test, 50 µl of cell solutions were mixed with 5 µl of trypan blue and the counting 

was performed on Mallassez cells. For the rest of the experiments the pSSC were labeled just after the 

differential plating and seeded in 6-well plates previously gelatinized in place of BD FalconTM 

CultureSlides at 40,000 cells / well. 

 

Transplantation assay 

One week PKH26 labelled cells were used for the transplantation. Cells were dissociated by the 

addition of calcium magnesium free Gautron supplemented with EDTA (3 mM KCl, 280 mM NaCl, 1 

mM Na2HPO4, 4.6 mM dextrose, 20 mM HEPES, 330 mM urea, 58 mM TMAO, 1 mM EDTA) for 10min. 

Cells were then recovered and centrifuged for 2min at 1000g and the pellet was rinsed twice with 

serum enriched Gautron medium. Cells were resuspended in Gautron enriched medium at a 

concentration of 3000 cells/µl. Before the transplantation the cell solution was mixed with methylene 

blue to visualize precisely the injection place. 

Different methods of transplantation were tested. Firstly, the embryos and their yolk were removed 

from their shell and deposited in a watch glass prior to transplantation. Injection was performed in the 

umbilical cord or in the coelomic cavity, located under the dorsal blood vessel of stage 27 embryos 

with a microinjector (Eppe do f™ CellT a ™ Ma ual Mi oi je to , fisher scientific, Illkirch-

Graffenstaden, France) under a binocular loupe (LeycaMz95, Leica Microsystem, Heerbrugg, 

Switzerland). Less than 1µl of cell solution was injected in each embryo. After the transplantation, 

at h glasses o tai i g the e os a d thei  olk e e deposed i  eake s o tai i g .  μ  

filtered sterile seawater under a constant aeration. Due to the fragility of the yolk, embryos died during 

the first week following transplantation. Paraffin was next added in the watch glasses in order to limit 

the tension of the yolk membrane but this measure did not increase the embryo survival. Finally, in 

the third method, a small window was cut in the shell of the egg to reach the embryo. Embryos were 

anesthetized with 2-phenoxyethanol solution (1/100 in sea water) deposited directly on the egg jelly 

and the volume of anesthetic was adjusted in function of the mobility of the embryo (around 100 µl). 
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Less than 1 µl of cell solution was injected with a microinjector in the intraperitoneal cavity of stage 27 

embryos under binocular loupe. Embryos were maintained in their own egg during the transplantation. 

At the end of the manipulation, eggs were rinsed by addition of filtrated sea water on the embryo. The 

window was closed with parafilm and the eggs were put in sterilized seawater and maintained at 15°C 

no more than two weeks. Each two days a monitoring of the fluorescence was performed under 

binocular loupe (Leica) to evaluate the fate of injected cells in the embryo. 

 

Results 

Expression of pluripotency markers in potential spermatogonial stem cells 

Immunohistochemistry was performed on dogfish testis sections using heterologous antibodies anti-

Sox2, SSEA4, and Id4. Sox2 was expressed in the cytoplasm of germ cells, in the spermatogonia of the 

niche (Figure 1A and 1a), its expression progressively decreased in zone A-, in early spermatogonia 

present in cysts in formation (stage II, Figure 1B) and in the first stage of differentiated spermatogonia 

organized in one or two layers in cysts (stage III, Figure 1C). No labelling was observed in zone B 

containing spermatocytes (Figure 1D) and in somatic cells. SSEA4 showed a more restricted expression 

patte  li ited to the u diffe e tiated spe atogo ia lo ated i  the i he Figu e A  a d a , those 

leaving the niche and forming cysts and, at a much lower level, in the undifferentiated spermatogonia 

of cysts in completion located in zone A- Figu e B . ““EA  expression is then lost in differentiated 

spermatogonia a d at late  stages Figu e C  a d D  a d o sig al as dete ted i  so ati  ells. 

Finally, Id4 protein was located in the cytoplasm of all types of germ cells from the potential SSCs 

Figu e A  a d a  to elo gated spe atids positi e spe ato tes a e illust ated i  Figu e D  

and somatic cells showed no expression.  

 

Heterogeneous expression of pluripotency markers in undifferentiated spermatogonia in culture. 

Immunocytochemistry was performed on dogfish primary cultures of the testicular zone A0, after 

enrichment in pSSCs. SSEA4, which had an expression pattern limited to early spermatogonia, was 
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colocalized with fi e ““C a ke s, GF‘α , POU , -Kit, Nanos1A and Nanos1B, after one week of 

culture, when pSSCs formed colonies on a layer of somatic cells. SSEA4 was exclusively detected in 

spermatogonia, which are recognizable by their round shape. Somatic cells, characterized by their 

squamous shape with a very large flattened u leus eakl  la elled ith DAPI, ga e o sig al. GF‘α  

(Figure 2A) and Nanos1B (Figure 2B) showed a larger expression pattern than SSEA4 but also restricted 

to germ cells. To the contrary, the pluripotency marker POU2 was present in a subpopulation of SSEA4+ 

cells. Both Nanos1A (Figure 2B), and c-Kit (Figure 2A) had the same expression as SSEA4. So, these co-

immunolocalizations of SSC markers revealed a heterogeneity within the undifferentiated 

spermatogonia cultivated. 

 

Cultures enriched in potential SSCs presented high telomerase activity. 

Telomerase activity counteracts the shortening of telomeric DNA during replication by adding 

telomeric repeats sequences to the end of chromosomes in cells with a high of proliferative potential 

such as embryonic and adult stem cells. This activity was assessed by TRAP assay on one-week pSSCs 

culture (Figure 2C). This method consisted in three steps: extension, amplification and detection of 

telomerase products. Telomerase substrate (TS) primer was extended by the telomerase contained in 

cell extracts, by addition of TTAGGG repeats. After PCR amplification and gel migration, telomerase 

activity generated a specific scale profile corresponding to the different fragment sizes obtained by the 

addition of repeated sequences. The pSSCs culture present a high telomerase activity similar to the 

result obtained for the positive control, MCF7 breast cancer cells. This high activity is revealed by the 

presence of DNA fragments from 50 bp to over 300 bp that have a scale profile. As expected, no DNA 

scale was detectable in the negative control, heat-inactivated cell extracts. These results highlight that 

dogfish spermatogonia in culture have maintained their telomerase activity typical of SSCs. 

 

The dogfish embryonic stage 27 was chosen for SSCs transplantation. 
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The time of the incorporation of germinal cells in gonadal ridges is classically chosen for SSCs 

transplantation in fish. The corresponding developmental stage in dogfish was determined by 

histological analysis in a panel of embryos from stage 22 to 31. Transversal cross sections performed 

between the pectoral fin and the anal fin of stage 22 and stage 25 embryos revealed no gonadal ridges 

(data not shown). In contrast, in stage 27 embryos, the gonadal ridges were detectable, protruding in 

the coelomic cavity, and even contained few germ cells (Figure 3A, upper panel). This developmental 

stage is characterized by a diamond shaped mouth opening and buds of gill filaments appearing in the 

spiracular clefts, length is around 2 cm and the embryo aged about one month and half. The presence 

of gonocytes inside the gonadal primordium was confirmed by immunohistochemistry, Vasa positive 

cells has been detected in the genital ridges (Figure 3A, lower panel). After transplantation, the 

colonization and proliferation of SSCs in the host gonad has to be observed, so it was necessary to 

follow gonads development during few days. Three weeks later, stage 31 embryos harbor an arched 

shaped mouth opening and eyeballs circled with black pigment. Gonads were much more developed 

and their dorsal side was enriched in gonocytes in the cortical region. Gonocytes were recognizable by 

their large and round shape (Figure 3B, upper panel) and by the expression of Vasa protein (Figure 3B, 

lower panel). 

 

PKH26 labelling of pSSCs for transplantation raised difficulties in dogfish. 

Dogfish pSSCs were amplified in vitro prior their labelling for transplantation. The establishment of the 

primary culture included the section of testes in 2 mm-tight slices, the dissection of zone A0 on each 

slice and the enzymatic dissociation of the cells forming this germinative area. After one night of 

recovering in a serum-rich medium, cells were filtrated and plated in a gelatinated flask for one night 

in order to collect the next day a supernatant fraction enriched in germinal cells. After this differential 

plating, cells were labelled with PKH26 conforming to the manufacturer guidelines. After this 

treatment, microscopic observation of the cells showed hypertrophied and deformed red fluorescent 

cells. Following aspiration in a glass microcapillary and deposition on a glass slide, these cells were 



 

142 

 

disintegrated, so they could not be directly injected in embryos (data not shown). Alternatively, the 

recovery of cells and PKH26 in Gautron medium was also tested in order to avoid a cellular osmotic 

choc but this method did not allow the incorporation of PKH26 in cell membranes. However, the 

labelled pSSCs obtained with the classical protocol rapidly recovered when seeded in gelatined culture 

slides in presence of recombinant GDNF and serum. After one week, the good state of the cells was 

deduced from their round morphology, their high refractivity and also their high level of proliferation 

as colonies were formed again. Observations under fluorescence microscope also revealed that 

colonies have kept their PKH26 labelling. Cells were therefore collected and gently dissociated using 

EDTA. 83% of these cells, including pSSCs and somatic cells, were shown to be viable using a trypan 

blue viability test and were next used for intra-peritoneal transplantation in stage 27 embryos (Figure 

4). 

 

Cell transplantation in dogfish embryos required protocol adaptations. 

In dogfish, embryos are protected in a rigid eggshell, prolonged at each side by a pair of tendrils, which 

did not allow access to the embryo. So, different strategies have been tested in order to make possible 

the transplantation of cells directly in the coelomic cavity of embryos using a glass microcapillary. First, 

embryos were completely removed from the eggshell and delicately deposited in a square watch glass 

before anesthesia and injection. Unfortunately, the yolk membrane was too fragile at this 

developmental stage and rapidly split open, so embryo did not survive longer than 3 days for injected 

embryos and one week for non-injected embryos (data not shown). The rupture of the yolk membrane 

seemed to be due to an important tension on this membrane potentially generated by the absence of 

the holding jelly naturally present in the eggshell. So, paraffin was next used to model a cavity adjusted 

to the yolk natural form and size, but this test did not gave better results in term of yolk integrity and 

embryo survival (data not shown). Finally, embryos were maintained in their own shell during the 

transplantation, only a window was cut in the eggshell to allow accessibility to the embryo. Some 

droplets of 2-phenoxyethanol solution were deposited in the open egg until the embryo stopped 
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moving. SSCs injection was performed in the embryo coelomic cavity beneath the dorsal blood vessel. 

Less than 1 µl of a cell solution stained with methylene blue was injected and it rapidly diffused from 

the anterior to the posterior part of the body cavity where are located the gonadal ridges. Once 

injected the embryos were packed in parafilm in order to maintain the yolk as well as the jelly which is 

necessary in the regulation of the embryo osmolarity inside the shell. The parafilm also serve as a 

protection by limiting egg contamination (Figure 4). During transplantation, no yolk was perforated 

and almost all embryos were alive with the exception of those which did not support anesthesia. This 

can be explained by our difficulty to rinse efficiently the egg content. First results showed that non-

injected embryo in opened-shell can survive up to one month in sterile seawater but injected embryo 

did not survive more than 15 days. A monitoring of embryo fluorescence was performed each day post 

transplantation but no signal was detected in the embryo body, potentially due to the fragility of 

labelled cell at the time of the injection. To conclude, this latter method seemed to be the more 

appropriate but more experiments and potential more adjustments are necessary to follow the 

labelled cells in the host embryo. 

 

Discussion 

In this study, we have further characterized spermatogonial stem cells in a Chondrichthyes, the shark 

Scyliorhinus canicula, by in vitro and in vivo approaches. First, we identified two new specific markers 

of undifferentiated spermatogonia, SSEA4 and Sox2, by immunohistochemistry. The glycosphingolipid 

SSEA4 was limited to the germ cells located in the niche of the A0 zone, strongly suggesting that SSEA4 

is highly specific of pSSCs as observed in human (Altman et al., 2014). The pluripotency marker Sox2 

harbored a broader expression pattern, in pSSCs, early spermatogonia forming cysts and at a lower 

level in differentiated spermatogonia. The expression of Sox2 by pSSCs in dogfish is in accordance with 

a study in the rohu carp, in which Sox2 was shown to be expressed in proliferating spermatogonia in 

culture (Patra et al., 2015). In dogfish, another pluripotency marker, pou2, was previously detected 

specifically in undifferentiated spermatogonia, with variable abundances of transcripts in 
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spermatogonia of early cysts (Bosseboeuf et al., 2014a). This transcription factor was also detected in 

isolated type A undifferentiated spermatogonia in rainbow trout (Bellaiche et al., 2014) and in medaka 

spermatogonia (Sánchez-Sánchez et al., 2010) suggesting that these spermatogonia have kept their 

pluripotent character. Finally, Id4, which was described to be expressed in a subpopulation of mice 

spermatogonia corresponding to SSCs (Oatley et al., 2011), presented an expression pattern extended 

to all germ cell types in our model. Another example of SSC marker displaying an unexpected large 

expression pattern in dogfish germ cells is PLZF (Bosseboeuf et al., 2014a). These two factors cannot 

therefore be used for SSCs identification in S. canicula. 

Dogfish pSSCs were cultured in vitro as described in Gautier et al., and better characterized at a 

molecular level using germinal and pluripotency markers. Immunocytochemistry highlighted the 

expression by colony forming spermatogonia of SSEA4, a surface antigen of embryonic stem cells and 

of SSCs (Kokkinaki et al., 2011), c-Kit, generally described as a marker of differentiated spermatogonia 

but also expressed in gonocytes and in pSSCs, for example in dogfish and mice (Izadyar et al., 2008; 

Loppion et al., 2008), Nanos1A and Nanos1B, zinc-finger proteins expressed in all germ cells and in 

dividing spermatogonia respectively in dogfish (unpublished personal data). But these factors were 

e p essed  se e al su populatio s of spe atogo ia i  ultu e. GF‘α  a d Na os B had a la ge  

distribution in germ cells compared to SSEA4, which was, in turn, expressed in more spermatogonia 

than Pou2. The different markers selected indeed correspond to different spermatogonial 

subpopulations including pSSCs, various progenitors and spermatogonia in differentiation. In tilapia, 

like i  dogfish, GF‘α  is a a ke  of se e al u diffe e tiated spe atogo ia t pes a d oadl  

distributed in spermatogonial colonies (Santos Nassif Lacerda et al., 2013; Bosseboeuf et al., 2014a). 

In accordance with our observations, in cat, the SSEA4/GFR α -double labeling of mixed germ cells 

e ealed that ost la eled ells e e GF‘α + only, double labeled cells represented around 1/10 of 

labeled cells and SSEA4+ only cells were rare (Powell et al., 2016). Concerning the pluripotency factor 

Pou2/Oct4, our results are in contradiction with those obtained in human testis, where SSEA4+ cells 

represented only a subpopulation of Oct-4+ cells located at the basement membrane of the 
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seminiferous tubules (Izadyar et al., 2011). Colonies formed by pSSC in vitro seems therefore 

composed of both, SSC and undifferentiated spermatogonia. Finally, high telomerase activity was 

detected in S. canicula spermatogonial culture, a characteristic of spermatogonial stem cells which has 

been described as crucial for the male germline stem cell maintenance in mice (Pech et al., 2015). 

Taken together, in vitro assays revealed that the dogfish spermatogonial culture, enriched in 

undifferentiated spermatogonia coming from the germinative area, includes several spermatogonial 

subpopulations with stemness features. 

A second objective of this work was to establish a protocol of pSSCs transplantation in dogfish, in order 

to demonstrate in vivo the stemness of the cultivated spermatogonia. Transplantation technique has 

been well described in different models including mice, Nile tilapia or zebrafish (Brinster and Avarbock, 

1994; Nobréga et al., 2010; Santos Nassif Lacerda et al., 2013), but no spermatogonial transplantation 

has been carried out on Chondrichthyes and many adjustments were necessary. Prior the 

transplantation, cells have to be labelled in order to be followed in the recipient. Numerous studies 

used GFP reporter constructions where the GFP gene is driven by germ cell specific regulatory regions 

such as the promoter of vasa gene (Okutsu et al., 2006b), but transgenesis is not a tool available in the 

little shark S. canicula yet. Cells were therefore labelled with the PKH26 membrane dye, a marker 

commonly used to trace SSCs after transplantation in teleost fish such as in the Nibe croaker or in the 

yellow tail (Takeuchi et al., 2009; Morita et al., 2015). However, the specific osmolarity of 

Chondrichthyes internal environment was not compatible with the PKH26 manufacturer protocol. 

Commonly, cells are previously suspended in the diluent C that facilitates PKH26 integration in cell 

membrane. However, this solution is adapted to mammals or teleostean fish that have an internal 

osmolarity around 300 mOs but not for Chondrichthyes whose osmolarity is about 900 mOs. Thereby, 

when pSSCs of S. canicula were in contact with diluent C cells suffered of a hypotonic choc. To rescue 

survival cells, PKH26 labelled cells were then put in culture in Gautron medium enriched in serum and 

recombinant GDNF. After one week, we observed the formation of several colonies of pSSCs on a 

somatic cells layer, both labelled with PKH26 and presenting a cell viability of 83%. 
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In the literature, transplanted cells can be injected by different ways, the urogenital pore of mature 

recipient (Lacerda et al., 2010; Nobréga et al., 2010), directly in the gonad of adult recipients (Qin et 

al., 2016), or in the intraperitoneal cavity of hatched larvae (Farlora et al., 2014). In Nile Tilapia or 

zebrafish, the testis is directly connected to the urogenital pore by the spermatic duct (Lacerda et al., 

2010; Menke et al., 2011) but in dogfish, the complex genital tract does not allow transplantation by 

the urogenital pore. In S. canicula, the urogenital pore is indeed linked to seminal vesicles connected 

to the deferent ducts, themselves connected to a long epididymis linked to the testes by the efferent 

ducts (Brien, 1958). Thereby, preliminary transplantation tests in juveniles by injection of methylene 

blue solution through the urogenital papilla revealed that the solution injected did not go further than 

the cloaca (data not shown). Otherwise, the injection of pSSCs directly in adult or juvenile gonads is 

relatively complicated because it could implicate a surgical intervention to reach the gonad and would 

require the depletion of endogenous germ cells. We have therefore favored transplantation in embryo 

coelomic cavity. In the little spotted dogfish, embryos development occurs in a rigid eggshell that 

protects them. The eggshell should therefore be removed to allow an access to the embryo for 

transplantation. The first approaches have consisted in completely extracting the embryo from its 

capsule. However, at stage 27, embryonic yolk membrane is very fragile, so the fact of removing the 

embryo from its eggshell induced the rupture of the yolk membrane. Yolk explosion occurred during 

the transfer in a square watch glass or after this transfer, even when paraffin was added to apply a 

slight pressure on the yolk membrane, this led to the embryo death in the three next days. Finally, 

transplantation was performed directly in the embryo eggshell by removing just a little part of this 

shell and the results obtained appeared promising. Embryos were maintained up to 15 days in sterile 

seawater after injection, which should allow the observation of the gonadal colonization and SSC 

proliferation. Controls embryos, which were not injected but whose eggshell was opened, survived 

one month in sterile seawater. So, an improvement of the injection technique by repeated 

experiments could double the time of analysis after injection. In this case, it would even be possible to 

test the plasticity of dogfish germ cells as a sexual dimorphism should be detectable with germ cells in 
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the gonadal cortex in females and germ cells in the medulla in males. This survival of one month after 

the eggshell opening remains a relatively short time, knowing that the embryo is at term at stage 34, 

about four months after transplantation (Ballard et al., 1993). We therefore hypothesize that embryo 

death can be due to the parafilm package, even if this new method considerably improved the survival 

post-injection compared to the embryo isolation in a watch glass. The shell of S. canicula embryos is 

rigid but is permeable to ions and small molecules in order to regulate embryo homeostasis. The shell 

allows the internal jelly to have the same osmolarity as the sea water in which the embryo evolves 

(Kormanik, 1993). Parafilm could form an impermeable barrier which perturbs osmolarity regulation 

and so may explain the death of the embryos one month after the opening of the shell. So, several key 

steps of the SSCs transplantation protocol were defined for the first time in a Chondrichthyes species. 

To conclude, in vitro cultured spermatogonial stem cells have been better characterized in dogfish and 

key steps of a transplantation protocol were defined. These results open the way to new techniques 

in the safeguarding of many endangered cartilaginous fish. 

 

Declaration of interest 

The authors declare that there is no conflict of interest that could be perceived as prejudicing the 

impartiality of the research reported. 

 

Funding 

This esea h as suppo ted  the Co seil ‘ gio al de Basse-No a die  a d Fo ds Eu op e  de 

D eloppe e t ‘ gio al  PEPTI“AN p oje t e tified  the o petiti e ess luste  Pole Me  

B etag e . Lau a Gribouval PhD studies are supported by ANRT and Kelia (CIFRE grant). 

 

 

 



 

148 

 

Acknowledgements 

The autho s a e g ateful to M  Faligue ho a d M  Le ue e of the Lycée Maritime et Aquacole de 

Cherbourg  F a e  fo  aptu i g the dogfish spe i e s, the a ua iu  La Cit  de la e  staff a d 

pa ti ula l  M  Fau e, M  Bouis a d M  Cau i  Che ou g, F a e  a d M  Gu o  of the Ce t e de 

‘e he hes e  E i o e e t Côtie  Lu  su  e , F a e  fo  the a e gi e  to the dogfish. Finally, 

the authors also thank Ms Adeline for her precious advices in histology.  

 

References : 

Altman E, Yango P, Moustafa R, Smith JF, Klatsky PC and Tran ND (2014) Characterization of human 

spermatogonial stem cell markers in fetal, pediatric, and adult testicular tissues. Reproduction 

148 417–427. 

Ballard WW, Mellinger J and Lechenault H (1993) A Series of Normal Stages for Development of 

Scyliorhinus canicula , the Lesse  “potted Dogfish  Cho d i hth es : “ lio hi idae . The 

Journal of Experimental Zoology 336 318–336. 

Bellaiche J, Lareyre J, Cauty C, Yano A, Allemand I and Gac F Le (2014) Spermatogonial Stem Cell 

Quest : a os  , Ma ke  of a “u population of Undifferentiated A Spermatogonia in Trout Testis 

1. Biology of Reproduction 90 1–14. 

Bosseboeuf A, Gautier A, Auvray P, Mazan S, Sourdaine P and Curie-paris PM (2014) 

Characterization of spermatogonial markers in the mature testis of the dogfish ( Scyliorhinus 

canicula L .). Reproduction Research 147 125–139. 

Brien P (1958) Guide de Travaux Pratiques de Zoologie. Masson Paris, pp 195-211. 

Brinster RL and Avarbock MR (1994) Germline transmission of donor haplotype following 

spermatogonial transplantation. Proceedings of the National Academy of Sciences 91 11303–
11307. 

Chen S-R and Liu Y-X (2015) Regulation of spermatogonial stem cell self-renewal and spermatocyte 

meiosis by Sertoli cell signaling. Reproduction 149 R159–R167. 

Chiarini-Garcia H and Russell LD (2002) Characterization of mouse spermatogonia by transmission 

electron microscopy. Reproduction 123 567–577. 

Dulvy NK, Fowler SL, Musick JA, Cavanagh RD, Kyne M, Harrison LR, Carlson JK, Davidson LNK and 
Sonja V  E ti tio  isk a d o se atio  of the o ld  s sha ks a d a s. eLife 1–34. 

Farlora R, Hattori-Ihara S, Takeuchi Y, Hayashi M, Octavera A, Alimuddin and Yoshizaki G (2014) 

Intraperitoneal Germ Cell Transplantation in the Nile Tilapia Oreochromis niloticus. Marine 

Biotechnology 16 309–320. 

Froschauer A, Khatun MM, Sprott D, Franz A, Rieger C, Pfennig F and Gutzeit HO (2013) oct4 -EGFP 

reporter gene expression marks the stem cells in embryonic development and in adult gonads 

of transgenic medaka. Molecular Reproduction and Development 80 48–58. 



 

149 

 

Gautier A, Bosseboeuf A, Auvray P and Sourdaine P (2014) Maintenance of Potential 

Spermatogonial Stem Cells In Vitro by GDNF Treatment in a Chondrichthyan Model ( 

Scyliorhinus canicula L .) 1. Biology 91 1–15. 

He Z, Jiang J, Hofmann M-C and Dym M (2007) Gfra1 Silencing in Mouse Spermatogonial Stem Cells 

Results in Their Differentiation Via the Inactivation of RET Tyrosine Kinase1. Biology of 

Reproduction 77 723–733. 

Hermann BP, Sukhwani M, Hansel MC and Orwig KE (2010) Spermatogonial stem cells in higher 

primates: are there differences from those in rodents? Reproduction 139 479–493. 

Izadyar F, Wong J, Maki C, Pacchiarotti J, Ramos T, Howerton K, Yuen C, Greilach S, Zhao HH, Chow 
M et al. (2011) Identification and characterization of repopulating spermatogonial stem cells 

from the adult human testis. Human Reproduction 26 1296–1306. 

Kokkinaki M, Djourabtchi A and Golestaneh N (2011) Long-term Culture of Human SSEA-4 Positive 

Spermatogonial Stem Cells (SSCs). Journal of Stem Cell Research & Therapy 1. 

Kormanik GA (1993) Ionic and osmotic environment of developing elasmobranch embryos. 

Environmental Biology of Fishes 38 233–240. 

Lacerda SMSN, Batlouni SR, Costa GMJ, Segatelli TM, Quirino BR, Queiroz BM, Kalapothakis E and 
França LR (2010) A New and Fast Technique to Generate Offspring after Germ Cells 

T a spla tatio  i  Adult Fish : The Nile Tilapia O eo h o is iloti us  Model. PLoS ONE 5 1–9. 

Lacerda SMSN, Costa GMJ, Campos-Junior PHA, Segatelli TM, Yazawa R, Takeuchi Y, Morita T, 
Yoshizaki G and França LR (2013) Germ cell transplantation as a potential biotechnological 

approach to fish reproduction. Fish Physiology and Biochemistry 39 3–11. 

Leal MC, Cardoso ER, Nobrega RH, Batlouni SR, Bogerd J, França LR and Schulz RW (2009) 

Histological and Stereological Evaluation of Zebrafish ( Danio rerio ) Spermatogenesis with an 

Emphasis on Spermatogonial Generations 1. Biology of Reproduction 81 177–187. 

Lee S, Seki S, Katayama N and Yoshizaki G (2015) Production of viable trout offspring derived from 

frozen whole fish. Scientific Reports 5 16045. 

Lim JJ, Seol DW, Choi KH, Shin DH, Kim HJ, Song S and Lee DR (2014) Spermatogonial stem cell 

enrichment using simple grafting of testis and in vitro cultivation. Scientific Reports 4 1–10. 

Loir M and Sourdaine P (1994) Testes Cells : Isolatio  a d Cultu e. 

Loppion G, Crespel A, Martinez A, Auvray P and Sourdaine P (2008) Study of the potential 

spermatogonial stem cell compartment in dogfish testis , Scyliorhinus canicula L . Cell and Tissue 

Research 533–542. 

Menke AL, Spitsbergen JM, Wolterbeek APM and Woutersen RA (2011) Normal Anatomy and 

Histology of the Adult Zebrafish. Toxicologic Pathology 39 759–775. 

Morita T, Morishima K, Miwa M, Kumakura N, Kudo S, Ichida K, Mitsuboshi T, Takeuchi Y and 
Yoshizaki G (2015) Functional Sperm of the Yellowtail (Seriola quinqueradiata) Were Produced 

in the Small-Bodied Surrogate, Jack Mackerel (Trachurus japonicus). Marine Biotechnology 17 

644–654. 

Nobréga RH, Greebe CD, Van De Kant H, Bogerd J, Renato de França L and Schulz RW (2010) 

Spermatogonial Stem Cell Niche and Spermatogonial Stem Cell Transplantation in Zebrafish. 



 

150 

 

PLoS ONE 5. 

Oatley MJ, Kaucher A V, Racicot KE and Oatley JM (2011) Inhibitor of DNA Binding 4 Is Expressed 

Selectively by Single Spermatogonia in the Male Germline and Regulates the Self-Renewal of 

Spermatogonial Stem Cells in Mice 1. Biology of Reproduction 85 347–356. 

Okutsu T, Yano A, Nagasawa K, Shikina S, Kobayashi T, Takeuchi Y and Yoshizaki G (2006) 

Manipulation of Fish Germ Cell: Visualization, Cryopreservation and Transplantation. Journal of 

Reproduction and Development 52 685–693. 

Pech MF, Garbuzov A, Hasegawa K, Sukhwani M, Zhang RJ, Benayoun BA, Brockman SA, Lin S, 
Brunet A, Orwig KE et al. (2015) High telomerase is a hallmark of undifferentiated 

spermatogonia and is required for maintenance of male germline stem cells. Genes and 

Development 29 2420–2434. 

Potter SJ and DeFalco T (2017) Role of the testis interstitial compartment in spermatogonial stem 

cell function. Reproduction 153 R151–R162. 

Qin Y, Liu L, He Y, Wang C, Liang M, Chen X, Hao H, Qin T, Zhao X and Wang D (2016) Testicular 

Busulfan Injection in Mice to Prepare Recipients for Spermatogonial Stem Cell Transplantation 

Is Safe and Non-Toxic. PLOS ONE 11 e0148388. 

Saga Y (2010) Function of Nanos2 in the male germ cell lineage in mice. Cellular and Molecular Life 

Sciences 67 3815–3822. 

Santos Nassif Lacerda SM, Costa GMJ, da Silva M de A, Almeida Campos-Junior PH, Segatelli TM, 
Peixoto MTD, Resende RR and de França LR (2013) Phenotypic characterization and in vitro 

propagation and transplantation of the Nile tilapia (Oreochromis niloticus) spermatogonial stem 

cells. General and Comparative Endocrinology 192 95–106. 

Schulz RW, Menting S, Bogerd J, França LR, Vilela DAR and Godinho HP (2005) Sertoli cell 

proliferation in the adult testis--evidence from two fish species belonging to different orders. 

Biology of Reproduction 73 891–898. 

Takeuchi Y, Higuchi K, Yatabe T, Miwa M and Yoshizaki G (2009) Development of spermatogonial 

cell transplantation in Nibe croaker, Nibea mitsukurii (Perciformes, Sciaenidae). Biology of 

Reproduction 81 1055–1063. 

 

  



 

151 

 

Figure legends 

 

Figure 1 : Identification of new stem cells markers expressed by dogfish pSSCs. 

“o   A to D , ““EA  A  to D  a d Id  A  to D  p otei s e e lo alized  i u ohisto he ist  

on 3 µm-thick transversal sections of dogfish testis using HRP conjugated antibodies and , -

diaminobenzidine revelation. Sox2 was detected in potential Spermatogonial Stem Cells (pSSC) in the 

germinal niche or zone A0 (A,a), in undifferentiated spermatogonia forming cysts (B) and at a lower 

level in differentiated spermatogonia (C) in zone A-, no expression was detected in spermatocytes (D) 

and at later stages. SSEA4 showed a more restricted expression pattern limited to pSSCs, 

u diffe e tiated spe atogo ia lea i g the i he A , a , a d a lo  e p essio  i  the fi st sts i  zo e 

A- B . No e p essio  as dete ted the eafte  C , D . I  o t ast, Id  showed a large distribution in 

ge  ells at all stages A -D . As e pe ted, o sig al as dete ted i  the controls using the secondary 

antibodies only, HRP-conjugated anti-mouse IgG antibody for SSEA4 (E) and anti-rabbit IgG antibody 

for the two others markers (F). Immunohistochemistry was performed in triplicate. pSSC : potential 

spermatogonial stem cell, Spg : spermatogonia, SN : Sertoli cell nucleus, L : lumen, Spc : spermatocyte. 

 

Figure 2 : Dogfish pSSCs culture contains several subpopulations of undifferentiated spermatogonia. 

Co-immunocytochemistry (ICC) was performed on dogfish pSSCs after one week culture using SSEA 

and other germinal or pluripotency markers. ICCs were analyzed using fluorescence confocal (A) or 

photonic (B) microscopy. Nuclei were labeled with DAPI. SSEA4 showed a more restricted expression 

patte  o pa ed to GF‘α  a d Na os B, a si ila  e p essio  patte  tha  -Kit and Nanos1A and a 

la ge  dist i utio  tha  POU . ““EA / GF‘α  a d POU2 immunohistochemistry were performed in 

triplicate. SSEA4/ Nanos1A, Nanos1B and c-Kit were performed in duplicate. Scale bars = 40 µm. 

Telomerase activity was tested by Telomeric Repeat Amplication Protocol on one-week pSSC cultures 

(C). Telomerase products amplified by PCR were deposited on acrylamide gel for migration. The SSCs 
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culture showed a high telomerase activity, similar to the breast cancer cell line MCF7 extracts (positive 

control, +). As expected, heat-treated extracts showed no activity (negative control, -). 

 

Figure 3 : Characterization of dogfish gonadal development for pSSC transplantation. 

Dogfish embryos at stage 27 and 31, observed under a binocular loupe, are illustrated respectively in 

A and B. Histological sections of these embryos illustrate the gonadal ridges first appearance in stage 

27 embryo (A, upper panel). The two gonads in formation (g) are located close to the kidney (k) 

between the chord (c) and the intestine (i), protruding in the coelomic cavity. Immunohistochemistry 

also highlight the small number of gonocytes in the gonads, revealed by Vasa labeling (A, lower panel). 

In stage 31 embryo, gonads are more developed (B, upper panel) and Vasa positive germ cells are more 

numerous (B, lower panel). nt : neural tube, c : chord, m : muscle, k : kidney, i : intestine, g : gonad. 

The black arrowheads indicate gonocytes. 

 

Figure 4: Scheme of the general procedure for pSSCs transplantation in S. canicula. 

Testes were removed from male adult mature dogfish and zone A0 containing pSSCs was 

microdissected in each testis slice. After enzymatic dissociation, cells recovered in Gautron medium 

supplemented in serum at 17°C overnight. After filtration, a differential plating was performed in order 

to enrich the culture in spermatogonia, which are less adherent than the somatic cells. Cells were next 

labelled with PKH26 fluorochrome and cultivated for one week at 17°C. The PKH26 labelled pSSC 

colonies were then dissociated by addition of EDTA. A window was opened in the eggshell of stage 27 

embryos, and cells were microinjected using a glass microcapillary in the coelomic cavity of the 

embryos. Methylene blue was added to the cell preparation to follow the diffusion of the injected 

solution in the body cavity. After pSSCs transplantation, the eggshell was closed using parafilm and 

embryos were observed in fluorescence the next days. 
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CHAPITRE 3  

 

Etude de la chimiokine SDF-1 et de son récepteur CXCR4 dans le 

testicule de petite roussette 

  



 

159 

 

Introduction 

Les expériences de transplantation nous ont conduit à nous intéresser aux signaux impliqués 

dans la migration des SSCs transplantées et des PGCs endogènes jusqu au p i o diu  

gonadique du receveur et dans le « homing » des ““Cs da s la i he testi ulai e. L i pli atio  

dans ces deux mécanismes du couple ligand/récepteur SDF-1, Stromal cell-Derived Factor 1 

(aussi nommé CXCL12) /CXCR4, un récepteur couplé aux protéines G, a été démontrée chez 

divers Vertébrés. La chimiokine SDF-1 sécrétée par les cellules somatiques des crêtes 

génitales, guide la migration des PGCs, exprimant CXCR4, pour la colonisation des gonades 

chez le poisson-zèbre, la souris, le poulet et le xénope notamment (Doitsidou et al., 2002 ; Ara 

et al., 2003 ; Molyneaux et al., 2003 ; Stebler et al., 2004 ; Takeuchi et al., 2010). Plus 

récemment, il a été montré chez la souris que SDF-1 était exprimé à la base des tubules 

séminifères par les cellules de Sertoli et contribuait au « homing » des SSCs exprimant CXCR4 

dans la niche (Yang et al., 2013). Cette signalisation est aussi importante pour le 

développement des colonies de SSCs in vitro (Kanatsu-Shinohara et al., 2012) et la colonisation 

des gonades par des SSCs transplantées (Niu et al., 2016). En parallèle des mises au point 

concernant la transplantation des SSCs chez la petite roussette, nous avons donc initié la 

caractérisation de ce couple SDF-1/CXCR4 dans notre modèle. Une approche in silico a permis 

d ide tifie  deu  s ue es sdf1 dans le testicule de petite roussette dont une possède un 

domaine transmembranaire. Par immunohistochimie, SDF-1 a été localisé au sein de la niche 

germinale dans les cellules somatiques ainsi que dans le compartiment interstitiel testiculaire 

tandis que son récepteur CXCR4 est exprimé dans les cellules germinales. Ces profils 

d e p essio  o t t  et ou s da s les ultu es in vitro de SSCs mais restent à explorer chez 

l e o . 
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Matériel et méthodes 

Identification et alignement des séquences in silico 

Les séquences SDF-1 et CXCR4 ont été identifiées chez la petite roussette en utilisant 

l algo ith e TBLA“TN et les s ue es p ot i ues “DF-1 et de CXCR4 de souris comme 

requête. Quatre banques transcriptomiques de roussette ont été interrogées : une banque 

u issa t les t a s ipto es d e o s, de ju iles et de tissus adultes (Redon et al., 

2010; Quan et al., 2013), des a ues d o ai e, de zo e ge i ati e testi ulai e, du este du 

testicule (ANR Phylofish, coordonnée par J. Bobe et Y. Guiguen). Les séquences SDF-1 de 

di e ses esp es de Ve t s, dispo i les su  NCBI et “kateBase, o t t  alig es à l aide du 

logiciel BioEdit ClustalW multiple alignment editor software version 7.1.3.0. La recherche de 

domaines de structure protéique a été faite avec le logiciel en ligne SMART 

(http://smart.embl-heidelberg.de/). Les identifiants des séquences avec domaine 

transmembranaire sont Rhincodon typus XP_020373863.1 et Leucoraja erinacea MGID110360 

est5929 ; et sans domaine transmembranaire : Rhincodon typus XP_020373862.1 ; 

Callorhinchus milii AFK11434.1 et XP_007897241.1; Danio rerio NP_840092.1; Oryzias latipes 

NP_001098197.1; Salmo salar NP_001134259.1; Oncorhynchus mykiss NP_001268283.1 ; 

Latimeria chalumnae XP_006009497.1 ; Xenopus laevis NP_001165249.1 ; Gallus gallus 

NP_989841.1 ; Equus caballus AHK25457.1 et Homo sapiens P48061.1. 

 

Animaux 

http://smart.embl-heidelberg.de/
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Les petites roussettes Scyliorhinus canicula mâles ont été capturées dans la Manche par le 

l e Ma iti e et A ua ole de Che ou g. L a ua iu  La Cit  de la Me  Che ou g  a da s 

u  p e ie  te ps sto k  les a i au  da s des assi s d eau de e  atu elle e  atte da t 

leur transfert au Centre de Recherches en Environnement Côtier (Luc sur Mer, France). Les 

oussettes o t alo s t  a li at es pou  au oi s deu  se ai es a a t d t e utilis es pou  

des prélèvements. Elles ont alors été tuées par commotion cérébrale puis section de la moelle 

épinière et enfin démédullation. Toutes les procédures ont été réalisées en accord avec la 

di e ti e eu op e e / /UE pou  l utilisatio  et le soi  au  a i au . Tout le pe so el 

est ualifi  et e t ai  pou  l e p i e tatio  a i ale. Les testi ules p le s ont 

directement été transférés dans du milieu Gautron (Loir and Sourdaine, 1994a) complémenté 

avec 58 mM trimethylamine-N-oxyde (TMAO) puis ils ont été coupé en sections transversales 

de   d paisseu . Cha ue se tio  est pa  la suite d sh d at e pa  des ai s su essifs 

d tha ol %, %, % et % da s du PB“  puis fixée dans du PFA 4% toute la nuit. Les 

coupes sont par la suite placées dans du butanol (100%) pendant une nuit et inclues dans de 

la paraffine. 

 

Culture cellulaire 

La culture cellulaire a été établie selon le protocole de Gautier et al. 2014. Une fois prélevés, 

les testi ules so t diss u s. Da s u  p e ie , l al ugi e est eti e et les testi ules so t 

oup s e  t a hes de   d paisseu  su  toute leu  lo gueu . Cha ue oupe est pa  la 

suite disséquée afin de récupérer seulement la zone A0, localisée au-dessus du vaisseau 

sanguin, et qui contient les cellules souches spermatogoniales. Les échantillons sont collectés 

puis dissociés mécaniquement avec des ciseaux fins dans 3ml de milieu Gautron contenant 
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0.1 % de collagénase et 0.05% de DNase1. La dissociation enzymatique se poursuit sous 

agitation dans 10ml de milieu de dissociation pendant 3 heures. Une fois dissociées les cellules 

sont récupérées, rincées dans du milieu Gautron et mises en culture dans le même milieu 

supplémenté en sérum (1% FBS, 0.5% BSA et 2% de sérum de roussette décomplémenté) à 

17°c pendant toute une nuit. Les cellules sont alors récupérées et filtrées sur une toile dont le 

maillage est de 100 µm. Un « differential plating » est réalisé pour enrichir la culture en 

spermatogonies, en récupérant le surnageant seulement après une nuit de culture dans une 

flasque gélatinée à 17°C. Le tapis de cellules somatiques est éliminé. Le surnageant est 

centrifugé à 300g pendant 2min et mis en culture dans du milieu Gautron complémenté avec 

des antibiotiques et du sérum (1% FBS, 0.5% BSA, 0.25% de sérum de roussette 

décomplémenté) supplémenté de milieu L15 (20Mm Hepes, 1% FBS, 0.5% BSA, 0.25 % sérum 

de roussette décomplémenté, 58 mM TMAO, 330 mM Urée, 280 mM NaCl, 4.6 mM Dextrose) 

(v/v : 1/1) dans un support gélatiné pendant une semaine. 

 

Immunohistochimie 

Les testicules inclus dans la paraffine ont été coupé au microtome et les coupes obtenues ont 

t  d pos es su  des la es pol l si es. Des oupes de  µ  d paisseu  o t t  

déparaffinées par des bains de Roti®-Histol et h d at es da s des s ies de ai s d tha ols 

à différentes concentrations. Le démasquage des sites antigéniques a été réalisé par un 

chauffage au micro-ondes puis u  ef oidisse e t le t d u e heu e à te p atu e a ia te. 

L a ti it  des pe o dases e dog es a t  lo u e par un bain de 30 min dans une solution 

de 3% H2O2/PBS et la saturation des sites aspécifiques a été réalisée par un bain de 30min 

dans une solution 1% BSA (w/v) /triton 0.1% (v/v) /PBS. Deux anticorps hétérologues ont été 
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utilisés comme anticorps primaire CXCR4 (1/50, anticorps monoclonal de rat anti-CXCR4 de 

souris, MAB21651, R&D Systems) et SDF-1 (1/150, anticorps polyclonal de lapin anti-SDF-1 

humain, sc-28876, Santa Cruz). Tous les deux ont été dilués dans la solution de blocage et 

incubés toute la nuit à 4°C. Les coupes ont été rincées et incubées pendant 2h à température 

ambiante avec un anticorps secondaire polyclonal anti-IgG de lapin conjugué HRP (1/200, hôte 

porc, 31430, ThermoScientific) ou un anticorps anti-IgG de rat conjugué HRP (1/200, hôte âne, 

712-035-150, Jackson ImmunoResearch). La révélation a été réalisée avec la diaminobenzidine 

DAB  jus u à e ue la olo atio  soit o se a le. Les i ages o t t  a uises g â e au 

microscope Eclipse 80i équipé avec le logiciel NIS-Elements D 3.0 (Nikon instruments, Japan). 

 

Immunocytochimie 

Des colonies de spermatogonies souches potentielles sont visibles après une semaine sur des 

lames compartimentées pour culture (354114, Falcon) dans du milieu Gautron supplémenté 

avec du milieu L15 (v/v :1/1) et du GDNF 10 ng/ml (Gautier et al., 2014). Les cellules ont été 

fixées au PFA 4% /PBS pendant 15 min à température ambiante. Après deux rinçages de 5 min 

au PBS /BSA 1% /triton 0.05% à 4°C, les cellules ont été incubées avec les anticorps primaires 

anti-SSEA4 (1/100, anticorps monoclonal de souris anti-SSEA4 humain, ab16287, Abcam), anti-

CXCR4 (1/200, anticorps monoclonal de rat anti-CXCR4 de souris, MAB21651, R&D Systems) 

et anti-SDF-1 (1/50, anticorps polyclonal de lapin anti-SDF-1 humain, sc-28876, Santa Cruz) 

dilués dans du PBS BSA 1%, pendant une heure dans une chambre humide à température 

ambiante. Après un rinçage de 5 min au PBS BSA 1%, les cellules ont été incubées avec les 

anticorps secondaires conjugués à des fluorochromes : anti-IgG de lapin conjugué Alexa 488 

(1/200, hôte chèvre, A11008, Life Technologies), anti-IgG de rat conjugué Rhodamine (1/200, 

hôte chèvre, 112-025-003, Jackson ImmunoResearch) et anti-IgG de souris conjugué Alexa 488 
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(1/200, hôte chèvre, A11001, Life Technologies) dilués dans du PBS BSA 1 %, pendant 30min 

dans une chambre humide à température ambiante. Après plusieurs rinçages, le montage a 

été réalisé avec un milieu contenant du DAPI (P36931, ThermoFisher Scientific). Les images 

ont été acquises grâce à un microscope confocal (olympus FV1000) équipé avec le logiciel 

Olympus FluoView 4.2. 

 

Résultats 

Identification du récepteur CXCR4 et de deux séquences SDF-1 chez la petite roussette S. 

canicula. 

La recherche des séquences de CXCR4 et de SDF-1 chez la petite roussette S. canicula a été 

alis e pa  last su  des a ues t a s ipto i ues d ovaire, de testicule et de divers tissus 

adultes et d e o s. Cette a al se in silico a pe is d ide tifie  u  t a s it du epteu  

CXCR4 chez la petite roussette (Figure 25A . L a al se de la s ue e a montré la présence de 

7 domaines transmembranaires caractéristiques de la famille de récepteurs couplés aux 

protéines G (Figure 25A, en bleu). Concernant la chimiokine SDF-1, deux séquences ont été 

identifiées chez la petite roussette. Une des séquences possède un domaine 

transmembranaire (Figure 25B, encadré rouge) et a été identifiée dans les banques 

t a s ipto i ues d o ai e, de testi ule et da s u e a ue eg oupa t diff e ts tissus 

adultes et d e o s alo s u u e s ue e sa s do ai e t a s e a ai e a t  

identifiée dans cette même banque ainsi que dans une banque réalisée à partir de la niche 

testiculaire. Les deux séquences comprennent les quatre cystéines conservées 

caractéristiques des ligands de la famille CXCL (Figure 25B, astérisques). La séquence avec 

do ai e t a s e a ai e a a t pas été décrite précédemment, elle a été recherchée 
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chez les autres Chondrichtyens et retrouvée chez deux autres Elasmobranches, le requin-

baleine (Rhincodon typus) et la raie hérisson (Leucoraja erinecea), mais pas chez la chimère 

(Callorhinchus milii). 

 

Une expression somatique de SDF-1 et germinale de CXCR4 dans le testicule de roussette. 

SDF-1 et son récepteur CXCR4 ont été localisés par immunohistochimie sur des coupes de 

testicule de petite roussette adulte avec des anticorps hétérologues. La chimiokine SDF-1 est 

fortement exprimée dans la niche germinale au niveau des cellules somatiques ainsi que dans 

le reste du testicule dans les cellules du compartiment interstitiel et les cellules péricystiques 

(Figure 26A . L a ti o ps pol lo al utilis  a t  g néré contre la protéine humaine entière, ce 

qui ne permet pas de savoir quelle forme de SDF-1 est détectée. On peut également souligner 

que SDF-  est pas et ou  au sei  des stes ou des spe atogo ies de la i he, i da s les 

canalicules connectés aux stes. Les sultats p li i ai es o te us a e  l a ti o ps a ti-

CXCR4 montrent que ce récepteur est fortement exprimé par les SSCs potentielles de la niche 

puis cette expression germinale diminue au cours de la différenciation des spermatogonies, 

même si un bruit de fond persiste sur nos coupes (Figure 26B). Un marquage des érythrocytes 

est également observé. 

 

L’e pressio àdeàSDF-1 et CXCR4 est conservée in vitro 

Ces deux facteurs étant exprimés dans la niche, nous avons étudié leur expression dans les 

cultu es p i ai es ta lies à pa ti  de la zo e A  de testi ule de petite oussette. Il s agit de 

co-cultures enrichies par « differential plating » en SSCs potentielles. Ces cultures sont 

a a t is es pa  la p se e d u  tapis de ellules so ati ues ui correspondent aux 

fibroblastesdu tissu conjonctif, aux précurseurs des cellules somatiques et aux cellules de 
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Sertoli. Ce sont probablement ces dernières qui forment une assise pavimenteuse de soutien 

au  olo ies. A l aide d u  a uage au DAPI, elles se distinguent des cellules germinales par 

leu s la ges o au  aplatis peu i te ses e  fluo es e e. L i u o to hi ie alis e su  es 

cultures de SSCs a révélé que le récepteur CXCR4 était co-localisé avec SSEA4, un marqueur 

de cellules souches spermatogoniales, dans les spermatogonies indifférenciées en culture. 

Co e atte du, les ellules so ati ues e p i e t pas CXC‘  Figu e 27A). SDF-1 est 

exprimé dans les cellules somatiques qui tapissent le fond des cultures, y compris celles 

situées sous les colonies. SDF-  est pas e p i  pa  les ellules ge i ales CXC‘ +, la 

fluorescence jaune obtenue dans les colonies par superposition des images est liée à la 

présence de ces facteurs à des niveaux différents mais superposés. 

 

Discussion 

Cette étude préliminaire met en évidence chez la roussette deux séquences SDF-1 qui se 

diff e ie t l u e de l aut e pa  la p se e d u  do ai e t a s e a ai e. A ot e 

o aissa e, il a pas t  d it p de e t de fo e e a ai e de ette hi iokine 

chez les Vertébrés que ce soit chez les poissons téléostéens ou les T t apodes. L alig e e t 

des séquences protéiques de SDF-1 de S. canicula a e  d aut es esp es de Cho d i ht e s a 

révélé que cette particularité est également retrouvée chez le requin baleine et la raie 

hérisson mais pas chez la chimère. Ainsi, chez les Elasmobranches, le ligand SDF-1 existe sous 

deux formes, une forme sécrétée décrite chez les Vertébrés et une forme transmembranaire 

supplémentaire. Il serait intéressant de rechercher ces deux séquences chez des 

ep se ta ts d A ti opt gie s et de “a opt gie s a est au  tels ue le ga  et le 

coelacanthe afin de savoir si cette forme transmembranaire a été perdue au cours de 
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l olutio . Noto s u u  aut e a teu  ajeu  de la migration des PGCs, kit ligand aussi appelé 

Stem Cell Factor (SCF), existe sous deux formes, membranaire et sécrétée, générées par 

épissage alternatif (Flanagan et al., 1991). La forme membranaire de SCF contrôle la survie et 

la motilité des cellules germinales en concentrant fortement ce facteur localement au sein 

d u e i he e  d pla e e t, ho s de la uelle les ellules ge i ales eu e t pa  apoptose 

(Gu et al., 2011). Les deux formes de SDF-1 pourraient agir de même chez la petite roussette, 

ces deux voies de signalisation seraient-elles alors redondantes chez les Elasmobranches ? 

 

La ou les protéines SDF-1 a/ont été localisé(es) par immunohistochimie dans le tissu interstitiel 

du testi ule depuis la i he jus u à la zo e D o te a t les stes à spe atides allo g es, 

contrairement à ce qui est décrit chez les Mammifères, où SDF-1 est limité au compartiment 

basal des tubes séminifères. Son récepteur CXCR4 est fortement exprimé par les 

spermatogonies indifférenciées, puis cette expression germinale diminue. Ces résultats 

o fo te t l h poth se ue la oie CXC‘ /“DF-1 pourrait être impliquée dans le homing et le 

maintien des cellules souches spermatogoniales chez ce petit requin comme cela a été décrit 

chez la souris (Yang et al., 2013)(Niu et al., 2016). Cepe da t l e p essio  plus la ge de SDF-1 

au i eau de l i te stitiel de la zo e à spe atides allo g es et au i eau du tissu pigo al, 

pourrait être lié à ses fonctions associées au système hématopoïétique par exemple chez le 

poisso  z e Lu d et al.  ou asso i es à l a gioge se de façon générale (Ziegler et al. 

2016, Zhang et al. 2017). Ces fonctions pourraient prendre en compte les travaux plus anciens 

de Piferrer et Callard (1992) qui avaient montré un effet inhibiteur du tissu épigonal sur la 

s th se de l ADN des stes p ioti ues chez Squalus acanthias et qui passerait par la 

i ulatio  sa gui e. Il se ait i t essa t d tudie  les p ofils d e p essio  espe tifs des deu  

transcrits de SDF-1 au sein du testicule de roussette. La présence de la forme de SDF-1 avec 
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un domaine transmembranaire dans le testicule serait plutôt attendue dans la niche germinale 

où elle pourrait, de par son interaction avec CXCR4, jouer un rôle dans le homing et le maintien 

des SSCs au sein de la niche. Etonnamment, cette séquence avec domaine transmembranaire 

a pas t  ide tifi e da s le t a s ipto e de i he testi ulai e, ais ela este à ifie  pa  

PCR en temps réel. 

Ainsi, cette étude révèle deux transcrits de SDF-1, une chimiokine sécrétée chez les Vertébrés 

mais qui présenterait également une forme membranaire chez les Elasmobranches. Ces 

premiers résultats suggèrent une possible implication de la voie de signalisation CXCR4/SDF-

1 dans le « homing » des SSCs dans la niche germinale chez la petite roussette. Enfin, leur 

expression reste à étudie  au ou s de la ig atio  ge i ale hez l e o  pou  alue  

leur possible rôle dans la migration des PGCs chez un Chondrichtyen.  
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Figure 25 : Identification des séquences CXCR4 et SDF-1 (CXCL12) chez la petite roussette S. 

canicula. 

A. Séquence protéique du récepteur couplé à la protéine G, CXCR4, identifié chez la petite roussette, 

et mise en évidence de ses sept domaines transmembranaire (en bleu) caractéristiques de cette 

famille de récepteur. 

B. Alignement des deux séquences protéiques du ligand SDF-1 identifiées chez la petite roussette 

(soulignées) avec les séquences SDF-1 d aut es esp es i lua t des Chondrichtyens, des poissons 

téléostéens et des Sa opt gie s. L e ad  ouge ep se te le do ai e t a s e a ai e 
identifié dans une des séquences de S. canicula qui a été également retrouvé chez la raie L. erinacea 

et le requin baleine R. typus. Les quatre cystéines conservées caractéristiques des chimiokines CXCL 

sont indiquées par des astérisques.  
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Figure 26 : Immunolocalisation de SDF-1 et CXCR4 dans le testicule de roussette adulte. 
Immunolocalisation de SDF-1 par un anticorps polyclonal de lapin anti-SDF-1 humain (Fig. 2A-C) et de 

CXCR4 par un anticorps monoclonal de rat anti-CXCR4 de souris (Fig. 2D-E). Une contre coloration a 

t  alis e a e  de l h ato li e de G oat pou  a ue  les o au  e  leu. Les sultats so t 
présentés pour la zone A0 contenant la niche germinale et les SSCs (Fig. 2A et Fig. 2D) et la zone A- 

(Fig. 2B-C et Fig. 2E-F  où les spe atogo ies s o ga ise t e  stes. Pou  “DF-1, un marquage est 

o se  au i eau de l i te stitiel, ota e t au i eau des ellules p ricystiques et endothéliales 

(Insert). Pour CXCR4, un marquage est observé au niveau des spermatogonies (Flèches noires). Un 

marquage aspécifique des érythrocytes est également observé (Flèche blanche). Les contrôles négatifs 

ne présentent aucune coloration (non présenté).  
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Figure 27: Détection de CXCR4 et SDF-1 dans des cultures de cellules souches spermatogoniales de 
roussette. 

I u o to hi ies alis es su  des ultu es d une semaine de cellules souches. A. Localisation de 

SDF-1 (vert), CXCR4 (rouge), des noyaux (bleu, DAPI) et superposition des images. B. Localisation de 

SSEA4 (vert), CXCR4 (rouge), des noyaux (bleu, DAPI) et superposition des images. Les a es d helle 
représentent 40 µm. 
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CHAPITRE 4 

 

Shark peptides induce insulin secretion in in vitro and in vivo 

mammalian model. 
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E  , le o e de pe so es attei tes d u  dia te de t pe  T DM  est esti  

à  illio s et e hiff e e esse d aug e te  O ga isatio  Mo diale de la “a t . Cette 

pathologie est caractérisée par une hyperglycémie chronique principalement due à une 

insulino- sista e, est-à-di e u e pe te de la se si ilit  à l i suli e des ellules. De e fait, 

les ellules β des îlots de La ge ha s i suli o-sécrétrices) du pancréas vont produire 

da a tage d i suli e h pe i suli is e  pou  po d e à l h pe gl ie e ge d e pa  

l i suli o- sista e jus u à e u elles fi isse t pa  s puise . La p odu tio  d i suli e 

devient alors insuffisante conduisant à une accumulation de glucose dans le sang 

h pe gl ie . Aut e e t dit, l i suli e est p oduite en quantité insuffisante face à une 

de a de i suli i ue i po ta te. Quat e g a ds g oupes d a tidia ti ues o t d jà t  

caractérisés pour le T2DM : les s talogues de l i suli e, les se si ilisateu s à l'i suli e, les 

inhibiteurs de glucosidase et les incrétines (Bosenberg and Zyl, 2008). Ces différents 

antidiabétiques vont agir à différents niveaux dans le mécanisme cellulaire de sécrétion de 

l i suli e, tous i duisa t u e aug e tatio  de la s tio  d i suli e pa  les ellules β des îlots 

de Langerhans et de ce fait diminuant la glycémie des individus. 

 

‘ e e t, plusieu s peptides d o igi e a i e o t aussi t  ide tifi s pou  leu  

efficacité dans la gestion du diabète de type 2 (Xia et al., 2017). Chez le saumon (Oncorhynchus 

kern  pa  e e ple, des oligopeptides issus d h d ol sats de la peau i duise t u e di i utio  

du glucose sanguin chez des rats diabétiques (Zhu et al., 2010a). La petite roussettte 

Scyliorhinus canicula présente, elle aussi, un grand intérêt dans la recherche de peptides à 

potentiel antidiabétique. En effet, les Chondrichtyens, poissons cartilagineux comprenant les 

raies, les requins et les chimères, constituent le groupe le plus éloigné des Mammifères 

possédant une glande pancréatique distincte avec une conservation des caractéristiques 

moléculaires, cellulaires, hormonales et fonctionnelles (Youson and Al-Mahrouki, 1999). 

Quatre types cellulaires présents également chez les Mammifères au niveau pancréatique ont 

été décrits : les ellules α p oduisa t le glu ago , les ellules β s th tisa t l i suli e, les 

ellules δ p oduisa t la so atostati e et les ellules ϒ à l o igi e de du pol peptide 

pancréatique (Kobayashi and Syed Ali, 1981). De plus, des études ont également confirmé les 

p op i t s h pogl ia tes de l i suli e hez deu  e ui s (Anderson et al., 2002). 
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Dans cette étude, nous nous sommes intéressés à 6 peptides (Pep14, Pep16, Pep18, 

Pep20, Pep21 et Pep28) provenant de la petite roussette Scyliorhinus canicula afin de tester 

leur capacité à réguler le métabolisme glucidique de Mammifères. Nous avons testé leur 

apa it  à i dui e la s tio  d i suli e in vitro su  u e lig e de ellules β pa ati ues de 

rat (RIN5F) et in vivo sur des souris ayant un diabète induit par traitement à la streptozotocine 

(STZ). Les résultats in vitro o t o t  ue tous les peptides pe ettaie t d aug e te  la 

s tio  d i suli e a e  des i du tio s jus u à  fois sup ieu es à l i duction contrôle. In 

vivo, deux types de tests ont été réalisés, la mesure de la glycémie (OGTT) et la mesure de 

l i suli ie ITT  suite à u e ad i ist atio  de glu ose. Co e atte du, les i di idus o  

diabétiques, ont gardé leur capacité à sécréter de l i suli e et de e fait so t apa les de 

gule  apide e t leu  gl ie a e  u  pi  gl i ue ui e de pas ,  g/dL. Les 

souris diabétiques non traitées ou traitées avec le tampon (ammonium bicarbonate 0.1N) 

présentent une hyperglycémie avec un pic glycémique respectivement de 350,2mg/dL et de 

, g/dL et o t pe du leu  apa it  à s te  de l i suli e. Au u  effet est o se  au 

niveau de la glycémie pour le peptide Pep16 ainsi que pour les peptides Pep14, Pep20 et 

Pep21. En revanche, les souris diabétiques traitées avec le peptide Pep18 ont récupéré leur 

apa it  à gule  leu  gl ie et à s te  de l i suli e. Ces sultats s a e t t s 

prometteurs car les individus traités avec Pep18 retrouvent une glycémie équivalente à celle 

observée chez les individus non diabétiques, comme il a été décrit pour les antidiabétiques 

présents sur le marché (Tahara et al., 2008). De plus, alors que de nombreux sécrétalogues 

ainsi que des thiazolidinediones induisent une prise de poids lors du traitement (Provilus et 

al., 2011), o  peut ote  ue le t aite e t a e  Pep  i duit pas e t pe d  effet se o dai e 

su  la p iode tudi e. E fi , il se ait i t essa t de ega de  l effet de Pep  da s u  od le 

présentant une insulino résistance tel que les diabètes STZ induit couplés à un régime riche en 

lipides ou des souris génétiquement modifiées telles que les souris ob/ob ou les souris db/db. 

Dans cette étude, nous avons montré la capacité de 6 peptides issus de la petite 

roussette S. canicula à induire la sécrétion d i suli e in vitro. Nous avons confirmé cet effet in 

vivo pour le peptide Pep18 avec une diminution de la glycémie et une récupération de la 

apa it  à p odui e de l i suli e hez des sou is p se ta t u  dia te de t pe . Ces sultats 

sont donc prometteurs et révèlent un nouveau candidat potentiel pour le traitement du 
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dia te de t pe . Il se ait i t essa t de d te i e  à uel g oupe d a tidia ti ues pou ait 

t e atta h  Pep  e  e plo a t so  ode d a tio . 
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Introduction 

Glucose is a key element in the regulation of the energy metabolism that is highly conserved through 

the species. In Mammals, the pancreas synthetizes two polypeptides regulating the circulating blood 

glucose level: the h pe gl ae i  glu ago  p odu ed  the α-cells and the hypoglycaemic insulin 

ge e ated  the β- ells. The e ha is s  hi h glu ose o t ols β ell fu tio  a e o ple  (Fu et 

al., 2013). Under elevated blood glucose levels, but also under the direct influence of food in the 

digestive tract, insulin secretion is stimulated, allowing the storage of glucose and of the end products 

of digestion of carbohydrate foods. In order to maintain a stable glucose level, sensors will measure 

the amount of glycaemia and inform the β ells to i du e i suli  se etio .  High glu ose i flu  i  β-

cells is ensured by the glucose transporter GLUT2 constitutively expressed. Glucose is then 

immediately phosphorylated by the glucokinase, leading to the activation of   glycolysis producing 

pyruvatebwhich is oxidized through the mitochondrial tricarboxylic acid cycle to produce the 

Adénosine-TriphosPhate (ATP). Increased ATP production induces a decrease in the ADP / ATP ratio 

leading to the closure of the ATP-dependent potassium channel (K+ channel), a hetero-octamer 

channel composed of four subunits Kir 6.2 and four regulatory subunits SUR1. This closure generates 

a depolarization of the membrane allowing Ca2+ voltage-dependent channel opening, and increasing 

intracellular calcium. Calcium flux stimulates the release of insulin by exocytosis of insulin granules. 

Insulin is then release into the blood and bind to its receptors (IR-A, IR-B) in the different specific organs 

li e , skeletal us le…  to i du e glu ose absorption and storage. The perfect control of this process 

is crucial to avoid hypoglycemia or diabetes. Type-1 diabetes is an immune-associated destruction of 

pa eati  β ells lassi all  o side ed to o u  sudde l  i  late hildhood o  i  adoles e e 

(Daneman, 2006) whereas type 2 diabetes results from insulin resistance and β-cell dysfunction (Kahn, 

2003). The prevalence of type 2 diabetes mellitus (T2DM) is a global health problem with 422 million 

of persons impacted in the world in 2014 (World Health Organization) and insulin resistance is the 

main metabolic abnormality of T2DM. That is why different treatment approaches were developed, 

based on insulin-sensitizing agents (Buchner et al., 2015) or on molecules increasing  insulin secretion. 
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The first type of these molecules is called i eti -like , they are mimetics of natural incretin 

hormones whose effects has been defined as postprandial enhancement of insulin secretion by gut-

derived factors (Drucker, 2006). The second type of molecules, the sulfo lu ea-like , have the 

particularity to be effective in absence of glucose since they are SUR1-agonists able to induce the K+ 

channel closure without the need for ATP from glycolysis (Sola et al., 2015). Marine proteins or 

peptides are increasingly studied for their therapeutic properties, including antidiabetic molecules 

isolated from sharks. Recently, a peptide from the shark Chiloscyllium plagiosum liver has shown 

interesting activity against type 2 diabetes (Liu et al., 2014; Li et al., 2015) by improving insulin 

secretion and decreases blood glucose level. This peptide, derived from a TBC1D15 protein, also repairs 

damaged pancreatic tissue in type 2 diabetic mice and reduces metabolism disorders associated with 

T2DM such as hepatic steatosis (Liu et al., 2014). Another studies have revealed the antidiabetic effect 

in streptozocin-diabetic mice of a shark (Squalus mitsukurii) liver peptide (S-8300) (Huang and Wu, 

2005) and its ability to decreased Fas expression in alloxan-diabetic mice by preventing apoptosis of 

pancreatic cells (Huang and Wu, 2009). 

Chondrichthyes (sharks, skates, rays and chimeras) are the most distant group relative to Mammals 

possessing a distinct pancreatic gland with conservation of molecular, cellular, hormonal and 

functional features (Youson and Al-Mahrouki, 1999) including hypoglycemic effects of insulin 

(Anderson et al., 2002) . Four distinct cell types are well conserved from Mammals to Chondrichthyes: 

α- ells p odu i g glu ago , β-cells producing i suli , δ-cells producing somatostatin and ϒ-cells 

producing pancreatic polypeptide (Kobayashi and Syed Ali, 1981). It has been shown from a long time 

that the little shark, Scyliorhinus canicula has a quite low glucose plasma levels and important 

hypoglycemia tolerance (Zammit and Newsholme, 1979) and that its modification of glucose level by 

insulin secretion was  linked to seasonal variations associated to the gonadal development (Gutiérrez 

et al., 1987). Others studies performed on vertebrates also revealed that  the testicular Sertoli cells  by 

secretion of anti-inflammatory and immunomodulatory factors could improve T2D treatment (Luca et 

al., 2001, 2014; Fallarino et al., 2009). Because the structure and the function of the pancreas are so 
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highly conserved from Chondrichthyes to Mammals, we have investigated glycaemia-regulating 

peptides isolated from tissues of Scyliorhinus canicula. In the current study, six peptides with 

antidiabetic function were identified and their corresponding chemically-synthesized forms were 

tested for their role on in vitro and in vivo insulin secretion. We demonstrated the capacity of the six 

peptides (Pep14, Pep16, Pep18, Pep20, pep21 and Pep28) from to induce insulin secretion on rat 

pancreatic beta cell line (RIN5F). We have also brought out the impact of Pep18 on the insulin secretion 

on in vivo mice model and the encapsulation of peptides by ionotropic gelation was performed in order 

to improve Pep18 effect. Finally, the mechanism of action of the different peptides was investigated. 

 

Materials and methods 

Peptides 

A screening on different Scyliorhinus canicula tissues was performed by HPLC method. Tissues were 

dissected from mature male (n=30 animals), frozen and then ground in liquid nitrogen, homogenized 

in cold 0.1% TFA (Trifluoroacetic acid) at a 1:10 (w/v) ratio and centrifuged for 20 min at 35,000 g at 

4°C. The supernatants were concentrated on Sep-pak C18 cartridges (Waters) and dried in a speed-

vacuum. From Epididymis and testicular extracts, a first set of 50 HPLC runs was performed using MNon 

C18 column (Macherey Nagel) with a 1.33% acetonitrile (ACN)/min gradient from 0 to 60% in 0.1% 

TFA. Thirty two (32) fractions have been tested on in vitro insulin secretion assays. Positive epididymis 

fractions were further fractionated on C18 column with a 1.25% ACN/min gradient from 0 to 70% in 

10 mM ammonium acetate. After 10 HPLC runs, the 35 collected fractions were assayed for in vitro 

insulin secretion. For the first testicular fractions, two of them were further fractionated on C8 column 

with a 0.25% ACN/min gradient from 16 to 43% in 0.1% TFA. For a set of resulting active fractions, a 

third HPLC separation was performed on C8 with a 20 min isocratic gradient of 36% ACN in 0.1% TFA. 

Final active fractions were analyzed by mass spectrometry carried out on an AB Sciex 5800 proteomics 

analyzer equipped with TOF/TOF ion optics and OptiBeam on-axis laser irradiation with 1000 Hz 
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repetition rate. Peptide identification was generated using the Mascot 2.4.0 program (Matrix Science) 

search on a dogfish transcript libraries database provided by S. Mazan (Coolen et al., 2007). Six 

peptides (Pep14, Pep16, Pep20, Pep21, Pep18, and Pep28) were highlighted presenting an activating 

effect on the insulin secretion in vitro. Pep14, Pep16, Pep20, and Pep21 were identified from testis 

fractions and Pep28 from an epididymis fraction. Precursors were identified as an Ran-binding protein 

for Pep14 precursor (pPep14), Cyclophilin A for pPep16 the same cold inducible protein for pP18, 

pPep20, pPep21, and a Heat shock protein for pPep28. 

 

In vitro stability of the peptides 

Peptides were synthetized by Proteogenix (Schiltigheim, France) with a purity >85%. Kinetic stability 

of the peptides in different buffers was evaluated. Incubations of peptides for three concentrations 

(1 mg/ml ; 15 µg/ml ; 100 mg/ml ) was performed during 8h and 24h at 4°C or at room temperature in 

0.1 N Ammonium bicarbonate or in 0.9% NaCl . At the end of the incubation, 10 µL of each sample   

was diluted in 20% methanol containing/0.5% acetic acid buffer (v/v). The analyses were performed 

by reversed-phase liquid chromatography followed by electrospray ionization (ESI) in the positive 

mode and mass spectrometry (MS) detection. Data were acquired and processed using Hystar 3.2 and 

QuantAnalysis (Bruker), respectively. HPLC separation was performed with a solution of 20% (V/V) 

acetonitrile (Ref. 34851, Sigma Aldrich, France)/0.1% formic acid (Sigma Aldrich, France) in water (Ref. 

34877, Sigma Aldrich, France). The reversed phase mode was selected (Acclaim C18; 5 µm, 100 x 2.1 

mm, Dionex). The injected volume of sa ple as  µL a d the full loop  ode as applied. The M“ 

and MS/MS parameters were optimized with a standard solution of peptides at 10 µg/mL in 

water/acetonitrile (50/50, v/v) containing 0.1% of formic acid. For each peptide, the most abundant 

ion formed in simple MS was selected for MS/MS fragmentation. In order to increase the sensitivity 

and the specificity of the method, the multiple reaction monitoring mode (MRM) was operated under 

specific fragmentations of each compound in MS/MS. The most specific daughter ions formed in 

MS/MS were used for quantification 
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Cell culture 

The RIN-5F cell line was obtained from ATCC (LGC Promochem, France). This cell line, able to produce 

and secrete insulin, is a clone derived from the RIN-m rat islet line [Gazdar AF, PNAS, 1980, 77:3519]. 

The cells, cultured as adherent cells, were amplified in RPMI-1640 medium (Lonza, France) 

supplemented with 2 mM L-glutamine (Lonza, France), 10 mM Hepes (Lonza, France), 1 mM Na 

Pyruvate (Lonza, France), 4.5 g/L glucose (Sigma-Aldrich, France), 1.5 g/L sodium bicarbonate (Sigma, 

France) and 10% fetal calf serum (FCS; Ref. DE14 801F, Lonza, France) under a 37°C, 5% CO2 humidified 

atmosphere. 

 

In vitro insulin secretion assays 

Fo  β-cell insulin secretion assay, cells were seeded at 2x105 cells/ml/well into 24-multiwell plates 

(200µl). Monolayers of cells were then cultured for 96 h at 37°C. Cells were washed three times with 

KRB buffer (500 µL) (115 mM NaCl, 1.2 mM KH2PO4, 4.7Mm KCl, 1.28 Mm CaCl2, 1.2 mM MgSO4-7H2O, 

24 mM NaHCO3, 0.1% BSA, 1.1mM Glucose, 10 mM HEPES, pH= 7.4) and incubated with 200 µL of KRB 

buffer at 37°C. After 40 min, the buffer was replaced with 200 µL of KRB buffer containing the 

treatment solution. Negative controls were KRB buffer alone (data not shown), 0.1% DMSO or 0.3µM 

ammonium bicarbonate and positive controls were repaglinide at 600 µM or glibenclamide at 600µM. 

The test substances were tested at different concentrations ranging from to 10 nM to 250 µM. Peptides 

were solubilized in ammonium bicarbonate, repaglinide and glibenclamide were solubilized in DMSO. 

After an incubation of 20 min, cell culture media were collected and duplicates were pooled. A 

centrifugation step (200 g, 5 min, RT) was then performed and supernatants stored at -20°C until 

analysis of insulin concentrations by ELISA assay. 

 

Insulin assay by ELISA 
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I suli  o e t atio  as ua titated usi g the ELI“A kit ‘at I suli  ELI“A  Me odia, “ ede  

a o di g to supplie s i st u tio s. I suli  assa  as ealized o   µL of pu e supe natants (excepted 

for supernatant of cells treated with Repaglinide that were diluted in calibrator 0). Optical density was 

read at 450 nm using a Multiskan EX ThermoLabsystems. For each, a calibrator curve and controls (KRB 

alone, Repaglinide and solvents  as pe fo ed. The dete tio  li it as .  μg/L. 

 

Animals and diabetes induction 

Eight-week-old C57/BL6 mice purchased from Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle, France) were used in 

this study. The mice were housed and fed under specific pathogen-free conditions. In vivo studies were 

in compliance with National Animal Care and use committee guidelines (KELIA committee ref 69). 

Diabetic males were obtained by 3 weekly intraperitoneal administrations of low-dose streptozotocin 

(STZ, 60 mg / kg). STZ treatment induces a pa tial dest u tio  of pa eas β ells. Mi e ith a gl ae ia 

≥ 160mg/ml had been considered as diabetic. The STZ treatment had led to the development of type 

2 diabetes at a frequency of 92.8%. Non diabetic mice were obtained by the injection of sodium citrate 

buffer instead of the streptozotocin. 

 

In vivo tests of glycaemia and insulin secretion 

The non diabetic group was removed by a first randomization before injections of STZ. Then all mice 

that were considered as diabetic were randomized into 5 groups: non treated diabetic, diabetic treated 

vehicle (AB 0.1N), diabetic treated Pep18, diabetic treated Pep16 and diabetic treated glibenclamide. 

Glibenclamide, an antidiabetic of sulfunylureas family had been used as positive control. Peptides were 

administrated daily by intraperitoneal injections during 29 days. OGTT (Oral Glucose Tolerance Test) 

had been performed to measure the capacity of the mice to eliminated glucose as described below. 

Overnight fasting mice were treated and filled up with glucose (2g/kg). Submandibular blood samples 

had been collected in kinetic just before the administration of glucose (T-60min or T-30min) and at 
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different times (T30min, T60min, and T120min) after the glucose administration (T0). For ethics 

reasons, two sub groups of mice were carried out by treatment in order to limit blood sampling. Each 

mice sub group was collected one time in two, alternately. Conveniently and for ethical reasons, 

samples collected at T-60min and T-30min to verify mice diabetes was used as glucose level reference 

for T0 time. To measure blood glycemia, a drop of blood was then deposited on the measuring device 

OneTouch® UltraEasy. Blood samples were also collected from the submandibular vein by needle in 

lithium heparin tubes to measure the circulating insulin. Kinetic was performed at different times (T-

60min, T15min, T30min, T60min, T90min and T120min). Plasma was collected by centrifugation and 

i suli  o e t atio  as dete i ed  ELI“A assa  i e Ult ase si le ELI“A  kit, Me odia). 

 

Formulation of nanoparticles (NP) by ionotropic gelation 

NPs were prepared based on the ionotropic gelation method (Calvo and Remunan-Lopez, 1997) with 

a small modification. The method was based on electrostatic interactions between the amine group of 

Chitosan (CS) and the negatively charged group of Tripolyphosphate (TPP) as a polyanion. During the 

process involving chemical reaction, CS undergoes ionotropic gelation and precipitates to form 

spherical particles that were distinguishable by opalescence of solution. Low molecular weight of CS 

was dissolved in Milli-Q water containing 0.4% acetic acid to a concentration 2.8mg/ml. TPP was 

dissolved in Milli-Q water with a concentration of 1.75 mg/ml and Pep18 was added to a concentration 

of 2mg/ml. The peptide/TPP solution was added drop-wise into chitosan solution under continuous 

stirring at 220 rpm for 45 min at room temperature (chitosan/TPP mass ratio = 4:1 and a 

chitosan/peptide mass ratio = 14:1). The resulting opalescent of suspension was evaluated by 

measuring the turbidity (OD 500 nm) of the solution. NP suspensions were centrifuged at 24,000 g for 

30 min at 10°C and rinsed in deionized water. Supernatants of both centrifugations were used for the 

measurement of free peptides by absorbance measurement (OD at 210 and at 250 nm). 

 

In vivo peptides stability (HPLC-MS/MS analysis) pharmacokinetic 
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CD-1 mice (RjOrl: SWISS; 6 weeks old) were purchased from Janvier Labs (St Genest, France). The day 

before the experiment, mice were randomized in 3 groups of mice, one composed of 3 mice (control 

group for T0) and 2 groups of 12 mice according to body weight criteria (homogenous average mass in 

each group). Each group of 12 mice were randomized in four sub-groups (3 mice/sub-group). 

The experimental groups were defined as described : Group 1 (sub-groups 1a, 1b, 1c and 1d) treated 

with Pep18 free peptide by PO injection at 10 mg/kg; Group 2 (sub-groups 2a, 2b, 2c and 2d) treated 

with Pep18 encapsulated peptide by PO injection at 10 mg/kg. The last remaining group of three mice 

corresponds to the untreated mice used for the T0 blood collection time. For the pharmacokinetic 

study, blood samples were collected before administration (T0) on three mice by exsanguination, mice 

were anesthetized under isoflurane (Belamont, France). Then, at time 30 min, 1h, 2h, 4h, 16h, 24h, 

48h and 72h after treatment, blood samples were collected. Three levels per mouse were performed. 

A minimum of 150 µL of blood was collected from the submandibular vein by needle in lithium heparin 

tubes (Centravet, France) at the first collection time (T30min, T1h, T2h and T4h), and, by 

exsanguination and immediately transferred on lithium heparin tubes at the second time (T16h, T24h, 

T48h and T72h). For cardiac puncture of blood, mice were anesthetized under isoflurane. Plasma 

samples were prepared as soon as possible after blood collection (within 1h post collection). Samples 

were centrifuged for 10 min at 1,000 g (4°C). All the plasma was collected in dry microtubes and stored 

at -20°C until the extraction procedure. Seventy-five (75) µL of plasma sample or standard solution 

were extracted by 75 µL of the extraction buffer (20% methanol/0.5% acetic acid) and then 

centrifugated for 15 min at 14.000 rpm at 4°C. Seventy-five (75) µL of supernatant were then 2-fold 

diluted in 75 µL of injection buffer and 20 µl was injected into the HPLC-MS/MS system. The analysis 

was performed by reverse-phase liquid chromatography followed by electrospray ionization (ESI) in 

the positive mode and mass spectrometry (MS) detection. Tandem mass spectrometry (MS/MS) was 

used to increase specificity and sensitivity. The detection was carried out with Amazon SL Ion Trap 

(Bruker) as mass spectrometrer. Data were acquired and processed using Hystar 3.2 and QuantAnalysis 

(Bruker) respectively. The concentration of peptide was determined in each sample according to the 
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standard curve. The maximal concentration (Cmax), the exposure time (area under the kinetic curve, 

AUC0-24h) and the half-life time (T1/2 hours) were evaluated. Two (2) conditions were tested: group 1, 

Pep18 free peptide PO injection 10mg/kg and group 2, Pep18 encapsulated PO injection 10 mg/kg. 

Blood sample collection was performed at different times: 30min, 1h, 2h, 4h, 16h, 24h, 48h, 72h. 

 

Results 

In vitro insulin secretion assays on RIN5F pancreatic rat cells. 

In the Peptisan project, a large screening by HPLC method was performed in different S. canicula 

tissues to highlight potential antidiabetic peptides. Final active fractions were analyzed by mass 

spectrometry and peptide identification was generated using the Mascot 2.4.0 program (Matrix 

Science) search on a dogfish transcript libraries database provided by S. Mazan (Coolen et al., 2007). 

Preliminary studies highlighted six peptides (Pep14, Pep16, Pep20, Pep21, Pep18, and Pep28) 

presenting a potential activating effect on the insulin secretion in vitro. To optimize peptide activity, 

we first performed peptides stability tests in different buffers. We showed that all peptides presented 

a high stability (>85%) for a 24h incubation at room temperature in Ammonium bicarbonate 0.1N. This 

buffer was therefore chosen as vehicle for in vitro and in vivo assays. Then, in vitro experiments by 

ELISA tests revealed that the six selected peptides induced an interesting increase in insulin secretion 

on the RIN5F cells with different induction profiles (Figure 2). For Pep14, Pep16, Pep18 and Pep20, a 

2-fold increase of relative insulin secretion to the control (red line) was observed for low doses of 

treatment (0.01 to 10µM, 0.01 to 1µM, 150µM and 0.01 to 0.05 µM, respectively) followed by insulin 

secretion decreases at higher doses. On the other hand, Pep28 and Pep21 present a dose-response 

effect with Pep28 showing a significant increase in insulin secretion at 50 µM and Pep21 at 150 µM. 

These results allowed us to classify the peptides in two groups according to their efficient 

concentrations. The first group, corresponding to Pep21 and Pep28, induced a 2.5 to 3-fold increase in 

insulin secretion comparatively to control (buffer) at a concentration of 250 µM. The second group 

(Pep14, Pep16 and Pep18 and Pep20) induced a 2 to 3.5-fold increase in insulin secretion 
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comparatively to control at a lower concentration, between 0.01 µM and 5 µM. Positive controls have 

shown a 2.75-fold increase of insulin secretion with 600 µM repaglinide and a 1.46-fold increase of 

insulin secretion with 600 µM glibenclamide. 

 

In vivo glycaemia assays 

In vivo effects of Pep18 and Pep16 have been evaluated in STZ-induced C57Bl/6 diabetic mice 

(figure3).. C57/BL6 mice were treated with three injections of streptozotocin at low doses (60mg/kg) 

to induce type2 diabetes that was confirmed by histological pancreas analyses where we observed a 

pa tial deg adatio  of β ells islets supple e ta  data . Mo eo e , e ause Pep18 is originated from 

the Scyliorhinus canicula testes, histological testis analyses were also performed and show that at the 

end of the experiment (D35) the Pep18 treated mice do not present any spermatogenesis defects 

(supplementary data). Finally, the daily monitoring of the weight (supplementary data) and the general 

state of health strongly suggest that Pep18 does not present toxicity in mice. After the first day of 

treatment by peptides or Glibenclamide  (D1),  the group of diabetic mice presented similar fasting 

glycemia compared to  non diabetic mice when measured before glucose administration (Figure 3A). 

Thirty minutes after glucose administration (T30min), as expected, non diabetic mice have regulated 

their glycemia (181.8 mg/dL) compared to diabetic mice and control (AB) diabetic mice that presented 

a blood glucose concentration about 2 fold higher (350.2 mg/dL and 426.8mg/dL respectively). At 

T30min, Pep18-treated diabetic mice have shown  a significant lower glycemia (109 mg/dL) compared 

to non diabetic mice (181.8 mg/dL) and to glibenclamide-treated diabetic mice (291.2 mg/dL). No 

significant decrease in glycemia was observed for Pep16-treated diabetic mice compared to diabetic 

or control (AB) diabetic mice. At T60min, the glycemia of Pep18-treated diabetic mice was not 

significantly different from that non diabetic mice whereas the other groups still had a higher glycemia. 

Finally, at T120min, glycemia of the different groups return to the baseline around 100mg/dL. After 

ten days of treatment (D10) of mice with peptides or Glibenclamide, the OGTT results shown, as 

previously observed at D1, a fast regulation of the glycemia, observed at T30min, in non diabetic mice 
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and in Pep18-treated diabetic mice compared to other groups, confirming efficacity of Pep18 (Figure 

3B). It was also noticed that Glibenclamide was less efficient to regulate glycemia of diabetic mice at 

D10 compared at D1. As for Pep16, no modification of the glycaemia was observed for Pep14-, Pep20- 

or Pep28- treated mice (data not shown). At day 35 (D35) another OGTT was performed six days after 

the end of the treatment (data not shown). At T30min post glucose administration, Pep18-treated 

diabetic mice shown a glycemia (310.71mg/dL) significantly lower (P<0.05) than diabetic mice (367.8 

mg/dL) and control (AB) diabetic mice (387 mg/dL). However, at T30min Pep18 diabetic mice glycaemia 

is significantly higher (P<0.01) than that non diabetic mice (164 mg/dL). Accordingly, to these in vivo 

results, only Pep18 was tested for in vivo insulin secretion tests. 

 

In vivo insulin secretion assays 

Insulin concentrations were analyzed on Pep18 treated mice to determine if the regulation of the 

glycemia is due to an increase of insulin secretion or a compensatory mechanism (Figure 4). In non 

diabetic mice, as expected, an insulinemic peak was observed at T15min post-administration of glucose 

followed by a return to the baseline at T30 min. In non treated or vehicle treated diabetic mice 

insulinemia was nul or very low whatever the glucose post-administration time, confirming the 

effectiveness of streptozotocin to induce diabetes. Pep18-treated mice shown a similar insulinemia 

profile than that observed for non diabetic mice with an insulinemic peak at T15min post-

administration of glucose followed by a return to the baseline at T30 min. A large standard deviation 

in the group of Pep18-treated mice  was observed at T15min due to a strong insulin secretion of one 

mouse however, all mice of this group have a T15min insulinemia superior to 0.38µg/mL which is 

largely superior to the insulinemia value observed at T15min in diabetic control mice (values below the 

detection threshold). 

 

Encapsulation and pharmacokinetic 
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Peptides were encapsulated by ionotropic gelation, a method based on chitosane / tripolyphosphate 

(TPP) nanoparticles. Two protocols were tested for Pep18 encapsulation, when Pep18 is first mix to 

chitosan, only 5,02 % of Pep18 was encapsulated whereas the addition of Pep18 in the TPP first, 

allowed to obtain 51.73% of encapsulated peptide (figure 5). Therefore, this last condition has been 

chosen for the pharmacokinetic assay. Mice were administered with Pep18 free peptide 10 mg/kg or 

with Pep18 encapsulated in nanoparticles (NP-Pep18) 10 mg/kg via per os (PO) injection. For NP-Pep18, 

the fact that 51.73% of the peptide was encapsulated was taken into account in order to properly 

administer a peptide concentration of 10 mg/kg. Pharmacokinetic reveal that there is no difference 

between the release profile of Pep18 free and NP-Pep18 in mice plasma. For both conditions, we 

noticed, from T0h to T2h, a plasma peptide concentration between 1.25 and 1.45 µg/ml, then, at T4h 

a release peak with an increase in peptide concentration to 1.60-1.80 µg/ml. At T16h the peptide 

concentration has decreased (1.14µg/ml) and finally we observed a stabilization of Pep18 plasma 

concentration from T16h to T72h (about 1.10-1.20 µg/ml). However, we can also notice that at the 

time of peak release the maximum peptide concentration that have been recorded is 1.78µg/ml 

corresponding to only 1.64% of the total administered peptide. 

 

Discussion 

In the current study, we examined the capacity of peptides from the little shark Scyliorhinus canicula 

to induce in vitro and in vivo insulin secretion in a mammalian model. Six shark peptides (Pep14, Pep16, 

Pep18, Pep20, and Pep28) were selected based on their ability to induce insulin secretion in vitro. Two 

secretion profiles have been highlighted in vitro. While Pep21 and Pep28 increased insulin secretion in 

a dose-dependent manner, Pep16, Pep18, Pep14 and Pep20 were more efficient at low 

concentrations. In particular, Pep16 and Pep18 showed a maximal induction, similar to 600µM 

repaglinide positive control, for the minimal concentration tested of 0.01µM. Despite our large dose 

range (0.01µM to 100 µM), a decrease of the induction of insulin secretion was observed for the higher 

concentrations tested but could not be observed for the lowest concentration tested, suggesting non-
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monotonic dose-response which can arise from opposing effects induced by multiple targets, cellular 

desensitization or negative feedback with increasing dose as observed for endocrine disruptors 

(Lagarde et al., 2015). As low IC50 are attractive features for bioactive peptides, it would be interesting 

to test even lower doses for these two peptides. 

Type 2 diabetes metillus (T2DM) syndrome is a pathology reclaiming new treatments with fewer side 

effects and easier administration for patients, the oral route being favored. In order to determine the 

antidiabetic potential of candidate molecules, different T2DM models have been described such as 

Streptozotocin (STZ) or Alloxan (ALX) induced diabetic mice or rats, or spontaneous/genetically derived 

diabetic animals (Srinivasan and Ramarao, 2007). All these models present a deficient insulin secretion 

that not allows appropriate glycaemia regulation and/or present insulin resistance preventing glucose 

storage. Chemically induced models (STZ and ALX) develop different types of diabetes depending on 

the drug dosage. Indeed streptozotocin (STZ) was described in the induction of type 1 diabetes by a 

single high dose of STZ at 100-200mg/kg (Ito et al., 1999) or by multiple low doses of STZ (over 5) at a 

concentration range from 20-40mg/kg (Like and Rossini, 1976). On the other hand, low doses of STZ 

can also be used to simulate T2DM in mice  and be effective for therapeutics assays (Reed and Scribner, 

1999). In order to evaluate the impact of our peptides on insulin secretion and to determine if the 

insulin induced secretion was sufficient to decrease diabetic mice glycaemia, in vivo assays were 

performed by Oral Glucose Tolerance Test (OGTT) on streptozotocin induced diabetic mice. The 

induction of T2DM by the STZ was first validated by histological analyzes of the pancreas. In accordance 

to the literature (Garza-Rodea et al., 2010), STZ induced diabetic mice pancreas present partial 

degradation of the Langerhans islets with irregular morphology of residual islet (Diabetic NT acini area 

: 6928 µm2; Non diabetic acini area : 11211 µm2), decrease in number of islet (Diabetic NT : 7.67 

acini/slides; Non diabetic : 9,67 acini/slides) and disruption of islet architecture (supplementary data 

2). Secondly, the glycaemia obtained at T30min during the OGTT for non-treated STZ induced diabetic 

mice (360mg/dL (D1) – 303mg/dL (D10)) were close to that observed in other T2DM models: alloxan 

i du ed dia eti  i e gl ea i  peak ≈ ol/L =  g/dL  (Schulte in Walde et al., 2002) and, 
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st eptozoto i  a d i oti a ide i du ed dia eti  i e ≈ g/dL  (Tahara et al., 2011). Finally, the 

sharp decrease in insulin secretion observed in our STZ-induced diabetic mice after glucose 

administration (< 0.15 µg/L) confirmed the incapacity of the mice to secrete enough insulin to regulate 

their glycaemia in control conditions. Due to the encouraging results obtained in vitro, the antidiabetic 

potential of Pep16 and Pep18 peptides was tested in vivo on this diabetic mouse model. 

In vivo OGGT revealed, at the first day of treatment, that Pep16 showed no effect on the regulation of 

mice glucose level. The same results were observed for Pep14, Pep20, Pep21 and Pep28 (data not 

shown). In contrast, Pep18 induced an important blood glucose decrease in diabetic mice thirty 

minutes after glucose administration, to retrieve a basal value at T120min. Interestingly, glycaemia 

obtained at T30min is lower than the one observed in glibenclamide treated diabetic mice and lower 

or similar to the non-diabetic mice at D1 and D10 respectively. Studies on antidiabetics in use reveal 

an efficacy on glycaemia regulation close to what has been observed for Pep18. Indeed, after a liquid 

meal tolerance test (LMTT), antidiabetics induce a decrease in plasma glucose level of middly diabetic 

rats (corresponding to T2DM rats) to recover a glycaemia profile close to the non-diabetic rats 

gl e i  peak ≈ -150 mg/dl), as observed for Voglibose (0.3mg/kg), Metformin (300 mg/kg), 

Glibenclamide (3mg/kg), and Sitagliptin (1mg/kg) (Tahara et al., 2008). Moreover, Tahara and 

colleagues also showed that the regulation of the glycaemia observed for those antidiabetic drugs 

were equivalent to an insulin administration of 0.2 IU/kg. Finally, only the administration of 0.5 IU/kg 

of insulin as been described (Tahara et al., 2008) to induce a plasma glucose level lower than that of 

non-diabetic individuals, as observed for Pep18 at D1. Those results revealed the high potential of 

Pep18 to regulate glycaemia in diabetic mice. 

Insulin assays performed at D17 also confirmed the antidiabetic effect of Pep18 which showed an 

increase in insulinemia fifteen minutes after glucose administration (1.09 µg/L) in contrast to diabetic 

mice treated with AB buffer (< 0.15 µg/L). Interestingly, Pep18 treated mice have recovered their 

ability to secrete insulin, indeed there is no significant difference between Pep18 treated mice 

insulinemia and Non diabetic mice insulinemia profiles. These results strongly suggest that the 
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decrease in blood glucose level observed at D1 and D10 is due to an increase in insulin secretion and 

not to a glucose uptake failure or an up regulation of muscle metabolism. 

Because they do not exhibit insulin resistance, ALX and STZ diabetic animals are most widely used for 

screening the compounds including natural products for their insulinomimetic, insulinotropic and 

other hypoglycaemic/antihyperglycaemic activities (Srinivasan and Ramarao, 2007). It is now 

envisaged to validate the potential of Pep18 on type 2 insulin resistance model such as Lepob mice. 

Those mice present inherited autosomal recessive mutation of the Leptin gene inducing a marked 

hyperphagia, a decreased in energy expenditure but also T2DM like syndrome of hyperglycaemia, mild 

impaired glucose tolerance, insulin resistance, severe hyperinsulinaemia, sub fertility and impaired 

wound healing (Srinivasan and Ramarao, 2007) which closely reproduces the characteristics of the 

T2DM patient. 

The interest of finding new antidiabetic molecules is mainly evaluated in relation to their use in human 

therapy. It is therefore important to notice that Pep18 is efficient in vivo at a concentration of 10mg/kg, 

a concentration that can be adapted for human treatment. Indeed, if the same efficiency is confirmed 

in human, the women average weight being 62.4kg and men average weight being 77.4 kg it allows a 

Pep18 administration of about 774 mg/person/meal. This posology is in agreement with the commonly 

used antidiabetic Metformin where an administration of one 500mg or 850mg tablet 2-3 times daily, 

during or at the end of meals is recommended (Food and drug administration (FDA)).  

Moreover, the use of a peptide for a therapy present many advantages compared to others typical 

small molecule drugs that currently make up the pharmaceutical market. Peptides have a great 

potential as therapeutics because of their small size that allow an easy administration, their high 

specificity which lead to a decrease in side effects and toxicity, and a low tissue accumulation (Craik et 

al., 2013). However, they also have some disadvantages especially a low bioavailability and a poor 

metabolic stability compared to other small drugs molecules (<500Da) (Craik et al., 2013). Oral 

bioavailability of peptides is also limited by their degradation in the gastrointestinal tract as well as 

their inability to cross the epithelial barrier (Bruno et al., 2014). Different techniques have been 
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described to overcome peptides poor stability including nanoparticle encapsulation (Renukuntla et al., 

2013). In order to be able to administrate Pep18 orally in vivo, nanoparticle encapsulation assays based 

on chitosan were developed. Pharmacokinetic of free and Chitosan/Tripolyphosphate (TPP) Pep18 

nanoparticles was performed over a period of 72 hours. Despite a good encapsulation ratio when 

Pep18 is first added to TPP (51.73%), the same release profile was obtained for the non-encapsulated 

form and the encapsulated form in vivo. A peak of amount of the peptides was observed in mice plasma 

at T4h and then a constant flow of peptide was noticed up to 72h. However, at the highest release 

level (T4h), only 1.64% of the injected peptides were found in mice plasma, which is strongly below to 

hat has ee  a hie ed ith the sa e t pe of e apsulatio  fo  i suli  a i u  elease ≈ %  (Pan 

et al., 2002). Neither OGTT nor ITT have been done to determine if this few quantity of this orally-

administrated Pep18 was sufficient to induce a regulation of the glycaemia due to the limited blood 

samples available. Considering the high performance in vitro of Pep18 at very low concentrations, it 

would be interesting to assess if this few amount of available peptide in blood is also able to induce 

insulin secretion and to restore mice glycaemia. As TPP encapsulation did not increased Pep18 

bioavaibility after an oral administration, another type of peptide encapsulation or another technique 

to stabilize Pep18 should therefore be envisaged. Indeed, the oral drug administration remains the 

most preferred mode of drug administration for patients. 

Finally, it would be interesting to determine the mode of action of Pep18 that led to the increase of 

insulin secretion, especially since the two other forms derived from the same precursor did not present 

the same insulin secretion profile in vitro and were not effective in vivo. In the present state of mind, 

four major types of antidiabetic have been described : the insulin secretalogues, the insulin sensitizers, 

the glucosidase inhibitors and the incretins (for review, Bosenberg and Zyl, 2008). As Pep18 induced 

insulin secretion by β pancreatic cells in vitro, its major mode of action probably not correspond to the 

α glucosidase inhibitors which act at the level of the intestinal villi (Ahamad et al., 2011). On the other 

hand, none of the 3 other types of mode of action described for other anti-diabetic drugs, which all 

directly act on β cells islets to induce insulin secretion, can be excluded. 
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To conclude our study revealed the potential of a marine peptide, Pep18, to induce insulin secretion 

on rat beta cell lines, and to restore normal blood glucose level and insulinemia in diabetic mice. In 

addition, this peptide showed highest efficiency at low concentrations in vitro (0.01 µM) so the 

development of stabilization processes for this molecule could offer good perspectives for type 2 

diabetes mellitus oral treatment. 
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Figure legends 

Figure 1: Experimental scheme of in vivo assays. 

Grey arrow represents the experimental scheme of the whole in vivo assay. Annotations above the 

arrow represent the important day of experimentation. The annotations below the arrow indicate the 

manipulations that have been made (STZ injections, OGTT, Insulin assay). Blue arrow represents the 

experimental scheme of the OGTT. 

 

Figure 2: In vitro test of insulin secretion on RIN5F cells after treatment with peptides. 

The peptides tested are Pep14, Pep16, Pep18, Pep20, Pep21 and Pep28. The results are expressed in 

% relative to the vehicle (Ammonium Bicarbonate 0.1N) and the red line represents the control 

induction by the Ammonium Bicarbonate. Statistic test ANOVA by the comparison of different group 

vs Ammonium bicarbonate treated cells. ***= p value <0.001; **= p value <0.01; *= p value <0.05; ns 

= non-significant, and the standard derivation (SD) has been determined (N= 3 ; n=3). 

 

Figure 3: Evaluation of Pep16 and Pep18 in vivo effect on the glycaemia of diabetic mice by Oral 

Glucose Tolerance Test (OGTT) at Day 1 (D1) and Day 10 (D10). 

Mice were not treated or treated with Pep16, Pep18 or glibenclamide (positive control). Treatment 

administration is represented by blue arrow and glucose administration by red arrow. Blood samples 

were performed at 60min before per os glucose administration (T-60min) and at 30min, 60min and 

120min post administration. Glycaemia is expressed in mg/dL. Statistical analyses are presented in the 

table. Statistic test 2-way ANOVA by the comparison of different groups vs Diabetic group treated with 

AB. ***= p value < 0,001; **= p value <0,01; *=p value < 0,05; ns = non-significant; N/A= Not Applicable, 

and the standard derivation (SD) has been determined. (n=10 mice per group) 

 

Figure 4: Effect of Pep18 on insulin blood level at Day 17 (D17) on diabetic mice. 
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Sample kinetic has been performed at 15min 30min, 60min, 90min and 120min post glucose 

administration. Data at T90min and T120min are not shown because no modification on insulin level 

was observed in relative to T60min. Insulin secretion is expressed in mg/dL. Statistic test 2-way ANOVA 

by the comparison of different groups vs Diabetic group treated with AB. a = non-significant; b= p 

value< 0,001, and the standard derivation (SD) has been determined. (n= 10 mice per group) 

 

Figure 5: Long term effect of Pep18 on the glycaemia of diabetic mice by OGTT. 

This experiment was performed at day 35 (D35) corresponding to 6 days after the end of the treatment. 

Sample kinetic has been performed at 30min before glucose administration and at 30min, 60min and 

120min post administration. Statistic test 2-way ANOVA by the comparison of different groups vs 

Diabetic group treated with AB. ***= P< 0,001; **= p<0,01; *=p > 0,05; ns = non-significant, and the 

standard derivation (SD) has been determined. (n= 10 mice per group) 

 

Figure 6: Evaluation of Pep18 encapsulation efficacy. 

Two conditions were tested, the first by adding the peptides to chitosane and the second one by adding 

the peptides to the TPP (tripolyphosphate) (A). Quantity of free peptide was evaluated after 

nanoparticule formation to estimate the encapsulated peptide. Pharmacokinetic was performed with 

Pep18 free peptide and Pep18 encapsulated peptide (NP-Pep18) at 10 mg/kg (B). At different time 

points (T30min to T72h), blood samples were collected in order to evaluate plasma peptide 

concentration. The standard derivation (SD) has been determined. 

 

Supplemental data 1: Evaluation of the effectiveness of the streptozotocin (STZ) in inducing type 2 

diabetes. 

Pancreas were collected at day 45, fixed in Davidson and embedded in paraffin. Three µm sections 

were performed and slides were colored with a Prenant-Gabe trichrome coloration. Observations were 

obtained from three individuals of each different group (n=3). A non-diabetic mice, B diabetic not 
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treated mice, C diabetic ammonium bicarbonate treated mice (AB), D diabetic Pep18 treated mice. 

Several histological abnormalities were detected in diabetic mice especially an increase in destructured 

Langerhans islets and in exocrine cells presenting few or no secretion granules. Pep18 seems having 

no effect on the morphology of the Langerhans islets. * Exocrine secreting cells with few or no 

se etio  g a ules; ** Dest u tu ed La ge ha s islets; *** E pt  La ge ha s islets. 

 

Supplemental data 2: Treated mice weight monitoring. 

Mice were weighed before each oral glucose tolerance test (OGTT). Measures have been performed 

at Day 1 and Day 10 that corresponded to the first and the last day of treatment and at Day 35 that 

corresponded to the 6th day post treatment. The weight evolution is represented for each treated 

group for the different times: non-diabetic mice (n=10), diabetic Ammonium bicarbonate treated mice 

(AB) (n=10) or Pep18 diabetic treated mice (n=11). Mice weight was stable over time and no weight 

difference was observed between the different groups. The vertical bars represent the standard 

deviation (SD). 

 

Supplemental data 3: Evaluation of Pep18 effect on mice testes. 

Testes were collected at day 45 (D45), fixed in Davidson and embedded in paraffin. Three (3) µm 

sections were performed and slides were colored with a Prenant-Gabe trichrome coloration. 

Observations were obtained from 3 individuals of each different group (n=3). A non-diabetic mice, B 

diabetic not treated mice, C diabetic ammonium bicarbonate treated mice (AB), D diabetic Pep18 

treated mice. No effect of Pep18 was observed on spermatogenesis. 
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Evaluation du potentiel anti-cancéreux de deux peptides issus de 

la petite roussette sur des cellules de carcinome pulmonaire 

humain 
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Introduction : 

Le cancer est la deuxième cause de mortalité dans le monde après les maladies cardio-

vasculaires. La recherche de nouvelles stratégies thérapeutiques reste donc primordiale afin 

de lutter contre cette pathologie.  

Les cellules cancéreuses, sont caractérisées par leur capacité à se multiplier anormalement et 

à se propager de façon anarchique suite à une perturbation du métabolisme cellulaire. Ces 

perturbations peuvent être engendrées par des facteurs intrinsèques tels que la mutation de 

gènes comme celui de l APC espo sa le d u e p dispositio  au a e  olo e tal (pour 

revue, Jasperson et al., 2011) ou des facteurs extrinsèques tels que la pollution atmosphérique 

(for review, Parsa, 2012). Les mutations génomiques observées dans les cellules cancéreuses 

concernent notamment des gènes spécifiques du cycle cellulaire comme le pRB, point de 

contrôle de la phase G1 (pour revue, Giacinti and Giordano, 2006) ou des g es d i hi itio   

de l apoptose tel ue la s i e/th o i e ki ase Akt (Carpten et al., 2007). Ces mutations 

engendrent une prolifération anarchique des cellules et un fort signal de survie donnant ainsi 

à la cellule son caractère « immortel ». Pa  la suite, la ise e  pla e d u e o as ula isatio  

tu o ale et l aug e tatio  de l a gioge se à p o i it  de la tu eu , o t alo s pe ett e 

le développement et la propagation de celle- i au sei  de l o ga e i le (Folkman, 1971), 

jus u à le e d e o  fo tio el. De plus, da s e tai s a e s, la p o i it  des aisseau  

sanguins va également permettre aux cellules cancéreuses de circuler via les voies sanguines 

et de générer des métastases (Folkman, 1995). Différents types de traitement anti cancéreux 

ont été caractérisés, certains pour leur effets anti-angiogéniques tel que le Bevacizumab 

(Bonthala Wedam et al., 2006), d aut es pou  leu  effet apoptoti ue o e les liga ds de 

récepteurs de mort cellulaire (Kaufmann and Earnshaw, 2000) mais ces molécules restent à 

l o igi e de o eu  effets se o dai es du fait de leu  o  sp ifi it .  

Au cours de ces dernières années, les requins ont présenté un grand intérêt dans la recherche 

de molécules à potentiel anti-cancéreux. En effet, leur squelette composé exclusivement de 

cartilage, tissu non vascularisé, fut le premier à être étudié pour ses propriétés anti-

angiogéniques (Lee and Langer, 1983). Des mélanges ou des molécules à potentiel 

anticancéreux issues des chondrichtyens ont donc par la suite été mises en évidence de par 

leur propriété anti-angiogénique comme le Néovastat (AE-941), extrait de cartilage de 

Sphyrna lewini ou de  Squalus acanthias (Lane and Hills, 1991) ou la Squalamine, aminostérol 
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identifié chez Squalus acanthias (Sills et al., 1998). Ces deu  p oduits o t fait l o jet d tudes 

li i ues du a e  du pou o  à petites ellules ui so t a i es jus u au stade III pou  le 

Néovastat (Lu et al., 2010) et le stade IIA pour la squalamine (Herbst et al., 2003). L effet a ti-

angiogénique de la squalamine, notamment celle de la choroïde dans le cadre de la MLA, 

passerait par un blocage des canaux ioniques membranaires et une séquestration de la 

calmoduline qui entrainerait u e i hi itio  de l a tio  ellulai e du VEGF (Emerson and Lauer, 

2008). En dehors de ses propriétées anti-angiogéniques, la squalamine présente un effet anti-

microbien de large spectre de par son action sur les membranes biologiques (Zasloff et al., 

2011). 

Le p ojet Peptisa  as  su  l e t a tio  de peptides à pa ti  de diff e ts o ga es d u  petit 

requin, la petite roussette Scyliorhinus canicula, a is e  ide e lo s d u  p e ie  i lage 

sur plusieurs lignées cancéreuses deux peptides (Pep12 et Pep15) à potentiel anticancéreux. 

Dans cette étude, nous avons cherché à déterminer leur action in vitro et in vivo.  La 

démonstration de la capacité de ces deux peptides à diminuer la viabilité de cellules issues de 

carcinome pulmonaire humain (Calu-6) a été investie par test WST1. Le cancer du poumon est 

une cible de choix car il a engendré près de 1,6 millions de décès dans le monde en 2012, soit 

près de 20% de la mortalité mondiale engendrée par un cancer (Ferlay et al., 2015). Par la 

suite, des tests p li i ai es o t t  alis s pou  alue  l effi a it  de Pep  et Pep  in 

vivo chez des souris immunodéficientes présentant une tumeur induite par xénogreffe de 

cellules Calu- . E fi , l tude des a is es d a tio  des peptides a t  i iti e in vitro afin 

de déterminer leur potentiel cytostatique, apoptotique ou nécrotique. Les résultats obtenus 

dans cette étude préliminaire montrent le potentiel de Pep12 à diminuer la viabilité de cellules 

cancéreuses pulmonaires in vitro et une tendance à diminuer le volume tumoral in vivo. 

Cependant des écart-t pes t op i po ta ts e pe ette t pas d o te i  des sultats 

significativement différents des groupes contrôles.  

Ces expériences doivent donc être réitérées avec u  o e d i di idus plus i po ta t pou  

limiter les variations interindividuelles et confirmer le potentiel anticancéreux de ces peptides.  

 

Matériel et méthode 

Peptides 
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Un criblage réalisé sur différents tissus issus de la petite roussette Scyliorhinus canicula a mis 

en évidence deux peptides Pep12 (1614,66 g/mol) et Pep15 (1646,74 g/mol) issus du testicule, 

espo sa les d u e di i utio  de la ia ilit  des ellules a euses issues d u e lig e de 

carcinome pulmonaire humain (Calu-6) in vitro. L a alyse par blast des précurseurs de ces 

peptides a révélé que le précurseur de Pep12 était une protéine à motif de liaison à l'ARN et 

que le précurseur de Pep15 était une ribonucléoprotéine nucléaire hétérogène M.  

 

Culture cellulaire 

La lignée cellulaire de carcinome pulmonaire humain Calu-6 a été obtenue chez ATCC (LGC 

Promochem, France). Ces cellules adhérentes ont été amplifiées dans des flasques T75 dans 

u  ilieu o plet o te a t du ENEM X a e  du Ea le s salt LON)A  suppl e t  a e  % 

de s u  fœtal de veau (LONZA) et de la L-Glu à 2 mM dans une atmosphère contenant 5% 

de CO  à °C. Les ellules o t t  epi u es deu  fois pa  se ai e afi  d ite  u e 

confluence cellulaire supérieure à 80%. Lors des différents passages, les cellules sont décollées 

pa  u e t psi isatio  de  à  i  et e se e es da s des flas ues T  ou d aut es 

support expérimentaux (plaques 24 puits). Pendant la culture en flasque, le doublement 

cellulaire est mesuré entre chaque passage. 

 

Tests de viabilité cellulaire 

Des e p ie es pou  d te i e  l a ti it  ta oli ue des ellules o t t  alis es pa  des 

tests Water-soluble Tetrazolium Salts (WST1). Les cellules ont été ensemencées à 14000 

cellules/ml/puits dans des plaques 96 puits. Les cellules sont maintenues en culture sous 

forme de monocouche cellulaire pendant 24h à 37°C. Elles sont par la suite traitées en duplicat 

avec Pep12 ou Pep15 (1000, 100, 80, 60, 40, 20 et 10 ng/µl), le Cisplatine (CDDP) 

(300,01g/mol) (10-4, 10-5, 10-6, 10-7 et 10-8 M), anticancéreux déjà présent sur le marché ou 

l a o iu  i a o ate AB   ; .  ; .  ; .  ; .  ; .  et . %  o espo da t au 

tampon de reprise des peptides. A 96h post traitement, la densité optique est mesurée par le 

Multiskan EX ThermoLabsystems à 450 et 620 nm (OD = 450-620 nm) afin de déterminer la 

ia ilit  ellulai e. L a ti it  a ti p olif ati e e ge d e pa  les su sta es test es est 
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e p i e e  IC  o e t atio  à la uelle est o se  % de di i utio  de l a ti it  W“T  

reflétant la prolifération cellulaire. 

 

Contrôle de la stabilité des peptides dans les tampons  

La stabilité des peptides dans les tampons de solubilisation a été évaluée en cinétique. Les 

peptides o t t  i u s à °C et à te p atu e a ia te da s de l a o iu  bicarbonate 

0.1N et du NaCl 0,9% à trois concentrations différentes. A T0h, T8h et T24h, 10 µl de chaque 

fraction (Ammonium bicarbonate et NaCl 0,9% à 4°C et température à ambiante pour chaque 

peptide) ont été prélevés et dilués dans un tampon de dilution (v/v). Les analyses ont été 

alis es e  h o atog aphie li uide pa  phase i e se sui i d u e io isatio  pa  ele t osp a  

E“I  e  ode positif puis l ha tillo  a t  d te t  pa  spe t o t ie de asse M“ . Les 

données ont été enregistrées et analysées respectivement par les logiciels Hystar 3.2 et Quant 

A al sis B uke . Le sol a t utilis  pou  la s pa atio  e  HPLC se o pose d u  i  d eau et 

d a to it ile /  /  o te a t . % d a ide fo i ue. Le olu e i je t  d ha tillo  

est de 20µl en mode « full loop ». Les paramètres de MS et de la MS/MS ont été optimisés 

avec des solutions standards de peptide à 10µg/ml dans un mix eau/acétonitrile (50/50 v/v) 

o te a t , % d a ide fo i ue. Pou  ha ue peptide la fo e d io  ajo itai e e  si ple 

M“ a t  s le tio e pou  la f ag e tatio  e  M“/M“. Da s le ut d aug e te  la se si ilit  

et la spécificité de la méthode, le mode de surveillance de réaction multiple (MRM) a été 

utilisé pour des fragmentations spécifiques de chaque composé en MS/MS. Les ions filles 

formés en MS/MS sont utilisés pour la quantification. Les peptides se sont révélés les plus 

sta les da s l a o iu  i a o ate. 

 

Test au bleu de trypan 

Les cellules ont été ensemencées à 14000 cellules/ml/puits dans des plaques 24 puits. Puis 

elles ont été mises en culture sous forme de monocouche cellulaire dans une étuve à 37°C 

pendant 24h dans le milieu complet décrit précédemment. Les cellules ont par la suite reçu 

un traitement unique avec Pep12 ou Pep15 (respectivement 544.86 ng/µl et 425,42 ng/µl), le 

CDDP (4.5.10-  M  ou de l AB . N . À h, h, h et h, les ellules o t t  up es 
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après trypsinisation. Cinquante (50) µl de solution cellulaire a été mélangée à 5µl de bleu de 

trypan (dilution 1 :1). Les cellules ont par la suite été comptées sur une « kova slide » et la 

viabilité a été estimée par le marquage au bleu de trypan. 

 

Cytométrie en flux 

Impact des peptides sur le cycle cellulaire : 

Les cellules Calu-6 ont été ensemencées dans des plaques 24 puits (14000 cellules/puits). 

Après 24h, les cellules ont été traitées en triplicat avec les différentes conditions : non traitées, 

AB 0.5%, CDDP (4.5.10-7 M), Pep12 (544.86 ng/µl) et Pep15 (425.42 ng/µl). Les analyses de 

cytométrie en flux ont été réalisées à T24h, T48h et T72h post traitement. A ces différents 

te ps d a al ses, les ellules o t t  disso i es a e   µl de t psi e à °C pe da t  à  

i , puis l a tio  de la t psi e a t  a t e pa  ajout de ilieu  :  / . Les solutio s 

cellulaires ont alors été collectées, rassemblées et centrifugées 10 min à 1000 rpm. Le culot 

o te u a t  i  a e  du PB“ f oid et esuspe du da s de l tha ol % et o se  à -20°C 

h i i u  jus u à l a al se pa  le to t e. Le jou  de l a al se, les ellules o t t  

rincées ave  du PB“, esuspe dues da s  µl dl iodu e de p opidiu  IP / ta po  ‘Nases 

et i u es  à  i . L iodu e de p opidiu  IP  est u  age t i te ala t de l ADN il pe et 

do  de ua tifie  l ADN ellulai e et de e fait d ide tifie  da s uel stade du cycle cellulaire 

se trouve les cellules (G0/G1 (2n), S (2n-4n), G2/M (4n)).  Enfin, les cellules ont été étudiées 

par cytométrie en flux (GALLIOS, Beckman Coulter) et les résultats ont été analysés avec le 

logiciel Kalusa.  

I pa t des peptides su  l apoptose cellulaire :  

Les cellules Calu-6 ont été ensemencées dans des plaques 24 puits (14000 cellules/puits). 

Après 24h, les cellules sont traitées en triplicat avec les différentes conditions : non traitées, 

AB 0.5%, CDDP (4.5.10-7 M), Pep12 (544.86 ng/µl) et Pep15 (425.42 ng/µl). Les analyses de 

cytométrie de flux ont été réalisées à T24h, T48h et T72h post traitement. A ces différents 

te ps d a al se, les ellules o t t  disso i es a e   µl de t psi e- EDTA (BE17-161E, 

lonza) à 37°C pendant 5 à 10 min, puis l a tio  de la t psi e a t  a t e pa  ajout de ilieu 

(1 : 1 v/v), les solutions cellulaires ont alors été prélevées, rassemblée et centrifugées. Le culot 
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a t  i  deu  fois da s du PB“ f oid et esuspe du da s  µl d u  ta po  X issu du kit 

de détection FITC Annexin V/IP, BD Bioscience, ref 556547). Les cellules sont par la suite 

a u es a e  de l a e i e V/ IP µl/tu e  et i u es i  à l a i de la lu i e. 

L a e i e V a se lie  au  phosphatid ls i es e p i es pa  les ellules en apoptose. Cent 

i gt  µl de ta po  X fou it pa  le kit est pa  la suite ajout  a a t l a al se au 

cytomètre (analyse faite dans un délai maximum de 1h). Les résultats sont analysés avec le 

logiciel Kalusa.  

 

Etude in vivo suràl’effetàa tiàtu oral des peptides  

Animaux : 

Quatre-vingt (80) souris femelles immunodéprimées (Hsd : Athymic Nude-Foxn1 nu/nu) de 

i  se ai es o t t  o te ues hez Ha la  Ga at, F a e . L i du tio  tu o ale a t  

réalisée par injection sous cutanée de cellules Calu-6 (5x106 cellules/ souris dans 200µl de 

milieu de culture sans sérum). Le volume tumoral des souris a été mesuré deux fois par 

semaine avec un pied à coulisse digital. Le volume tumoral a été calculé grâce à la formule 

(longueur x largeur2) /2 (Bissery and Chabot, 1991).  

Le tampon Ammonium bicarbonate (AB) (200mg) (Ref. 34009, Cooper) a été dissout dans 50ml 

d eau afi  d o te i  au e o e t atio  à . N. Cette solutio  a t  st ilis e pa  filt atio  su  

filtre 0.22µm. Les solutions peptidiques ont été réalisées par la dissolution de Pep12 et de 

Pep  da s l a o iu  i a o ate . N afi  d o te i  u e o e t atio  à  g/ l et  

mg/ml. Ces différentes solutions ont par la suite été administrées à 5ml/kg. Le CDDP a été 

dilué dans du NaCl 0.9% pour obtenir une concentration à 4 mg/ml puis administré à 10 ml/kg. 

Les solutions peptidiques ainsi que la solution de CDDP ont été préparées chaque jour avant 

le traitement.  

Di  huit  jou s ap s l i du tio  tu o ale, les sou is o t t  a do is es e   g oupes e  

fonction du volume tumoral, les moyennes tumorales par groupe étaient comprises entre 73.0 

± .  et .  ± .   et taie t pas statisti ue e t diff e tes. Les sou is o t t  

traitées quotidiennement pendant 10 jours. Les groupes traités ont reçu par voie 

intraveineuse du tampon Ammonium bicarbonate 0.1 % (AB), Pep12 (20mg/kg et 75 mg/kg), 
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Pep15 (20 et 75 mg/kg). Le CDDP (4mg/kg) est administré à 10 ml/kg en intra péritonéal. Les 

sou is o  t ait es o t eçu au u e ad i ist atio . U  o ito i g des olu es tu o au  a 

ét  alis  deu  fois pa  se ai e afi  d esti e  l effet de Pep  et de Pep  su  la oissa e 

des cellules Calu-6 in vivo. Le poids des souris a aussi été pris en considération pour déterminer 

l i pa t du t aite e t su  le ie -être animal. En accord avec les lois éthiques (Directive 

Européenne 2010/63/UE) toutes les souris ayant une perte pondérale > 25% de leur poids 

i itial, u  olu e tu o al >   ou u e tu eu  oti ue lo s de l e p i e tatio  

ont été euthanasiées. 

 

Résultats 

Pep12 et Pep15 induisent une diminution du métabolisme des cellules cancéreuses 

pulmonaires in vitro. 

L effet de Pep  et de Pep  su  le ta olis e des ellules issues d u  a i o e 

pulmonaire humain (Calu-6) a été testé par test WST-1 (Figure 28). Les concentrations 

inhibitrices médianes (IC50) ont été déterminées et deux tendances ont été observées. Les 

résultats obtenus lors de la première expérience (Figure 28A) montrent que Pep12 et Pep15 

ont une IC50 de 73.7 ng/µl et 37.3 ng/µl respectivement, alors que lors de la deuxième 

expérience (Figure 28B) les IC50 sont de 671.4 ng/µl pour Pep12 et de 235.5 ng/µl pour Pep15. 

De ce fait, on peut noter une variation importante (facteur de 10) des IC50 entre les deux 

expériences. Les deux profils observés so t do  sû e e t li s à l tat des ellules au o e t 

du test. E  effet, ous a o s pu o se e  ue l effet a ti tu o al o te u pou  les deu  

peptides est fortement lié au temps de doublement des cellules Calu-6, les peptides étant plus 

efficaces sur des temps de doublement faibles (20-30h) (Figure 28A). 

 

Testsàpr li i airesàdeàl’effi a it àa tiàtu oraleàdeàPep àetàPep ài àvivo. 

L effet a ti tu o al des peptides Pep  et Pep  a t  test  su  la apa it  des peptides à 

réguler la croissance tumorale chez des souris immunodéficientes (Figure 29). Des xénogreffes 

de cellules Calu-6 ont été réalisées sur les souris. Par la suite différents traitements ont été 
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administrés quotidiennement pendant 10 jours (jour 18 à jour 28) : AB 0.1N (tampon), Pep12 

à 20 et 75 mg/kg et Pep15 à 20 et 75 mg/kg en iv, CDDP à 4 mg/kg en injection intra-

péritonéale et enfin non traitées. Les tumeurs ont par la suite été mesurées à 5 temps 

diff e ts : J , J , J , J , et J . A J  et J , il  a pas de diff e e sig ifi ative entre 

le volume tumoral des différents groupes. A J26, on observe que Pep12 à 75mg/kg, Pep12 à 

20mg/kg et CDDP 4mg/kg ont tendance à engendrer une diminution du volume tumoral par 

rapport aux individus traités avec le tampon, cependant les résultats obtenus ne sont pas 

sig ifi atifs. E  e a he Pep  e se le pas a oi  d effet. A J  et J , seule le cisplatine 

(CDDP), induit une diminution significative du volume tumoral. Cependant, certains résultats 

o t pas t  i lus du fait ue la pe te de poids des souris traitées avec le cisplatine ait été 

supérieure à 25%. On peut également noter que Pep12 présente toujours une tendance à 

engendrer une diminution le volume tumoral par rapport aux individus traités avec le tampon 

cependant les écarts types dus à des variations interindividuelles importantes ne permettent 

pas d o te i  des sultats sig ifi atifs. Les sultats p se t s i i ta t des sultats 

préliminaires cette forte variation interindividuelle sera donc à prendre en compte dans les 

prochai es e p ie es, e  aug e ta t le o e d i di idus pa  g oupe afi  d alue  au 

ieu  l effet a ti tu o al des peptides. 

 

R sultatsà pr li i airesà duà odeà d’a tio à deà Pep à età Pep à i à vitro,à testà duà pote tielà

apoptotique/nécrotique et cytostatique des peptides.  

Le ode d a tio  des peptides Pep  et Pep  a t  tudi  su  la apa it  à i hi e  la 

prolifération cellulaire (effet cytostatique) ou à engendrer la mort cellulaire par apoptose ou 

par nécrose in vitro. L i pa t des peptides su  la p olif atio  ellulai e a tout d a o d t  

estimé par comptage cellulaire (Figure 30A  et l effet des peptides su  la ia ilit  ellulai e a 

été évalué par test au bleu de trypan (Figure30B).  Ces tests ont été réalisé en cinétique à 48h, 

72h et 96h pour la prolifération et à 72h et 96h pour la viabilité. Les cellules ont été traitées 

a e  Pep  à .  g/µl et Pep  à .  g/µl. Pou  la p e i e tude su  l effet 

cytostatique des cellules (Figure 30A , au te ps h, au u  effet tostati ue a t  o se  

que ce soit pour Pep12, Pep15 ou CDDP.  A 72h, la CDDP induit une diminution du nombre de 

cellules de 85% (63 148 C/puits) par rapport aux cellules non traitées (408 222 C/puits). Pep12 
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induit lui aussi une diminution du nombre de cellules environ 43% (117 129 C/puits) par 

rapport au contrôle AB (205 537 cellules/puits). Pep15 (234056 cellules/puits) ne présente pas 

d effet pa  appo t au o t ôle AB. E fi  à h, seul CDDP   ellules/puits  i duit 

significativement une diminution de 52% du nombre de cellules par rapport au contrôle non 

t ait    ellules/puits . Au u  effet est o se  pou  les peptides. Co e a t les 

tests de viabilité cellulaire (Figure 30B), au temps 72h, on peut observer une forte diminution 

de 40% de la viabilité cellulaire pour les cellules traitées avec Pep12 par rapport aux cellules 

t ait es a e  l AB. Les ellules t ait es a e  la CDDP p se te t u e l g e di i utio  de la 

ia ilit  de % ui est pas sig ifi ati e. Au u  effet est o se  pou  Pep . A h, au u  

effet des peptides est o se , CDDP i duit pas o  plus u e di i utio  de la ia ilit  

cellulaire. 

Da s u  deu i e te ps, u e a al se plus pouss e du ode d a tio  de Pep  et Pep  a 

été réalisé par cytométrie en flux. Ces tests ont été réalisés en cinétique à 24h, 48h et 72h sur 

des cellules Calu-6 traitées avec Pep12 (544.9 ng/µl), Pep15 (425.4 ng/µl), AB (0.5%) et CDDP 

(4,5.10-  M . L effet apoptoti ue/ oti ue des peptides a t  alu  pa  u  a uage des 

ellules à l A e i e V AV  et à l Iodu e de Propidium (IP) (Figure 31). A chaque temps de 

cinétique, les cellules non traitées ou traitées avec de le tampon AB 0.5% ont induit une 

apoptose/ ose ui e de pas %. A h, Pep  et CDDP o t e t u  effet 

apoptotique important avec une induction de la mort cellulaire respectivement de 38.5% et 

38.8%. A 48h, la mortalité cellulaire dans les contrôle est inférieure à 10% mais est toujours 

élevée pour Pep12 et CDDP (respectivement 19.12% et 12.58% vs AB (0.5%) 6.68%). Cet effet 

disparait à T72h. Aucu  effet est o se  pou  le peptide Pep  su  l i du tio  de la o t 

cellulaire aux différents temps de cinétique.  

La p olif atio  ellulai e a t  alu e pa  le a uage à l iodu e de p opidiu  de ellules 

Calu-6 préalablement perméabilisées (Figure 32). Au temps 24h, la quantité trop faible de 

ellules pou  la o ditio  o t ôle AB a pas pe is u e a al se des sultats. A h, pou  

CDDP on observe une augmentation du nombre de cellules en phase G2/M (35,65%) et une 

diminution du nombre de cellules en phase G1/G0 (48,70%) par rapport au cellules non 

traitées (G2/M = 23.64% ; G0/G1 = 58.16%). Pep15 induit une augmentation moins marquée 

des cellules en G2/M (30.35% vs AB 23.82%) et une importante diminution du nombre de 

cellules en phase S (12.19% vs AB . % . Au u  effet est o se  pou  Pep . Au te ps 
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72h, on peut noter une légère différence entre les résultats obtenus pour les cellules non 

traitées et les cellules traitées AB 0.5% avec une légère augmentation du nombre de cellules 

en phase G2/M (AB = 18.40% vs NT 15.50%) et une diminution du nombre de cellules en phase 

G0/G1 (AB = 60.96% vs NT = 65.85%). Les cellules traitées CDDP, Pep12 et Pep15 présentent 

le même effet sur le cycle cellulaire avec une augmentation du nombre de cellules en phase 

G2/M (respectivement 25.15%, 22.58% et 22.70% vs AB 18.40%).  

 

Discussion  

Cette étude préliminaire nous montre que Pep12 et Pep15 sont capables de diminuer la 

viabilité de cellules cancéreuses issues de carcinome pulmonaire in vitro. Deux profils 

d i hibition ont été mis en évidence le premier avec des IC50 moins important (73.7 ng/µl et 

37.3 ng/µl pour Pep12 et Pep15 respectivement) que le deuxième (respectivement, 671.4 

g/µl et .  g/µl . Cette diff e e de p ofil est e  o latio  a e  l e p ience, la seule 

différence entre les expériences présentant le profil 1 ou le profil 2 étant le temps de 

doublement des cellules, cela a permis de mettre en exergue que Pep12 comme Pep15 étaient 

plus efficace lorsque les cellules avaient un temps de doublement relativement rapide (entre 

h et h . M e si e te ps de dou le e t est pas di e te e t t a sposa le in vivo, en 

effet chez les espèces murines, le temps de doublement des tumeurs pulmonaires in vivo est 

compris entre 3 et 15 jours (Vindelov et al., 1985) et hez l ho e le te ps de dou le e t 

des cellules de carcinome pulmonaire se situe plutôt entre 2 et 5 mois (Kerr and Lamb, 1984), 

ette diff e e d effi a it  est a oi s à p e d e e  o pte lo s de os p o hai es 

expérimentations. De plus, bien que les cellules inoculées chez les souris aient un temps de 

dou le e t d e i o  h, les e p ie es alis es in vivo o t pas o t  d effet 

significatif des peptides. Cependant on peut noter une tendance pour Pep12 à diminuer le 

volume tumoral même si ces résultats restent non significatifs en raison des écarts types 

importants. Il serait donc intéressant de réitérer ces expériences en augmentant le nombre 

d i di idus afi  de li ite  les a iatio s i te i di iduelles. O  peut gale e t soulig e  ue 

pa  appo t à l effi a it  de la CDDP, dos s à  mg/kg (IP), les peptides ont des efficacités 

faibles voire inexistantes in vivo malgré des doses administrées beaucoup plus importantes 

 g/kg et  g/kg IV . E  te a t o pte du fait ue le ode d ad i ist atio  est 

différent, les quantités de peptide utilisées restent nettement supérieures à certains anti 
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cancéreux présents sur le  marché tels que Afinitor® Everolimus (10mg/jour), Alkeran® 

Melphalan (0.15-0.25 mg/kg/jour) ou encore Caprelsa® Vandetanib  (300mg/jour) (Les 

anticancéreux oraux, 2014).  Il serait donc également envisageable dans un premier temps de 

oi  si l o  o tie t u e di i utio  importante du volume tumoral via une injection en IP et 

da s u  deu i e te ps d ad i ist e  les peptides à des doses plus fai les afi  ue les doses 

soie t ad uates pou  e isage  u e th apie hu ai e. Co e a t le ode d a tio  des 

peptides, même si ces résultats restent préliminaires on peut noter que Pep12 semble 

provoquer la mort cellulaire in vitro comme observé lors des tests au bleu de trypan et de 

to t ie e  flu  o e ela a d jà t  d it pou  d aut es a ti-cancéreux (for review, 

Safarzadeh et al., 2014). E  e a he, le ode d a tio  p is du peptide este e o e à 

a a t ise  ai si ue la du e de so  a tio  a  l effet o se  à h lo s du test leu de 

trypan est observé à 24h et 48h mais pas à 72h en cytométrie en flux. Pour Pep15 on observe 

en cytométrie de flux que ce dernier aurait plutôt un effet cytostatique observé dès 48h post 

traitement avec une augmentation des cellules dans la phase G2/M du cycle cellulaire et une 

diminution du nombre de cellules da s la phase “ o e o se  pou  d aut es ol ules à 

potentiel anti cancéreux (Lu et al., 2005; Cabrera et al., 2015). Cet effet est conservé dans une 

moindre mesure à 72h et est aussi retrouvé pour Pep12.  

Pou  o lu e, ette tude p li i ai e le l i t t pote tiel d u  peptide issu d u  

testicule de petite roussette pour induire la mort de cellules cancéreuses issues de carcinome 

pulmonaire. In vitro, Pep  agi ait plutôt e  i duisa t l apoptose/ ose de es ellules. In 

vivo ce peptide a tendance à diminuer le volume tumoral mais ce test doit être réitéré avec 

de plus grands effectifs en raison des fortes variations inter-individuelles. 
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Figure 28: Pep 12 et Pep15 diminuent la viabilité des cellules cancéreuses pulmonaires in 

vitro. 

L effet des peptides su  la ia ilit  de ellules issues de carcinome pulmonaire humain (Calu-

6) a été évalué par test WST-1. La prolifération cellulaire a été déterminée par 

spe t ophoto t ie  et appo t e e  pou e tage. L i pa t des peptides sur la 

prolifération cellulaire a été évalué en fonction de la quantité de peptide administré. La 

concentration inhibitrice médiane (IC50) ainsi que les concentrations inhibitrices 25% (IC25) et 

75% (IC75) ont par la suite été déterminées, dans la esu e du possi le, pou  l e p ie e  
A  et pou  l e p ie e  B . L a t t pe “D  a t  d te i  pou  ha ue poi t (n=3). 
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Figure 29 :àR sultatsàpr li i airesàdeàl’effetàdeàPep àetàPep àsuràlaà roissa eàtu oraleàin 

vivo. 

L effet de Pep  et Pep  su  la oissa e tu o ale a t  alu  su  des sou is i u od fi ie tes 
ayant reçu une induction tumorale avec des cellules Calu-6. Différents traitements ont alors été 

administrés quotidiennement pendant dix jours (J18-J28) : non traitées, Ammonium bicarbonate 0,1N, 

Pep12 par intraveineuse (IV) (20 ou 75 mg/kg), Pep15 par intraveineuse (IV) (20 ou 75 mg/kg) et enfin 

CDDP par injection intrapéritonéale (IP) (4mg/kg). La mesure des tumeurs a été réalisée en cinétique : 

J18 p e ie  jou  de t aite e t , J , J , J  et J . Les a es d e eu s ep se te t les a ts t pes 
relatifs à chaque groupe. Le test statistique utilisé est un test ANOVA à deux facteurs, * : p < 0,05 ; ** 

: p < 0,01 ; *** : p < 0,001, le groupe CDDP est comparé au groupe non traitées et les individus traités 

avec les peptides (Pep12 ou Pep15) par rapport au contrôle AB. L a t t pe a t  d te i  pou  
chaque point (n = 10 souris par groupe). 
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Figure 30: R sultatsàpr li i airesàdeàl’effetàdeàPep àetàPep àsuràlaàprolif ratio à á àouàlaà
viabilité (B) des cellules de carcinome pulmonaire humain in vitro.   

 

Le potentiel cytostatique de Pep12 et Pep15 a été évalué par comptage cellulaire en cinétique à 24h, 

48h, 72h et 96h post traitement sur des cellules Calu-6 (A). L effet de Pep  et Pep  su  la ia ilit  
cellulaire a été évalué par un test au bleu de trypan 72h et 96h post traitement (B). Cinq conditions 

ont été testées : cellules non traitées, traitées avec Ammonium Bicarbonate 0,5%, Pep12 (544,9 ng/µl), 

Pep15 (425,4 ng/µl) et CDDP (4,5.10-7M . Les a es d e eu s o espo de t au  a ts elatifs à 
chaque groupe. Le test statistique utilisé est un test ANOVA à deux facteurs, * : p < 0,05 ; ** ; p < 0,01 

; *** : p < 0,001, la condition CDDP est comparée à celle des cellules non traitées et les cellules traitées 

avec les peptides (Pep12 ou Pep15) sont comparées à leur contrôle, les cellules traitées avec le tampon 

Ammonium bicarbonate. L a t t pe a t  déterminé pour chaque point (n=3). 
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Figure 31:àR sultatsàpr li i airesàduàtestàdeàPep àetàdeàPep à ài duireàl’apoptoseàouàlaà
nécrose de cellules cancéreuses in vitro. 

La capacité de Pep12 et Pep15 à diminuer la viabilité cellulaire des cellules Calu-6 a été évaluée par 

to t ie de flu . Les ellules o t t  p ala le e t a u es a e  de l A e i e V AV  et de 
l Iodu e de P opidiu  IP . Les ellules AV+/IP- sont considérées en apoptose précoce (barres grises), 

et les cellules AV+/IP+ so t o sid es e  apoptose ta di e/ ose a es à pois . L i pa t des 
peptides sur la viabilité cellulaire a été étudié à trois temps donnés : 24h, 48h et 72h. (n=3) 
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Figure 32:àTestsàpr li i airesàdeàl’i pa tàdeàPep àetàdeàPep àsuràlaàprolif ratio à ellulaireà
des cellules Calu-6 déterminé par cytométrie de flux. 

L i pa t de Pep  et pep  su  la p olif atio  ellulai e a t  d te i  pa  to t ie de flu  à h 
et 72h post t aite e t. Les ellules o t t  t ait es a e  l a o iu  i a o ate , % , Pep  ,  
ng/µl), Pep15 (425,4 ng/µl), CDDP (4,5.10-7M  ou o t pas eçu de t aite e t. Les ellules o t t  
p ala le e t pe a ilis es puis e pos es à l iodu e de p opidiu  IP  a a t l a al se e  

to t ie. L a al se des sultats a pe is de d te i e  le pou e tage de ellules da s ha ue 
phase du cycle cellulaire, phase G2/M (barres grises foncées), phase S (barres à pois) et phase G0/G1 

(barres grises claires). (n=3). 
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  Des Chondrichtyens aux Tétrapodes, entre 
conservations et divergences. 

La classe des Chondrichtyens, située à la base des Vertébrés a divergé de la classe des 

Ost i ht e s il  a  illio s d a es pou  fo e  u  g oupe o oph l ti ue à pa t, 

constitué exclusivement de poissons cartilagineux (Inoue et al., 2010). Même si les 

Chondrichtyens et les Ostéichtyens sont très fréquemment rassemblés sous le nom de poisson 

dans le langage courant, ils présentent de nombreuses divergences. Les poissons Téléostéens, 

à s uelette osseu , o t su i u e olutio  apide g a t u  g a d o e d esp es, a a t 

subi au moins une duplication globale de génome (Christoffels et al., 2004; Jaillon et al., 2004), 

une seconde duplication ayant également été décrite chez les Salmonidés (Allendorf and 

Thorgaard, 1984). De par leur position phylogénétique à la base des Vertébrés, les 

Cho d i ht e s o t ua t à eu  ga d  des a a t es a est au  pa tag s a e  d aut es 

classes comme celle des Téléostéens mais ont également développés des caractères qui leur 

sont propres.  

Au cours cette thèse nous avons mis en avant des ressemblances anatomiques, cellulaires et 

moléculaires conservées chez les Chondrichtyens et les Mammifères. Notamment, la présence 

d u  pa as disti t o pos  des diff e ts t pes ellulai es et apa le de s ter les 

mêmes molécules impliquées dans la régulation de la glycémie que celles des Mammifères 

(Kobayashi and Syed Ali, 1981; Mulley et al., 2014). Au niveau de leur reproduction, 

o t ai e e t à la ajo it  des T l ost e s et à l e eption de quelques Actinoptérygiens 

comme les guppys qui possèdent un gonopodium (Magurran, 2005), les Chondrichtyens ont 

une fécondation interne comme les Mammifères. Tous les Chondrichtyens mâles possèdent 

deux organes copulateurs, les ptérygopodes. Ce caractère ancestral retrouvé chez des 

Placodermes fossiles (Long et al., 2014) a donc été maintenu chez les Chondrichtyens mais 

perdu chez la majorité des poissons téléostéens, les poissons téléostéens ayant donc divergé 

avec une fécondation externe par ovoposition puis fécondation par dépôt de sperme sur les 

œufs. O  peut gale e t o se e  hez la petite oussette la p se e d u  tractus génital 

complexe, en effet si chez le poisson zèbre, le testicule est directement relié à la papille 

urogénitale par le canal déférent, chez les Chondrichtyens on retrouve une organisation plus 
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proche de celle observée chez les Mammifères, avec la présence de vésicules séminales, 

d pidid es et de a au  eff e ts et d f e ts (Brien, 1958).  

Ces caractères anatomiques et physiologiques communs, nous ont amenés au cours de cette 

thèse à rechercher des molécules à potentiel anti-diabétique chez S. canicula et ont 

notamment permis de mettre en exergue un peptide capable de réguler la glycémie et 

l i suli ie hez des sou is p se ta t u  dia te de t pe . 

Cepe da t d aut es a is es ph siologi ues o t gale e t t  o se s hez les 

Chondrichtyens.  En effet, ils ont été décrits comme étant les premiers Vertébrés à avoir 

développé un système immunitaire adaptatif possédant des immunoglobulines de type igNAR 

ui o t la pa ti ula it  de t e o pos es ue d u e seule hai e lou de (Feige et al., 2014). 

Le site a tig i ue est ua t à lui fo  d u  seul site de liaiso  appel  le NA‘ ui est 

hautement soluble (Flajnik et al., 2011). Ce site de liaison combine les fonctionnalités les plus 

bénéfiques des protéines; il est de petite taille, présente une importante stabilité, mais peut 

se coupler à ses cibles avec les avantages des anticorps classiques, et également générer des 

sites hautement spécifiques possédant une grande affinité (pour revue, Muyldermans, 2013). 

Les domaines vNAR présentent également une diversité structurale permettant une 

aug e tatio  i po ta te du o e d i te a tio s a e  des a tig es et ai si u e eilleu e 

d fe se i u itai e de l o ga is e (Stanfield et al., 2004). L analyse de la structure des 

igNAR montre une faible conservation des séquences primaires avec les IgG humaines, que les 

motifs secondaires de type IgG sont déjà présents et que les structures spécifiques aux IgNAR 

(domaines constants C1 à C5) sont impliquées dans la stabilité des anticorps (Feige et al., 

2014). De plus, la p odu tio  d i u oglo uli e hu ai e ut e ontenant des motifs 

conservés des IgNAR montre une augmentation de leur stabilité et sécrétion, mettant en 

exergue des mécanismes conservés entre les Tétrapodes et les Chondrichtyens et les 

possi ilit s d i g ie ie p ot i ue (Feige et al., 2014; Zielonka et al., 2015). L a ato ie des 

Chondrichtyens, qui partagent des caractères à la fois morphologiques, cellulaires et 

ol ulai es a e  les Ma if es o t e do  l i t t de e od le da s la e he he de 

molécules à des fins thérapeutiques.  

 

Les Chondrichtyens restent cependant encore trop peu étudiés et peu de données 

p ot o i ues, t a s ipto i ues ou g o i ues so t dispo i les. L i t t pou  ette lasse, 

d u  poi t de u olutif ais gale e t th apeuti ue, a ua d e pe is es de i es 



 

230 

 

a es d a u i  des données moléculaires avec, notamment, la publication des génomes de 

la raie (Leucoraja erinacea) (2012), de la chimère éléphant (Callorhinchus milii) (2013) et du 

requin baleine (Rhincodon typus  . Au u  g o e est a tuelle e t pu li  pou  

Scyliorhinus canicula, seules des banques transcriptomiques sont disponibles au sein de 

l uipe. La e he he pa  last de ol ules d i t t ous a a oi s pe is 

l ide tifi atio  de uat e Na os hez les Ve t s, do t deu  Na os  Na os A et Na os B , 

un Nanos2 et un Nanos3. La mise à disposition du génome de requin baleine et de la raie a 

alors confirmé la présence des quatre formes de Nanos chez les Chondrichtyens. Par la suite, 

une étude de synténie a été réalisée sur un premier assemblage du génome de roussette, 

réalisé par le Dr. S. Mazan (Station marine de Banyuls, communication personnelle), ainsi que 

sur les génomes de nombreuses autres espèces. Elle a permis de mettre en évidence la 

duplication du gène nanos1 en amont des Gnathostomes du fait de la présence des deux 

formes de nanos1 chez les espèces les plus ancestrales des Actinoptérygiens et des 

“a opt gie s, ais ue seule l u e d e t e elles tait p se te hez les Amniotes (nanos1A) 

et les Téléostéens (nanos1B). De plus, les analyses immuno-histochimiques et par hybridation 

in situ o t gale e t o t  des diff e tiels d e p essio  de ces gènes dans le testicule, 

nanos1A étant exprimé de façon ubiquiste dans les cellules germinales alors que nanos1B est 

préférentiellement exprimé dans les cellules germinales de la zone germinative et la zone des 

cystes à spermatogonies différenciées. Ces analyses ont également pu mettre en exergue 

l e p essio  à la fois toplas i ue et u l ai e de Na os B da s les ellules ge i ales 

testiculaires et ovariennes aux stades précoces, mais également une association de cette 

protéine à la chromatide lors de divisions mitotiques et méiotiques dans les stades plus tardifs. 

En revanche, Nanos1A est quant à lui exclusivement exprimé au niveau cytoplasmique. Ces 

résultats soulèvent donc la question du rôle de ces quatre Nanos dans le testicule et dans 

l o ai e de petite oussette. O t-ils une fonction redondante comme observée pour Nanos 2 

et Nanos 3 chez la souris où tous deux sont impliqués dans le maintien de la lignée germinale 

(Tsuda et al., 2003) ou au contraire ont-ils subi une spécification ? De plus, pour les poissons 

Téléostéens ou les Amniotes qui ont perdu une copie du gène Nanos, respectivement nanos1A 

et nanos1B, y a-t-il eu u e o pe satio  de la e sio  a se te pa  l aut e isofo e o se e 

de Nanos ? E  effet, la edo da e fo tio elle au sei  d u e e fa ille de ol ules a 

déjà été mise en évidence chez différentes espèces. Par exemple pour la super-famille des 

epteu s GF‘α, la pe te hez la g e ouille de la Neu tu i e,  liga d de GF‘α , a i duit des 
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changements spécifiques de ce dernier pour permettre  la liaison du GDNF (classiquement 

asso i  au epteu  GF‘α  (Hätinen et al., 2007). GF‘α  a d ailleu s t  ide tifi  hez la  

roussette par analyses in silico et par des approches immunohistochimiques (Bosseboeuf et 

al., 2014a) ais la p se e du GDNF a pas, non plus, été détectée dans les banques 

transcriptomiques. Cependant, il a été montré que cette voie était fonctionnelle chez la 

oussette a  l ajout de GDNF e o i a t hu ai  aug e te le tau  de su ie et le nombre 

de SSCs potentielles in vitro (Gautier et al., 2014). La recherche de ligands de la famille du 

GDNF dans les banques transcriptomiques a néanmoins permis de mettre en évidence la 

p se e de l A t i e, aut e e e de la fa ille des liga ds GDNF ui pou ait a oi  u  

rôle compensatoire comme observé chez la grenouille.  

Enfin, à travers les différentes espèces il peut également être noté la présence de 

spécifications moléculaires comme observé pour SDF-1 dans notre étude. En effet, SDF-1 est 

présent sous une forme membranaire et sous une forme sécrétée chez S. canicula comme 

est gale e t le as hez le e ui  alei e et la aie ais pas hez la chimère et les Amniotes 

où seule la forme sécrétée est retrouvée. Ces résultats ouvrent donc un nouveau 

uestio e e t su  l olutio  de ette hi ioki e hez les Ve t s. Les deu  fo es de 

SDF-1 sont-elles issues du même gène ou comme pour Nanos, y a-t-il eu une duplication du 

génique ? Cette caractéristique a également été décrite dans la littérature chez la souris pour 

la cytokine SCF dont les deux formes, avec et sans domaine transmembranaire, sont dues à 

un épissage alternatif (Flanagan et al., 1991). Il a été mis en évidence que chacune des formes 

avait son propre rôle dans la migration et la survie des cellules germinales (Gu et al., 2011). 

Ai si, la fo e solu le à fai le o e t atio  est i pli u e da s la su ie alo s u e  ua tit  

supérieure elle va permettre la motilité des cellules germinales. La forme membranaire 

permet quant à elle le contrôle de la balance motilité/agrégation et crée un environnement 

de « niche » dans lequel évoluent les cellules au cours de leur migration. Les cellules ayant 

uitt  ette i he esse t de ig e  et e t e t e  apoptose. L tude de ces deux formes de 

SDF-1 chez la roussette pourrait donc également mettre en évidence une spécification 

moléculaire absente chez les autres Vertébrés. 

Afin de poursuivre la caractérisation moléculaire et évolutive des Nanos2 et 3 ainsi que celle 

de la chimiokine SDF-1 dans des conditions optimales, un nouveau séquençage du génome de 

petite oussette est e isag  e  olla o atio  a e  d aut es pa te ai es. Les ou elles 
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te h i ues de s ue çage ta t alis es a e  des f ag e ts d ADN plus lo gs, elles 

permettront d o te i  u  alig e e t plus pe ti e t, li ita t les e eu s d asse lage et 

fa ilita t la s t ie. Pa  la suite, l tude de Na os  et de Na os  pa  i u ohisto hi ie et 

hybridation in situ pou a t e alis e afi  de d te i e  leu  p ofil d e p ession au niveau 

testi ulai e. Cette a a t isatio  est d auta t plus importante que Nanos2 est décrit comme 

ta t u  a ueu  sp ifi ue d u e sous populatio  de spe atogo ies hez la t uite 

(Bellaiche et al., 2014) et que Nanos3 est impliqué dans le maintien du caractère indifférencié 

des spermatogonies dans le testicule prépubère de souris (Lolicato et al., 2008). L tude de 

es deu  Na os pe ett ait do  d ide tifie  deu  ou eau  a ueu s de ellules sou hes 

spermatogoniales chez la petite roussette. La détermination du rôle endogène des quatre 

Nanos peut être également envisagée en réalisant soit des invalidations par CRISPR cas-9 ou 

éventuellement des Knock Out conditionnels via le système Cre-Lox. Sachant que Nanos est 

un facteur maternel présent dès la spécification des PGCs chez l e o  de sou is, l tude 

des quatre Nanos au niveau embryonnaire pourrait  être intéressante pour déterminer si  

Nanos1 est également impliqué dans la survie et la migration des PGCs chez la roussette, 

comme observé chez le poisson zèbre (Koprunner et al., 2001). L tude de “DF-1 au niveau 

embryonnaire parait également judicieuse car en plus de son rôle dans le homing cellulaire, la 

voie SDF-1/CXCR4 a également été décrite comme impliquée dans la migration des PGCs 

(Takeuchi et al., 2010). Chez la souris, SDF-1 est non seulement exprimé au niveau des zones 

où se situent les PGCs mais également tout au long de leur voie de migration, guidant ainsi les 

PGCs e p i a t CXC‘  jus u au  tes g itales A a et al.,  ; Molyneaux et al., 2003). 

De plus, des tudes o t o t  u u e di i utio  de l e p essio  de “DF-1 ou de son 

récepteur altérait la migration des PGCs. Plus spécifiquement, les PGCs qui ne reçoivent pas 

le signal SDF-  o t e t u e pe te des ou e e ts di e tio els jus u à leu  i le et se 

retrouvent à des positions ectopiques au sei  de l e o  (Doitsidou et al., 2002). Ainsi, le 

marquage en co-immunohistochimie whole mount avec les anticorps anti-Vasa et anti-CXCR4 

pourrait dans un premier temps nous permettre de déterminer à partir de quel stade les PGCs 

entrent en migration chez la petite oussette. Puis, da s u  se o d te ps l i je tio  d u  

a tago iste de CXC‘ , l AMP , da s u  e o  au stade d te i  p de e t ous 

pe ett ait d o se e  si le lo age de ette oie i duit u e lo alisatio  e topi ue des PGCs. 

E fi , l i u o arquage en whole mount de SDF-1 nous permettrait de visualiser le chemin 

de diffusion de la molécule et une hybridation in situ avec des sondes pouvant discriminer les 
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deux formes de SDF-1 nous éclairerait sur le type de cellule les exprimant. De plus, la 

publication du génome pourrait également permettre de réaliser des constructions GFP sous 

le contrôle des promoteurs Nanos ou CXCR4 afin de mieux caractériser leurs expressions chez 

l adulte ais gale e t de d te i e  la lo alisatio  et les ig atio s des cellules qui les 

expriment chez l e o . E fi , il se ait gale e t i t essa t de d te i e  si les 

pa te ai es o us de Na os o e Pu ilio ui s asso ie à Na os  pou  gule  le 

développement de la lignée germinale dans les embryons de drosophile (Kobayashi et al., 

1999) sont également présents chez les Chondrichtyens. Pour cela, des approches in silico 

pou o t t e e es afi  d ide tifie  des sites d i te a tio  pote tiels. Puis, l i te a tio  

e t e Na os et d aut es p ot i es pou a t e tudi e ia des app o hes in vitro par co-

immunolocalisation ou par FRET (Transfert d'énergie entre molécules fluorescentes). 
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 La transplantation pour la sauvegarde 
d’espèces 

La transplantation de cellules souches spermatogoniales a été mise en place afin de répondre 

à des attentes sur des do ai es aussi a i s ue l a ua ultu e, la t a sge se ou la 

p se atio  d esp es. Cette te h i ue o siste à i je te  des ellules ge i ales sou hes 

(PGCs, SSCs, spermatogonies) dans des individus receveurs au stade embryonnaire ou dans la 

gonade d u  i di idu adulte d pl t  de ses ellules ge i ales afi  de d te i e  si es 

dernières sont capables de coloniser la gonade hôte, de proliférer et de se différencier en 

gamètes. Au cours de cette thèse, notre objectif a été de mettre en place un protocole de 

transplantation pour la toute première fois chez un Chondrichtyen afin de valider le caractère 

souche de SSCs potentielles. 

Alors que de nombreuses études ont été menées chez les poissons Téléostéens, aucun 

protocole de t a spla tatio  a t  ta li chez les Chondrichtyens du fait de leur faible 

intérêt aquacole de par leur trait de vie avec un développement et une croissance lente ainsi 

u u e atu it  se uelle ta di e. 

Le modèle de la petite roussette présente néanmoins de nombreux intérêts tout d a o d de 

par sa taille modeste (60 cm environ) et son caractère calme. De plus, même si sa maturité 

se uelle est attei te u à l âge de  a s e i o , Thiebold (1963) a observé les premières 

initiations de méiose chez la femelle dès le stade embryonnaire 31. Ainsi, si la plasticité 

observée chez les poissons Téléostéens (Takeuchi et al., 2003a) est également avérée chez les 

Cho d i ht e s, l o se atio  de la diff e iatio  ga ti ue g e à pa ti  de ““Cs 

transplantées, peut être envisageable dès les stades embryonnaires tardifs chez la femelle. 

Chez les âles, est peu ap s l losio  oussettes de  à   ue s o ga ise t les 

premiers cystes dans la région antérieure de la gonade mais ceux- i volueront pas au-delà 

du stade préleptotène du fait de leur dégénérescence (Collenot, 1970). Il sera néanmoins 

possi le d o se e  assez rapidement si des spermatogonies sont issues du donneur.  

Lors des essais de transplantation chez la petite roussette, nous nous sommes confrontés à 

de nombreuses divergences avec le protocole établi chez les poissons téléostéens. Chez ces 

derniers, la t a spla tatio  d i di idus adultes peut t e alis e ia la papille u og itale ou 
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directement dans la gonade déplétée de ses cellules germinales. La déplétion est engendrée 

par différentes techniques comme le traitement des individus par busulfan et chauffage à 35°C 

(Lacerda et al., 2010; 2013), la triploïdisation (Okutsu et al., 2007), l i je tio  de o pholi os 

antisens dead end (Kawakami et al., 2010), ou encore par hybridation (Wong et al., 2011). 

Chez les roussettes juvéniles et adultes, le tractus génital est complexe, empêchant une 

transplantation via la papille urogénitale. Elles possèdent également une peau recouverte 

d ailles pla oïdes ailles sp ifi ues des Cho d i ht e s  ui p se te t les es 

caractéristiques anatomiques que des dents (émail, denticule) conférant à la peau son aspect 

rugueux et difficilement transperçable. Cette caractéristique morphologique empêche donc 

une transplantation par injection transcutanée dans la gonade adulte ce qui nous a amené à 

t a aille  hez l e o . L tude du d eloppe e t go adi ue hez S. canicula a indiqué que 

le stade 27 était le plus propice à la transplantation car les premiers gonocytes étaient 

présents dans les ébauches gonadiques.  

Pa  la suite l isole e t des ““Cs a t  alis . Diff e tes te h i ues d isole e t o t été 

décrites chez les poissons téléostéens : pa  de sit  à l aide d u  g adie t de pe oll (Lacerda 

et al., 2010), par tri cellulaire sur la base de marqueurs membranaires comme Thy1 (Reding et 

al., 2010) ou par culture (Santos Nassif Lacerda et al., 2013). Un des avantages de la petite 

oussette est l o te tio  ais e de la zo e ge i ati e et sa ise e  ultu e selo  u  p oto ole 

d atta he e t diff e tiel differential plating) des cellules somatique et germinales (Gautier 

et al.  d où des ultu es e i hies e  spe atogo ies. De plus, l ajout de GDNF pe et 

d a plifie  et de ai te i  les ““Cs in vitro (Gautier et al. 2014), ce qui pourrait favoriser la 

transplantation comme cela a été montré chez la truite où la culture à court terme permet la 

up atio  de l i t g it  e a ai e des ellules à t a spla te  (Shikina et al., 2013).  Dans 

le ad e de ot e tude, le a uage de es ““Cs pote tielles s est a  d li at. E  effet, 

l utilisatio  du a ueu  fluo es e t PKH  a pas pe is, du fait du ho  os oti ue 

occasionné par la solution, la transplantation directe des cellules après marquage et a 

nécessité une remise en culture des cellules. Les conditions doivent encore être améliorées et 

il est pas e lu ue ette tape de e ise e  ultu e e soit pas en fait un avantage en 

permettant une sélection et une récupération des SSCs. 

M e si d aut es ises au poi t este t e o e à fai e pou  ussi  u e t a spla tatio  

optimale chez S. canicula, sa ise e  pla e este u  d fi et pou ait s i lu e da s u  
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programme plus la ge de sau ega de d esp es. E  effet, e i o  ¼ des Cho d i ht e s so t 

o sid s e  oie d e ti tio  pa  l UICN. M e si la oussette est pas u e esp e 

menacée, les avancées de plus en plus prometteuses sur la transplantation inter-espèce et 

inter-genre présente un outil non négligeable dans le maintien de populations menacées. Les 

premières études de transplantation menées en intra spécifique, sur différentes espèces de 

poisso  T l ost e s i lua t le poisso  z e, la s iole, la t uite, l esturgeon, la loche ou le 

tilapia du Nil ont néanmoins révélé la complexité de cette technique. En fonction des espèces, 

diff e ts sultats o t t  o te us. Ai si hez l estu geo  la t a spla tatio  de 

spe atogo ies et d o ogo ies a pe is la olo isation des crêtes génitales ainsi que la 

prolifération des cellules Pše ička et al., 2015). Chez la truite ou le Tilapia du Nil, la 

transplantation de PGCs ou de spermatogonies a permis de générer des gamètes mâles et 

femelles viables, mettant en exergue une plasticité cellulaire (Takeuchi et al., 2003b; Farlora 

et al., 2014). Dans le cas de la truite, ces gamètes ont également permis de générer une 

descendance viable (Takeuchi et al., 2003b). Des études réalisées inter-espèces et inter-genre 

se sont également avérées prometteuses. En 2001, Yamaha et al., ont mis en place un 

p oto ole de t a spla tatio  du lastode e i f ieu , o te a t les PGCs, issu d u  a assi  

triploïde (Carassius langsdorfii  se ep oduisa t pa  g oge se, da s le lastode e d u  

poisson rouge diploïde (Carassius auratus) se reproduisant par reproduction sexuée. Au stade 

la ai e, les PGCs du do eu  o t olo is  les tes g itales du poisso  h ide. A l âge 

adulte les poissons hybrides ont été capables de produire à la fois des ovocytes de petite taille 

et haploïdes comme ceux du poisson rouge mais également des ovocytes de grande taille et 

diploïdes ou triploïdes comme ceux du donneur. Ces derniers ovocytes, après induction de la 

gynogenèse avec du sperme irradié, donnent des embryons dépourvus de malformations 

selon un pourcentage de 3,4 à 93,2 %. Les mâles chimériques sont également capables de 

g e  du spe e haploïde ais sa s ue l o igi e de elui- i puisse t e disti gu e. D aut es 

études menées chez les Salmonidés  ont consisté à transplanter des spermatogonies de truite 

Oncorhinchus mykiss chez des embryons mâles et femelles de saumon masu, Oncorhinchus 

masou, pe etta t ai si d o te i  espe ti e e t du spe e et des o o tes de t uite 

(Okutsu et al., 2007). Pour la première fois une plasticité cellulaire est donc également 

montrée pour une transplantation interspécifique. De plus, le croisement des gamètes a 

également permis de g e  u e des e da e ia le a e  u  tau  d losio  de , %. 
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Par la suite, la transplantation de spermatogonies a été menée chez des espèces appartenant 

à des familles taxonomiques différentes. Ainsi, la transplantation de spermatogonies issues de 

la sériole, Seriola quinqueradiata, da s des la es de  de l ho i e, Nibea mitsukurii, a 

pe is d o se e  la olo isatio  des go ades de  i di idus hôtes su   i di idus i je t s 

(Higuchi et al., 2011). De plus, des études par immunohistochimie ont montré que les cellules 

transplantées étaient capables de proliférer au sein de la gonade et que les spermatogonies 

o t su u jus u à  ois post- transplantatio  da s les i di idus e e eu s. D aut es 

expériences réalisées entre des espèces taxonomiquement différentes ont également permis 

de mettre en évidence la différenciation des spermatogonies transplantées en 

spermatozoïdes capables de féconder des ovocytes des individus donneurs (Morita et al., 

2015). Néanmoins malgré les grandes avancées réalisées dans la transplantation de cellules 

germinales chez les poissons, la transplantation interspécifique entre des espèces 

ta o o i ue e t diff e tes a pas e o e pe is de g e  à la fois des ga tes ales 

et des gamètes femelles permettant de produire une descendance complète comme observé 

pour la transplantation intraspécifique ou intra-genre.  

La mise en place de la transplantation interspécifique chez les Chondrichtyens pose également 

question du fait de la diversité des modes de reproduction chez cette classe. En effet, la petite 

oussette a u  ode de ep odu tio  o ipa e et e si l o  et ou e pa i les esp es 

menacées des espèces ovipares, il existe également des Chondrichtyens ovovipares et 

i ipa es. Il est gale e t i po ta t de soulig e  ue jus u alo s, la t a spla tation a été 

menée sur des individus donneurs et receveurs phylogéniquement proches, il faudra donc 

te d e et opti ise  e p oto ole afi  u il puisse t e appli a le hez d aut es e ui s, aies 

ou chimères.  

De même, une grande diversité de taille est retrouvée au sein de cette classe, par exemple 

Scyliorhinus canicula mesure environ 60 cm pour 550g alors que le requin baleine Rhincodon 

typus peut mesurer plus de 20 m et peser 34 tonnes. Néanmoins, une étude de transplantation 

réalisée entre le thon bleu du Pacifique, qui mesure environ 3m pour 450kg, et le maquereau 

Scomber japonicus do t la taille est d e i o    pou  u  poids de , kg, o t e ue la 

transplantation de spermatogonies de thon dans un individu de plus petite taille avec une 

maturité sexuelle plus précoce, permet la colonisation et la prolifération des cellules injectées 

dans la gonade hôte (Yazawa et al., 2010). 
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Figure 33 :à S h aà repr se ta tà l’i t r tà deà laà tra spla tatio à hezà lesà ho dri ht e sà da sà laà
sauvegardeàd’esp es. 

Les testicules d u  i di idu do eu  so t p le s puis la zo e o te a t les ellules sou hes est 
disséquée. Les cellules sont soit dissociées et cryopréservées soit marquées au PKH26 et mises en 

culture suivant le protocole établit par Gautier et al., pendant une semaine. Par la suite, les cellules 

so t t a spla t es da s des e o s âles ou fe elles d u  i di idu e e eu  de la e esp e 
afi  d o te i  des ga tes a e  u  pat i oi e g ti ue ide ti ue à elui du do eu  soit da s des 
espèces différentes. 
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La limite de ette thode est ue l i di idu e e eu  pou a au ieu  fou i  des ga tes 

âles et fe elles ais u il lui se a i possi le de suppo te  le d eloppe e t d e o s. 

Ainsi, la transplantation interspécifique pourrait dans un premier temps être envisagée entre 

la petite roussette (receveur) et la grande roussette (Scyliorhinus stellaris) (donneur) qui est 

u e esp e uasi e a e d ap s l UICN poss da t le e t pe de ep odu tio  ue la 

petite roussette mais étant de taille plus importante (1,25 à 1.70 m) (Figure 33).  

Enfin, la caractérisation des SSCs chez la petite roussette reste néanmoins une avancée 

majeure dans la sauvegarde du patrimoine génétique de Chondrichtyens du fait que ces 

cellules peuvent être cryopréservées. Chez les poissons, les ovocytes ne peuvent pas être 

op se s du fait de leu  g a de taille, de la p se e d u e i po ta te ua tit  de 

vitellus ainsi que de leur faible perméabilité membranaire aux cryoprotecteurs (Zhang et al., 

2007). Seuls les gamètes mâles peuvent être cryopréservés et permettre la génération d u e 

descendance par insémination des ovocytes (Yang et al., 2012). La cryoconservation du 

sperme a déjà été établi hez de o eu  poisso s o p e a t des esp es d eau dou e 

telles le sau o , l estu geo , la a pe et le poisso  hat ais gale e t des esp es a i es 

o e le tu ot, le a  ou e o e l a guille, à la fois pour des raisons aquacoles ou de 

p ote tio  d esp es (pour revue, Cabrita et al., 2010). Chez la petite roussette des études 

préliminaires de cryopréservation de sperme ont été initiées. La cryopréservation des 

spermatogonies présente quant à elle un grand intérêt de par le caractère pluripotent de ces 

cellules. En effet, une fois transplantées dans des individus mâles ou femelles, elles peuvent 

générer respectivement des spermatozoïdes ou des ovocytes viables. Ainsi, Lee et al. (2016) 

ont montré chez la truite que des SSCs cryopréservées pendant cinq ans et transplantées dans 

des saumons receveurs femelles ou mâles permettaient de générer des ovocytes et des 

spe atozoïdes ia les ai si u u e des e da e p se ta t le pat i oi e g ti ue de 

l i di idu do eu . Plus i t essa t e o e, Lee et al. (2015) a également montré que des 

spermatogonies prélevées sur une truite congelée dans son entier pendant 3 mois pouvaient 

générer des gamètes mâles et femelles viables suite à une transplantation et ainsi obtenir une 

g atio  F . Cette de i e tude est t s i po ta te a  la o g latio  d i di idus da s 

leur entier pourrait être mise en place lors de pêches accidentelles de Chondrichtyens en voie 

d e ti tio , pe etta t ai si d aide  à la p se atio  de diff e tes esp es.  
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 Les peptides utilisés en thérapie  

Les peptides sont définis comme des molécules de petite taille constituées de moins de 50 

acides aminés.  Ces petites molécules, hautement spécifiques au niveau de la liaison à leurs 

i les, so t de plus e  plus p se tes su  le a h  pha a euti ue du fait u elles 

e ge d e t peu d effets se o daires (pour revue, Craik et al., 2013). Les peptides peuvent 

également être utilisés dans de nombreux domaines de pa  leu  la ge ha p d a tio  e  

interagissant avec des hormones endogènes, des facteurs de croissance, des 

neurotransmetteurs, des molécules de signalisation ainsi que des agents immunologiques et 

de défense. Ainsi, certains ont été mis en évidence pour leur potentiel anticancéreux (pour 

revue, Xiao et al., 2015), anti inflammatoire (Ma et al., 2017), anti microbien (pour revue, 

Bahar and Ren, 2013) ou encore antidiabétique (pour revue, Billyard et al., 2007). Cependant, 

leur utilisation au niveau pharmaceutique présente des limites comme une courte demi-vie 

systémique, une faible perméabilité membranaire et une diminution, voire une perte, de leur 

a ti it  lo s u ils sont administré par voie orale (pour revue, Craik et al., 2013). En dépit de 

ces désavantages, il était répertorié sur le marché pharmaceutique en 2013 plus de 100 

di a e ts as s su  l ad i ist atio  de peptides. Pa i les plus o us utilis s hez 

l ho e, il peut t e ot  la al ito i e pou  t aite  l h pe al ie et l ost opo ose (Wisneski 

et al., 1978; Reginster, 1993), ou e o e l o to i e pou  fa o ise  la o t a tio  ut i e lo s 

de l a ou he e t (pour revue, Zhang et al., 2011). L o igi e des peptides pou  les th apies 

este di e se ais e e t u  i t t pa ti ulie  a t  po t  su  les peptides d o igi e 

marine (Zhu et al., 2010b; Fan et al., 2014). Deux peptides sont actuellement commercialisés 

le )i o otide P ialt® , issu d es a got onique marin approuvé par la FDA en 2004 (Olivera, 

2006) pou  u e utilisatio  e  ta t u a alg si ue et l Ad et is® ide tifi  hez le li e de e  

pour le traitement de lymphomes (Senter and Sievers, 2012).  

La caractérisation de peptides à potentiel thérapeutique chez la roussette nous a permis de 

mettre en évidence un peptide à potentiel anti-diabétique appelé Pep18. Ce peptide a montré 

sa apa it  à i dui e la s tio  d i suli e in vitro ainsi que son potentiel antidiabétique en 

régulant la glycémie de souris présentant un diabète de type 2 induit par injection de 

st eptozoto i e. M e si d aut es e périences doivent être réalisées sur des modèles de 

diabète de type 2 plus stables tels que les souris génétiquement modifiées ob/ob ou db/db,  
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Figure 34 : Schéma des voies insulinémiques ciblées par les différentes drogues. 

Ce s h a ep se te les t ois oies ajo itai es i pli u es da s la s tio  d i suli e. L a tio  des 
diff e tes d ogues test es afi  de d te i e  à uel e d oit agit Pep  afi  d aug e te  la s tio  
d i suli e, so t gale e t i di u es. ATP= Adenosine triphosphate ; ADP = Adenosine biphosphate ; 

G6P = Glucose 6-phosphate ; KCl = Potassium chloride ; Ca = Calcium ; PLC = Phospholipase C; Gq = αq 

subunit of G protein-coupled receptor; PIP2 = Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate; IP3 = Inositol-

triphosphate ; DAG = Diacylglycérol ; PKC = Phosphokinase C; ER = Endoplasmic Reticulum; GPL-1 = 

Glucagon-like peptide-1 ; AC = Adenyl cyclase; cAMP = Cyclic adenosine monophosphate; PKA = 

Phosphokinase A 
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es sultats s a e t t s p o etteu s. Au ou s de ette tude ous a o s o stat  ue les 

sou is t ait es a e  Pep  e se laie t pas p se te  d effets se o dai es a s. E  effet, 

au u e p ise ou pe te po d ale otoi e a t  o se e alo s ue hez l ho e le 

traitement avec certains antidiabétiques comme les sulfonylurées engendre dans certains cas 

une prise pondérale de 1 à 5kg (Philis-Tsimikas, 2009). Les souris traitées avec Pep18 ne 

semblent pas non plus présenter de nécrose acinaire ni de métaplasie des cellules ductales 

caractéristiques des pancréatites aigües décrites chez certains patients traités avec des 

incrétines (Singh et al., 2013). Enfin, le précurseur de Pep18 ayant été identifié au niveau 

testiculaire chez la petite roussette, nous avons vérifié son éventuel impact sur la 

spermatogenèse des souris traitées, par des observations histologiques. La spermatogenèse 

complète chez la sou is s effe tua t e   jou s, les sou is o t t  sa ifi es  jou s post-

traitement et tous les individus observés présentent une spermatogenèse complète avec des 

spermatozoïdes présents dans la lumière des tubes séminifères. Pep18 ne semble donc pas 

impacter la fertilité des individus à court terme mais des études à plus long terme doivent être 

envisagées.  

Afi  de ieu  o p e d e le ode d a tio  de Pep  il se ait i t essa t d tudie  so  

fonctionnement au niveau cellulaire. Les nombreux antidiabétiques présents sur le marché 

poss de t diff e ts odes d a tio  pou  gule  la gl ie. Ce tai s, o e les igua ides 

ou les glitazo es, e o t pas i dui e la s tio  d i suli e ais o t a oit e l a so ptio  

des glucides au niveau des différents organes en augmentant notamment le nombre et/ou la 

sensibilité des récepteurs à insuline (Lord et al., 1983; Kobayashi et al., 1992). D aut es 

agisse t di e te e t su  la s tio  d i suli e, les sulfo lu es o e les gli ides 

permettent la fermeture des canaux potassiques ATP-dépendant des cellules des ilots β de 

Langerhans, e ui e ge d e u e d pola isatio  e a ai e espo sa le d u  i flu  

al i ue. L aug e tatio  de al iu  i t a ellulai e i duit alo s la contraction des filaments de 

l a to osi e espo sa le de l e o tose des si ules d i suli e (pour revue, Sola et al., 

2015). Les incrétines de type GPL-1, libérées suite à un apport en aliments, sont sécrétées de 

manière glucose dépendante et agissent en se liant au récepteur GPL-1 qui entraîne la 

li atio  de l i suli e ia u e aug e tatio  de l AMP  et du al iu  i t a ellulai e (Kim and 

Egan, 2008). Une des perspectives de notre étude serait donc de déterminer à quel niveau 

ellulai e i te ie t Pep  pou  i dui e u e s tio  d i suli e. Les sultats o te us in vitro  
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Figure 35: Protocole expérimental pouràd ter i eràleà odeàd’a tio àdeàPep 8. 

Ce s h a ep se te la d a he p opos e afi  d alue  le ode d a tio  de Pep  in vitro sur 

cellule β pa ati ue de at, ‘IN F. Fl he e te : i duit la s tio  d i suli e, fl he ouge : i duit 
pas la s tio  d i suli e. Le s h a ep se te l i pa t ue peut a oi  la d ogue su  ha ue oie 
test e, epe da t lo s ue la s tio  este effe ti e ela e lut pas u elle soit due à l a ti atio  
d u e aut e oie.  
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par tests ELISA sur des cellules β pancréatiques de rat, montrent que le peptide est capable 

d agi  di e te e t su  es ellules pou  g e  u e li atio  d i suli e. Ai si l utilisatio  de 

différentes drogues permettant le blocage des voies à insuline à différents niveaux permettrait 

de déterminer quel facteur de la voie est impacté par Pep18 (Figure 34). L e o tose de 

l i suli e peut t e i duite pa  t ois oies ajo itai es, la oie i pli ua t le epteu  Glut2 

qui est glucose dépendante in vitro et la voie PIP3 et celle du récepteur aux GLP-1 like peptide 

qui sont glucose indépendantes in vitro. Dans un premier temps, le peptide sera testé en 

absence ou en présence de glucose afin de déterminer si le peptide permettrait seulement 

d a plifie  la s tio  d i suli e ou s il se ait apa le à lui seul d i dui e u e po se 

insulinémique. En fonction des résultats, différentes drogues pourront être testées, le mode 

d a tio  de ha ue d ogue au i eau ellulaire est présenté dans la Figure 29 et le protocole 

expérimental proposé est présenté en Figure 30. “i le peptide est effe tif u e  p se e de 

glucose seule la voie glut2 pourra être impactée, trois drogues ont été choisies pour bloquer 

cette voie à différents niveaux. Le diazoxyde va agir au niveau des canaux potassiques en 

i hi a t leu  fe etu e, e p ha t ou li ita t fo te e t la s tio  d i suli e pa  u  ode 

d a tio  de t pe sulfo lu es. Le KCl a ua t à lui i dui e la d pola isatio  e a ai e et 

la Nifedipi e i hi e  l ou e tu e des a au  Ca2+. Si l effet du peptide est ai te u lo s de 

l ajout de KCl ela a ous pe ett e de d te i e  si Pep  agit e  i duisa t u e 

d pola isatio  e a ai e ia l a tio  su  u  aut e a al io i ue  o e les a au  Na+ 

également décrits dans la dépolarisation membranaire des cellules β pancréatiques (Fridlyand 

et al., 2013). La Nif dipi e a ous pe ett e de d te i e  si Pep  agit su  l ou e tu e des 

a au  al i ues à l o igi e de l e o tose. E fin, si le peptide reste actif pour chacune de ces 

o ditio s o  pou a suppose  u il agit au i eau de l e o tose à p op e e t pa l , 

favorisant le transport des vésicules ou la fusion des vésicules avec la membrane comme décrit 

pour certaines protéines (Xiong et al., 2017). La voie PIP3, stimulée par les récepteurs à 

acéthylcholine et à cholécystokinine Gαq, peut être subdivisée en deux parties, une première 

où l iP  a sti ule  le ela gage du al iu  présent dans le réticulum endoplasmique et la 

deu i e oie où la PKC a di e te e t sti ule  l e o tose. La d ogue U  e ge d e 

l i hi itio  de la phospholipase C e  lo ua t les deu  pa ties de la oie Figure 35), la 

Thapsigargine va favoriser la libération de calcium par le réticulum endoplasmique et enfin, la 

GF109203X va agir sur la deuxième sous partie de cette voie en inhibant la phosphokinase C. 

Pour finir, la drogue envisagée pour impacter la voie GLP-1- epteu  est l IBMX ui fa o ise 
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la t a sfo atio  de l AMP li ue e  AMP, e p ha t ai si l a ti atio  de la 

phosphoki ase A ui pe et l e o tose. E  pa all le de la d te i atio  du ôle de Pep , 

les analyses structurales de ce peptide pourraient mettre en exergue des domaines impliqués 

dans la régulation de la glycémie chez les Mammifères et de ce fait permettre par des blasts 

in silico l ide tifi atio  d aut es peptides à pote tiel a tidia ti ue issus d o ga is es a i s.  

Pa  la suite, l tude p li i ai e alis e su  les peptides à potentiel anti-cancéreux identifiés 

chez la petite roussette révèle une efficacité intéressante in vitro en induisant une diminution 

de la viabilité des cellules de carcinome pulmonaire humain pour Pep12 et un effet 

cytostatique sur les cellules en G /M pou  Pep . M e si l tude du ode d a tio  de es 

peptides au i eau ellulai e a pas t  e t ep ise au ou s de ette th se, plusieu s 

h poth ses peu e t t e ises. L i du tio  de l apoptose ou de la ose de ellules 

tumorales  a déjà été observée pour des peptide anti microbiens (AMP) (pour revue, Gaspar 

et al., 2013) do t au oi s  d e t e eu  su  les  p se ts da s la a ue de do es 

APD (Antimicrobial Peptide Database), présentent des effets anti-cancéreux 

(http://aps.unmc.edu/AP/main.php). Ces peptides vont cibler les membranes lipidiques et 

leu  ode d a tio  t s apide uel ue i ute  pe et de li ite  la ise e  pla e d u e 

réponse ellulai e pou a t t e à l o igi e d u e sista e au t aite e t (Papo and Shai, 

2005). T ois odes d a tio  de pe a ilit  o t t  o se s e  fo tio  des st uctures 

formées par les peptides dans la membrane et de leurs interactions avec les phospholipides. 

Da s le od le e  to eau les peptides s i s e t pe pe di ulai e e t au pla  de la 

bicouche avec leur face hydrophile délimitant le canal du pore (Yeaman and Yount, 2003). Le 

deuxième modèle est en structure toroïdale où les peptides, également perpendiculaires au 

plan de la bicouche, provoquent une courbure de la membrane et dans ce cas, le canal du 

pore est délimité par une alternance de peptides et de phospholipides (Yeaman and Yount, 

2003; Jenssen et al., 2006). Enfin, le modèle en tapis, où les peptides sont en contact avec les 

têtes polaires des lipides durant tout le processus de perméa ilisatio , ais e s i s e t à 

au u  o e t da s le œu  h d opho e de la e a e. Leu  fi atio  à de fo tes 

concentrations à la surface de la membrane par des interactions électrostatiques (Shai and 

Oren, 2001) a alo s p o o ue  l effo d e e t de ette de i e u e fois la o e t atio  

seuil atteinte, créant ainsi un effet détergent, et induisant la perforation de la membrane 

(Ehrenstein and Lecar, 1977). Des peptides ont également été décrits pour leur effet 

http://aps.unmc.edu/AP/main.php
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cytostatique sur des cellules issues du cancer du sein comme le peptide p28 capable 

d e ge d e  u  a t des ellules e  phase G /M puis l i du tio  de l apoptose de es ellules 

(Yamada et al., 2009) ou les peptides PEG-SMRwt-CLU qui induisent un arrêt des cellules en 

phase G2/M (Huang et al., 2017). Dans ce dernier cas, en plus de bloquer les cellules dans le 

cycle cellulaire, le peptide induit un blocage du ela gage de l e oso e tu o al e p ha t 

ai si la p opagatio  des tastases a euses. Cepe da t, le ode d a tio  p is des 

peptides pour i dui e es a ts e  G /M a pas e o e t  is e  ide e. Da s ot e 

tude ous a o s pu o se e  ue l effet obtenu pour Pep12 et Pep15 in vitro tait pas 

maintenu in vivo. Les peptides peuvent être dégradés in vivo pa  l a tio  de p ot ases, des 

ha ge e ts de sali it , ou e o e des ha ge e ts d a idit . De pa  leu  fai le taille, ils 

sont également éliminés par filtration hépatique et/ou rénale. Afin de pallier à ces 

inconvénients, différentes approches ont été élaborées pour stabiliser les peptides pour des 

administrations in vivo. Parmi elles, le changement de certains acides aminés de configuration 

–L par des acides aminés de configuration-D permet de modifier les liaisons peptidiques 

ciblées par les protéases (Navab et al., 2002). La stabilisation des peptides peut être également 

alis e pa  lisatio  ou pa  ajout d u e a t latio  e  N-terminal (Leone-Bay et al., 1995). 

Enfin les peptides peuvent être encapsulés pour limiter leur dégradation par hydrolyse ou par 

des enzymes protéolytiques (pour revue, Bruno et al., 2014). Diff e ts t pes d e apsulatio  

ont actuellement été décrites mais celle qui a plus particulièrement retenu notre attention est 

l e apsulatio  da s des a opa ti ules de gl ol-chitosan car elle présente peu de toxicité 

pou  l o ga is e (Wang et al., 2011). Elle facilite le passage des peptides à travers les jonctions 

se es des ellules de l i testi  (Sarmento et al., 2007) et elle a également été décrite pour 

permettre un meilleur adressage des molécules encapsulées au niveau tumoral (Lee et al., 

2014). Da s u  p e ie  te ps, il se ait i t essa t de pou sui e l a al se de la 

nécrose/apoptose induite par Pep12 par des expériences de TUNEL (Terminal 

deo u leotid l t a sfe ase dUTP Ni k E d La eli g  ou pa  la d te i atio  de l a ti atio  

des oies aspases.  Puis da s u  deu i e te ps d e isage  u e e apsulatio  de e 

peptide pour une administration in vivo afi  d aug e te  sa sta ilit  s st i ue.  
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Figure 36 : Expression du précurseur de Pep12 et de Pep15 dans le testicule de S. canicula. 

A al se pa  PC‘ de l e p essio  du p u seu  de Pep  pPep  A) et Pep15 (pPep15) (B) dans les 

différentes zones testiculaires (A0, A-, B, C et D). A pPep12 est préférentiellement exprimé dans la zone 

A0 puis son expression décroit progressivement dans les zones A-, B et C pou  t e p es ue plus 
détectable dans la zone D. B pPep15 est quant à lui exprimé de façon ubiquiste dans les différentes 

zones mais présente une tendance à être moins exprimé dans la zone D. Les analyses statistiques ont 

été réalisées par intervalle de confiance, la différence entre chaque groupe correspond à P-value < 

0,05%. 
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L tude de es peptides e  e dog e a t  gale e t i iti e. Les p u seu s de Pep12 

(pPep12), Pep15 (pPep15) et Pep18 (pPep18) ont, tous les trois, été identifiés dans le testicule. 

Pou  ieu  o p e d e leu  fo tio e e t, la d te i atio  de leu  p ofil d e p essio  au 

niveau testiculaire a été entreprise par RT-qPCR (Figure 36 et 37). Les ARNm de pPep 18 et 

pPep 12 sont retrouvés en concentrations plus élevées dans la zone A0 puis, diminuent 

légèrement dans les zones A-, B et C pour enfin ne plus être détectables dans la zone D. Le 

précurseur de Pep15 présente quant à lui un p ofil d e p essio  plus u i uiste au i eau 

testi ulai e à l e eptio  de la zo e D, où il est plus d te ta le. Ces p ofils d e p essio  au 

sein du testicule suggèrent donc un rôle pour ces deux peptides en début de spermatogenèse.  

A tuelle e t, peu d tudes o t o t  l i pli atio  de peptides au sei  de la i he 

germinale. Néanmoins, chez la drosophile des peptides de type insuline-like dérivés du 

cerveau ont montré leur capacité à stimuler la prolifération des cellules germinales souches 

(LaFever and Drummond- Barbosa, 2005). De plus, la oie de sig alisatio  de l i suli e joue 

gale e t u  ôle da s le ai tie  de la i he de l o ai e hez la D osophile e  ai te a t 

le nombre des cellules de la coiffe via la voie Notch (Song et al., 2007)  et en favorisant 

l asso iatio  des ellules de la oiffe au  ellules ge i ales sou hes ia la E-cahérine (Hsu and 

Drummond-Barbosa, 2011). Au vu des résultats obtenus pour Pep18 in vitro et in vivo, nous 

pou o s pe se  u il pou ait joue  u  ôle si ilai e à elui des peptides i suli e-like de type 

GLP , soule a t l h poth se de l i pli atio  de Pep  da s u  a is e ellulaire insulino-

dépendant au sein du testicule chez S. canicula. Le précurseur du peptide Pep12, présentant 

un potentiel anti-cancéreux, a été identifié dans les zones contenant les cellules souches et 

les spermatogonies chez la petite roussette. Il est aujou d hui ie  o u ue les ““Cs et les 

spermatogonies partagent des caractéristiques communes avec les cellules cancéreuses 

impliquant des voies de régulation cellulaire similaires (Wnt, Shh ou Notch) (Reya et al., 2001) 

ainsi que la présence de récepteurs membranaires identiques (Kim and Ryu, 2017). De plus, le 

p o essus d apoptose a t  d it pou  de o euses fo tio s au i eau testi ulai e 

comprenant le maintien du nombre approprié de cellules germinales par rapport aux cellules 

de “e toli, l i du tio  de la o t de ellules ge i ales d fe ti es ou e o e le ai tie  de la 

qualité du sperme (Shukla et al., 2012). De plus chez le requin Squalus acanthias, il a été décrit 

une zone comprenant plusieurs couches de cellules germinales en dégénérescence située à la 

transition spermatogonie-spermatocytes (McClusky, 2005).  
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Figure 37 :àE pressio àduàpr urseuràdeàPep 8àda sàleàtesti uleàdeàS. canicula. 

A al se pa  PC‘ de l e p essio  du p u seu  de Pep  pPep  da s les diff e tes zo es 
testi ulai es A , A-, B, C et D . pPep  est fo te e t e p i  da s la zo e A . “o  e p essio  
d oit pa  la suite da s les zo es A-, B et C pou  t e p es ue plus d te ta le da s la zo e 
D. Les a al ses statisti ues o t t  alis es pa  i te alle de o fia e, la diff e e e t e 
ha ue g oupe o espo d à P- alue < , %, 
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La p se e d u  peptide à pote tiel apoptoti ue da s les zo es A  et A- chez la petite 

oussette soul e do  l h poth se de l i pli atio  de Pep  da s la gulatio  de la 

production de sperme chez S. canicula. Des app o hes d h idatio  in situ permettront de 

préciser les types cellulaires exprimant les précurseurs des peptides et des tests in vitro 

pou o t t e e s afi  de d te i e  l i pa t des peptides su  la p olif atio , la o t ou 

le maintien des cellules germinales chez la roussette. Ces résultats ouvrent donc de nouvelle 

perspective de travail dans la caractérisation de la niche germinale chez ce petit requin et 

o t e l i t t des o ga is es a i s da s la e he he de ol ules à pote tiel 

thérapeutique. 
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E  o lusio , ette th se a is e  ide e l i po ta e de la petite oussette et des 

Cho d i ht e s e  g al, da s l tude oluti e des Ve t s. Leu  positio  

phylogénétique, à la divergence des Ostéichtyens, en fait des modèles de hoi  du fait u ils 

aient gardé à la fois des caractères ancestraux retrouvés chez les Tétrapodes, mais également 

u ils aie t su i leur propre évolution, révélant des caractères morphologiques et 

moléculaires qui leur sont propres. Ces travaux ont par la suite pe is l i itiatio  de la ise 

en place de la transplantation pour la toute première fois chez un Chondrichtyen et laissent 

donc entrevoir une perspective de préservation de cette classe qui compte à nos jours plus 

d u  ua t d esp es e  oie de dispa itio . E fi , l i t t de ette th se epose gale e t 

dans la mise en évidence de peptides à potentiel antidiabétique et anticancéreux qui souligne 

l i t t des o ga is es a uati ues da s la e he he pha a euti ue.  
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Abstract 

A descriptive presentation of spermatogenesis in elasmobranchs (skates, rays and sharks) is presented. 

The spermatocystic type and zonal organization of testis can be a useful model to allow an easily access 

to the main stages of spermatogenesis, facilitating their characterization. Specific features of 

elasmobranchs are also underlined. 

 

Introduction 

Elasmobranchs, comprising skates, rays and sharks, belong to chondrichthyans which include also the 

chimaeras (Holocephalans). Chondrichthyans are the sister group of bony vertebrates with a time of 

divergence estimated between 462 and 421 million years ago (MYA) but recent knowledge on 

fossilized chondrichthyans suggest that the last common ancestor of elasmobranchs and 

holocephalans lived about 370-380 MYA. Despite the phylogenetic interest of Chondrichthyans and 

their high number of species (around 1200), they have been the subject of too few publications, 

notably concerning their reproduction. However, spermatogenesis in elasmobranchs is at the origin of 

old observations, particularly at the middle of the 19th century with the advent of microscopy, because 

of the advantages associated to the anatomical organization of their testis. In 1841, Lallemand 

observed that spermatozoa formation occurs into sphe i al a pullae , hat e a e p ese tl  
spermatocysts, in rays and, in 1875, Semper gave a first description of the different stages of 

spermatogenesis in dogfish. La Valette St George (1878) was the first to describe the close association 

between ge  ells a d “e toli ells to gi e, hat he alled spe atoge u , u e tl  alled 
spe ato last . A e tu  late , the stages of spe atoge esis e e o e p e isel  lassified a d 

quantified by works of Mellinger (1965), Stanley (1966) or Holstein (1969) in the lesser spotted dogfish 

Scyliorhinus canicula (Carcharhiniformes) and the spiny dogfish Squalus acanthias (Squaliformes). For 

all elasmobranchs, the unit structure of the testis is the spheroidal spermatocysts (cyst) (terms used 

by previous authors were ampulla of follicle), defining the testicular structure in elasmobranchs as 

polyspermatocystic type. Each cyst is made up of spermatoblast in which one Sertoli cell is associated 

to a clone of synchronous developing germ cell, from 1 spermatogonium initially to 64 mature 

spermatids. Cysts originate from germinative zone located at fixed sites on the dorsal or dorsal-lateral 

margins of the testis according to species. Because new cysts are being formed and added continually, 

older cysts are moved in sequential order leading to a zonate arrangement according to the 

spermatogenetic wave. Therefore, a cross section of the testis displays a dorsoventrally oriented 

succession of zones corresponding to spermatogonial, spermatocytes, early spermatids, late 

spermatids and degeneration zones.  

 

The male genital tract. 

Anatomically, the male genital tract of elasmobranchs is elaborated (Figure 1). Two elongated testes 

have the particularity to be closely associated to the epigonal tissue, a lymphomyeloid tissue producing 

leukocytes, granulocytes and lymphocytes. Spermatozoa are collected through a paired duct system 

associated to each testis and made of intra-testicular tubules (branched and stem tubules), collecting 
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tubules and from two to six efferent ducts (rete testis homolog) in sharks or one efferent duct in rays 

and skates. Efferent duct is followed by one epididymis composed of a proximal and distal segment, 

one deferent duct enlarged at its end into seminal vesicle. Seminal vesicle often expanded to form an 

ampulla used for sperm storage and the two seminal vesicles converge in their posterior region. In 

skate and rays, Ma shall s alkaline glands (incorrectly named sperm sacs since they are devoid of 

sperm) arise as diverticula from this posterior region. Sperm passes from the urogenital sinus to the 

urogenital papilla which consists of the groove of pelvic clasper, the copulatory organs of 

chondrichthyans used for internal fertilization. Male elasmobranchs possess unique reproductive 

asso iated gla ds: the Le dig s gla d a d sipho s sa s i  sha ks o  laspe  gla ds i  skates a d a s. 

Le dig s gla d is losel  asso iated a d o e ted to the defe e t du t a d se etes pa t of the se i al 
fluid. Since their functions remain to be clarified, siphon sacs could either facilitate the transfer of 

sperm to the female (Gilbert and Heath, 1972) by inducing uterine contractions or assist sperm 

competition by washing female genital tract before copulation with a water flux. Most skates and rays 

have a clasper gland that may facilitate copulation by providing a lubricant  and a fluid coagulating with 

sea water that could seal the groove of the clasper to form a tube (Wourms, 1977). A diversity of 

functions could be respectively attributed to siphon sacs and clasper glands but both, in terms, 

facilitate fertilization. 

 

Anatomy of testis 

According to species and testicular type, germinative area is unique or multiple. In Squalomorph, 

Galeomorph and Charcharhinidae shark species, the germinative area consist of one band located 

between albuginea and the main testicular blood vessel which runs the dorsal length of the testis. This 

testicular structure has been classified as diametric-type testis (Pratt, 1988b) by Pratt in 1988 (Figure 

2). Squaliformes as Centroscymnes coelolepes and Centrophorus squamosus may present lobate testis 

and each lobe has a diametric structure (Girard et al., 2000). In Lamniformes, testis comprises 

seminiferous lobules (Radial-type testis). The germinative area is in the center of each seminiferous 

lobule and cyst development proceeds radially from the germinal area. In skates and rays, testis 

combines radial and diametric structure and was termed compound   P att. Thei  testis a  
comprise lobate divisions as observed for the Cownose Ray, Rhinoptera bonasus (Poulakis and Grier, 

2014). Germinative areas originate from the germinal papilla that appears as a small projection at the 

dorsal surface of the testis and cyst development proceeds diametrically from each germinative area.  

 

The mitotic proliferative phase of spermatogenesis. 

To describe precisely the different stages of spermatogenesis,  the example of Scyliorhinus canicula 

will be detailed below (Loir et al., 1995) (Figure 3). Stage I corresponds to large spermatogonia (10 μ  
in nuclear diameter) of the germinative zone, surrounded by elongated somatic cells which 

corresponds to Sertoli cell precursors. In the different subparts of the germinative zone, from the area 

just behind the fibrous albuginea toward the blood vessel, spermatogonia are isolated, paired or in 

clusters of 4 and they can be qualified of A single (As), A paired (Apr) and A4und undifferentiated 

spermatogonia, respectively. Their ultrastructure observed by transmission electron microscopy 

reveals a nucleus with chromatin of a mottled appearance, a nucleolus and a cytoplasm containing 
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numerous mitochondria and a dense material, the germinative nuage. After the first mitotic division, 

all spermatogonia still with intercellular bridges to form a germ cell syncytium (Figure 4). While leaving 

the germinative area, both Sertoli cell precursors and spermatogonia proliferate and both types of cells 

regroup progressively to form spherical cysts with a lumen that progressively appears (stage II). Stage 

III corresponds to the end of the cysts formation with a single layer of Sertoli cell nuclei around the 

central lumen and a single layer (stage IIIa) or two layers (stage IIIb) of spermatogonia toward the basal 

lamina. Here, it is important to notice that the cyst formation (stage IIIa) coinciding with the end of 

Sertoli cell divisions and to the further four mitoses of differentiated spermatogonia (stages IIIb to VI). 

Stage IV has four layers of spermatogonia and Sertoli cell nuclei remaining at the adluminal position. 

Stage V presents five layers of spermatogonia and Sertoli cell nuclei, which are at an adluminal 

(majority) or at an intermediate position. Stage VI exhibits about six layers of spermatogonia 

(corresponding to pre-leptotene spermatocytes) and Sertoli cell nuclei are in an intermediate 

(majority) or basal position. The number of germ cell per spermatoblast is 4, 8 and 16 for stages IV, V 

and VI, respectively. 

Considering the ratio number of 1 Sertoli for 1 spermatogonium at stage IIIa, and the number of Sertoli 

cell nuclei per cyst (reflecting also the number of spermatoblasts per cyst), it is possible to evaluate 

the number of cell mitotic division for undifferentiated spermatogonia. Holstein (1969) has determined 

469 spermatoblasts per cysts in Squalus acanthias and this number is about 500 in Scyliorhinus canicula 

cysts (Stanley, 1966a) and about 250 in Torpedo marmorata cysts (Wourms, 1977). In S. canicula and 

S. acanthias, this will correspond to 9 cell cycle division for undifferentiated spermatogonia (from As 

to Aund 512) and to 4 more divisions for differentiated spermatogonia (from Ad1 to PL spermatocytes), 

considering that no division occurs between the last stage of undifferentiated spermatogonia and the 

first stage of differentiated ones. Concerning T. marmorata, the total number of spermatogonial 

mitotic divisions is 12 instead of 13. This high proliferative phase allows to produce a large number of 

spermatozoa from a small number of germinal stem cell. Otherwise, the difference between the 

theoretical (512) and observed (469) number of spermatoblasts suggest an apoptosis control of 

testicular homeostasis as observed for all vertebrates and studied in S. acanthias (McClusky, 2012) or 

in the ray T. Marmorata.  

This ability to observe these different generations of spermatogonia, is also of interest for studying 

spermatogonial stem cells and their progeny by establishing a molecular signature for each of them 

using in situ hybridization and by immunocytochemistry approaches. Such studies have shown, for 

example, that one of the most universal spermatogonial stem cell regulator, the GDNF receptor GFRa1, 

is expressed in undifferentiated spermatogonia (Bosseboeuf et al., 2014b; Gautier et al., 2014). 

 

Meiosis 

In the dogfish S. canicula, meiosis proceeds from stages VII to XI (Figure 3). Stage VII corresponds to 

cysts containing the primary spermatocytes at the meiotic prophase and all the Sertoli cell nuclei are 

observed against the basal lamina. Stage VIII corresponds to the first meiotic division (metaphase, 

anaphase, telophase) which gives secondary spermatocytes (stages IX and X). At the end of meiosis, 

the number of early spermatids (or round spermatids) is of 64 per spermatoblast.  
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Spermiogenesis 

Spermiogenesis is the development of spermatids into the mature spermatozoa. During this process, 

the main cell transformations are the acrosome formation, the compaction of chromatin with the 

replacement of histones by transition proteins and then protamines, the flagella assembly and the 

cytoplasm reorganization with elimination of its major part and of its organelles to keep a cytoplasm 

mainly restricted to the midpiece containing mitochondria. In S. canicula, stage XI corresponds to cysts 

with young round spermatids arranged as a festoon figure  ith u lei sho i g pat hes of de se 
chromatin and flagella which are noticeable (Figure 3). In stage XII, condensation of the chromatin is 

well advanced and elongation of the spermatic head and the flagellum are observable on histological 

sections. During the following stages, the development of the helical head, a characteristic feature of 

chondrichthyan spermatozoa, occurs and is completed at stage XIV. At this stage spermatids are 

arranged in parallel bundles which are perpendicular to the basal lamina of the cyst. The helical 

twisting of the spermatid which includes the head, the midpiece and flagellar elements (the axoneme 

and/or microtubules according to species) has a function to motility of spermatozoa achieved by 

revolving around their long axis. During stages XV to XVII, the nuclei of Sertoli cell migration towards 

the intermediate cytoplasm of the cell and spermatid bundles become more compact and close to the 

basal lamina. The midpiece of spermatid is also well noticeable at the back of the head. At the 

ultrastructure level, for the spiny dogfish, glycogen granules are present and dispersed between 

mitochondria, the acrosome forms an elongated cap over the nucleus of the spermatid and a short 

perforatorium develops between the nucleus and the acrosome (in the subacrosomal space) (Pudney, 

1995). Classically, the function of the perforatorium is the penetration of the sperm through the egg 

chorion during fertilization. The flagellar apparatus of spermatozoa is also characterized by the 

presence of flagellar roots which form the axis of the midpiece and the existence of two longitudinal 

columns associated with the axoneme. The function of this longitudinal columns is unknown and could 

be associated to the revolving motility of spermatozoa by restringing lateral beating of the flagella. 

Another characteristic feature during the stages of spermiogenesis in elasmobranchs, is the apparition 

of a large protein body in the intermediate cytoplasm of Sertoli cell stage XVI , the “e pe s od . Its 
function is unclear and it will be released with bundles of spermatozoa during spermiation. A similar 

od  ha e ee  fou d i  the se e  of the spi  dogfish a d a ed “e toli ell toplast . As it 
contains organelles (mitochondria, ribosomes, endoplasmic reticulum and lipid droplets), some of 

them associated to steroid synthesis, Pudney and Callard hypothesized that it could contribute to the 

steroids found in the semen and necessary for maturation and maintenance of spermatozoa in the 

reproductive ducts (Pudney and Callard, 1986). A othe  h pothesis a  e that the “e pe s od  is 
equivalent to the residual body observed for mammalian spermatids. Its function remains to be 

studied. Stage XVIII corresponds to the spermiation which takes place by the detachment of the 

spermatid bundle which carries with him the adluminal part of the sertolian cytoplasm. Bundles of 

spermatozoa are then evacuated through the cystic collecting ductule (branched tubules), previously 

closed by a cellular plug. By taking into account the number of 500 spermatoblasts in S. canicula and 

of 250 in T. marmorata, it could be calculated that 32,000 and 16,000 spermatozoa will be produced 

per cyst, respectively for these species.  

The post-spermiation cyst contains the remaining basal cytoplasm and nuclei of Sertoli cells and will 

be resorbed in the epigonal organ, underlying the characteristic feature of the close association 

between this lymphomyeloid tissue and the testis in elasmobranchs. Another interesting feature about 
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this association was the inhibitory effect on DNA synthesis of premeiotic cysts by epigonal cytosolic 

extracts, suggesting a crosstalk between the two organs to regulate the spermatogenic cycle. 

Involvement of growth factors (GDNF, IGF1, FGF2…  a d toki s IL , G-C“F…  in the regulation of 

spermatogonial proliferation is now well documented in several species. 

 

Blood-testis barrier  

In amniotes, the blood-testis barrier (BTB) is essential for spermatogenesis and takes place during 

puberty when Sertoli cells stop mitosis. Classically, blood–tissue barriers restrict or control the entry 

of molecules present in circulation from entering a tissue or compartment. This barrier partially made 

of spe ialized ju tio s et ee  “e toli ells p ote ts  haploid ells i  a spe ifi  i oe i o e t 
and allows also the production of the testicular fluid useful, in particular, for transporting spermatozoa. 

This blood-testis barrier can be visualized by exclusion of a high molecular weight (10 kDa) fluorescent 

dye. Using this approach, McClusky has shown that living post-meiotic cysts are impermeant, 

suggesting a functional blood-testis barrier in cysts containing spermatids in the spiny dogfish 

(McClusky, 2006). Furthermore, in spermatid cysts, tight junctions have been observed between Sertoli 

cells, reinforcing the presence of a BTB but the precise description of its ultrastructural components 

remains to be done. 

 

Sperm transport, maturation and storage 

Structure of a branching intratesticular network of ducts has been well described in the starspotted 

smooth-hound Mustelus manazo (Park et al., 2013). This system is composed of branched tubules, 

linked to cysts, which are connected via a secondary network of stem tubules to the collecting tubules. 

Branched and stem ducts can be observed early in the cyst-forming area (stage II) and during the 

spermatogenetic wave, cysts are still attached to branch tubules. This implies that both cyst and 

tubules will move together from the germinal to the mature zone of the testis, undoubtedly involving 

regulatory mechanisms not yet known. During spermiation, branched tubules open at their junction 

with the cyst allowing the flow of bundles of spermatozoa into the stem tubules. Transport of 

spermatozoa will be achieved thanks the presence of ciliated epithelial cells lining the lumen of 

branched, stem and collecting ducts. Contraction of myoid cells surrounding the intratesticular ducts 

probably also contributes to the transport of spermatozoa towards the epididymis where maturation 

occurs. In Mammals, spermatozoa acquire their motility and fertilizing properties during their 

epididymal transit. Epididymis has been poorly studied in elasmobranchs, which is surprising 

consideringits size and its apparent similarity to that of mammals. Its study in the Port Jackson Shark, 

Heterodontus portusjacksoni and in the Clearnose Skate Raja eglanteria have shown that epididymis 

effectively participates in luminal fluid modifications, including sodium resorption, and that 

spermatozoa, immotile in the proximal segment, acquired their motility during their transit in the 

terminal segment of epididymis. In Raja eglanteria, the gl os latio  a ti it  of the Le dig s gla d 
connected to epididymis and the deferent duct is rather associated to spermatozoa aggregation. 

During their transport from the cyst, where they were aggregate into bundles, to the posterior 

segment of epididymis, bundles of spermatozoa are dissociated and spermatozoa reaggregate into the 

seminal vesicle where they are embedded in a mucoid matrix. Two basic types of spermatozoa 
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aggregation are described for elasmobranchs: spermatozeugmata and spermatophores. In 

spermatophores, bundles of spermatozoa are embedded in a matrix with the heads inside and the 

flagella projected out the matrix. Spermatophores are found in Alopidae, Odontaspididae and 

Lamnidae. Spermatozeugmata are un-encapsulated masses of naked spermatozoa. 

Spermatozeugmata may consist of different architectures: simple aligned bundles of spermatozoa 

(Squalus acanthias, Hydrolagus colliei); radially aligned bundles of spermatozoa (Charcharinus 

plumbeus); several layers of sperm bundles (Sphyrna lewini).  

 

Seasonality of spermatogenesis 

Spermatogenesis can show little or no seasonal changes in Elasmobranchs, as this is the case for S. 

canicula or the ray T. marmorata showing continuous spermatogenesis throughout the year. But in 

the spiny dogfish S. acanthias, caught along the United States Atlantic coast, the spermatogenic cycle 

is interrupted by germ cell apoptosis at the mitosis–meiosis transition in April-May, leading to a zone 

of degeneration. By studying this zone of degeneration, several information of interest can be found. 

Firstly, because this interruption is temporary, the resumption of the mitosis-meiosis transition will 

give new cysts that will lead to a displacement of the zone of degeneration (ZD) towards the mature 

side of the testis. So, the observation of this zone of degeneration along the time will give an idea of 

the duration of spermatogenesis. In the spiny dogfish, McClusky (2005) has thus established that the 

spermatogenic cycle spans about 2 years and that the duration from the Preleptotene stage to the 

more mature spermatid stage is of 9-10 months, underlining the long time require for spermatogenesis 

in that shark. In terms of sperm production, the displacement of the ZD at the mature side of the testis 

will lead to the absence of mature cysts and consequently the decrease of sperm production 9-10 

months later, in February-March of the following year. Conversely, the higher number of cysts 

containing mature spermatids is observed between October and January and coincide with the matting 

period (December to February). Secondly, this zone of degeneration was experimentally reproduced 

in the dogfish S. canicula by partial hypophysectomy coupled with an increase of temperature 

starvation, suggesting that this mitotic-meiosis transition is a critical stage of spermatogenesis under 

gonadotrophin and environmental control. Consequently, seasonality of reproduction can be more 

marked to species that inhabit regions where environmental conditions vary widely with season. 

A ZD has also been observed in the blue shark Prionace glauca, the Atlantic stingray Hypanus sabinus, 

in the skate Raja erinacea or in the ray Urobatis halleri for examples. Apart from the presence or 

absence of a ZD, it has been reported that the relative abundance of cysts at different stages of 

spermatogenesis varies seasonally according to species. As observed for S. acanthias, higher number 

of cysts containing mature spermatids or higher number of spermatozoa in seminal vesicle generally 

correlate with the mating period for sharks. In S. canicula (Carcharhiniformes, wide geographic range, 

Northeast Atlantic) mature spermatids containing cyst increase from April through to August and the 

greatest number of spermatozoa per seminal vesicle was observed from March through to May in 

species catched in the English Channel (Garnier et al., 1999). In Epaulette shark, Hemiscyllium 

ocellatum (Orectolobiformes, tropical, Western Pacific), higher amount of sperm storage occurs from 

August through to November, preceding mating period in December. In Starspotted smooth-hound 

Mustelus manazo and in Spotless smooth-hound Mustelus griseus, two Carcharhiniformes tropical 

species (Western Indian Ocean and Western Pacific), the highest number of cysts containing mature 
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spermatids was observed in March and May, respectively, and accumulation of spermatozoa was 

greatest from December through to May. In both Mustelus species, it appears that spermatozoa 

production was at maximum before the June-August mating period. Among sharks the Bonnethead 

Sphyrna tiburo (Charchariniformes, subtropical, Western Atlantic) appears as a special case since all 

stages of spermatogenesis are not present at all time of the year, a complete testicular regression and 

recrudescence is observed (Parsons and Grier, 1992). All the reports cited above concerns sharks, what 

about rays? In the subtropical Myliobatiforms Atlantic stingray Hypanus sabinus (Western Atlantic) and 

round stingrays Urobatis halleri (Eastern Pacific), inactive phase of spermatogenesis was observed 

from March through to July and maximum production of mature cysts in winter (from August through 

to January in H. sabinus, December in U. halleri) preceding spring mating period when sperm stored in 

seminal vesicles will be used (Tricas et al., 2000). In lesser guitar fish Rhinobatus annulatus 

(Rhinopristiformes, suptropical, Southeast Atlantic), no spermatogenetic resting period was observed 

since all stages were found in the testes throughout the year. However, a peak in sperm production 

was observed from November through to January (Rossouw, 2014). 

 

Control of spermatogenesis 

In Elasmobranchs, as in other vertebrates, the testicular function is hormonally controlled via a 

hypothalamus–pituitary–gonadal (HPG) axis involving the GnRH (Gonadotropin-releasing hormone) 

hypothalamic neuropeptide, pituitary gonadotropins LH (luteinizing hormone) and FSH (follicle 

stimulating hormone) and gonadal steroids. GnRH and gonadotropins acts by binding to their specific 

G-protein coupled-receptor (GnRHR, FSHR, LHR) expressed by their target cells. Three groups of GnRH 

(GnRH-I, GnRH-II, GnRH-III) have been identified in brain but it is classically considered that control of 

synthesis and release of gonadotropins is regulated by the GnRH-I localized in diencephalon. In 

Elasmobranchs, the transport of GnRH-I to pituitary occurs via the general circulation in absence of a 

direct vasculature such as the portal system found in Mammals. Gonadotropins are heteromeric 

gl op otei s ade of o e o o  α su u it a d of o e spe ifi  β su u it β-LH o  β-FSH), the three 

subunits have been identified in S. canicula (Quérat et al., 2001). However, presently, no FSH or LH 

receptors have been characterized in elasmobranchs, which underlines the work still to be undertaken 

in the elasmobranchs.  

 

The case of Leydig cells 

When testicular anatomy is presented, it is usual to present the seminiferous compartment (tubes or 

cysts) in which spermatogenesis occurs and the interstitial compartment, which includes the Leydig 

cells. This pattern is probably true for amniotes but the presence of functional Leydig cells in 

elasmobranchs is still questioned. In amniotes, the Leydig cell function is associated to androgen 

production and so what, they show an ultrastructure classically associated to steroid synthesis such as 

presence of mitochondria with tubular cristae, agranular endoplasmic reticulum and lipid droplets. In 

addition, they must also express key enzymes involved in the biosynthesis of steroids such as the 3β-

hydroxysteroid dehydrogenase (3 β -HSD) and 17 β-hydroxysteroid dehydrogenase (17 β -HSD). Leydig 

cells have been described as absent or present according to authors and/or stages of development 

and/or seasonality. For example, they have been described as absent from the interstitial tissue of 
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Scyliorhinus stellaris or rare in Cetorhinus maximus and Scyliorhinus canicula or present but 

undifferentiated in Squalus acanthias. Furthermore, Sertoli cells in these species show steroidal 

ultrastructure features and isolated cysts in Squalus acanthias or in Scyliorhinus canicula have the 

abilities to synthesize androgens. However, interesting studies conducted in the ray T. marmorata 

(Prisco et al., 2008) has sheds new light on the question. In fact, in this species, typical Leydig cells are 

observed in the interstitial compartment adjacent to cysts engaged in spermatogenesis but they have 

reduced cellular components where they are associated to cysts containing spermatogonia and, at the 

other end, when they are associated to cysts engaged in spermiation. Immunolocalization of 3 β -HSD 

and  β -HSD has confirmed a distinctive stage-related involvement of cells in steroid production: 

spermatogonia of the early stages, Sertoli cells of cysts containing spermatogonia, Leydig cells 

associated to meiotic stages and Sertoli cells in late spermatids stages.  

Several studies, well reviewed by (Awruch, 2013), have analyzed steroid levels in relation with the 

seasonal reproductive cycle and spermatogenetic stages. Briefly, androgens (mainly testosterone 

instead of 11-ketotestosterone) regulate development and maturation of cysts as well as the final 

stage of sperm maturation. Androgen receptor was primarily localized in premeiotic stages in the testis 

of S. acanthias, suggesting that androgens regulate the development of early stages of 

spermatogenesis (Cuevas and Callard, 1992). A o g othe  ste oids, α, β dih d o p ogesterone 

(OHP) has been also identified and associated to cysts with late spermatids (Sourdaine and Garnier, 

1993). 

 

Conclusion 

Elasmobranchs presents a remarkable male genital tract that by some aspects, appears more related 

to the genital tract of amniotes than of anamniote species (epididymis for example). They have also 

characteristic features like the close association between the testis and the epigonal tissue or the 

diversity of testicular cells involved in steroidogenesis. What are the evolutionary meaning of these 

features? Endocrine and paracrine controls of spermatogenesis is still poorly understood while 

knowledge on the reproduction of elasmobranchs is still a challenge because of their vulnerability. 
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Figure 1: Illustration of the male genital tract in Scyliorhinus canicula  
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Figure 2: Anatomy of testis. Adapted from Pratt, 1988  
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Figure 3: Stages of spermatogenesis in Scyliorhinus canicula. Associations between Sertoli cells (in 

blue) and germ cells (in yellow or black) are illustrated during stages of spermatogenesis (I to XVIII). 

Schemes of the evolution of a single spermatoblast in cysts containing spermatogonia (IIIa to VI), 

spermatocytes (VII, IX), spermatids (XI-XVIII) are represented in the lower part of the figure. 

Corresponding histology is in the upper part of the figure. I-II: germinative and transition zones. 
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Figure 4: Ultrastruture of spermatogonia associated to Sertoli cells at stage II. Intercellular bridges 

between spermatogonia (SPG) are indicated by arrows. S: Sertoli cell.  



 

 

 

Etablissement et maintien de la niche germinale chez la petite roussette Scyliorhinus 

canicula et analyses fonctionnelles de facteurs à potentiel thérapeutique 

Les Cho d i ht e s so t des esp es d i t t de pa  leu  positio  ph log ti ue à la ase des 
Ve t s. Au ou s de ette th se alis e su  u  petit e ui , la petite oussette, l tude des 
protéines Nanos, essentielles pour le maintien de la lignée germinale chez les Ostéichtyens, a mis 

en évidence la présence de deux protéines Nanos1 (1A et 1B) chez les Chondrichtyens, résultant 

d u e dupli atio  du g e e  a o t des G athosto es. Cha ue pa alogue a l  des p ofils 
d expression spécifiques suggérant une spécification génique. De plus, la niche des 

spermatogonies souches (SSCs) a été mieux caractérisée et de nouveaux marqueurs de 

pluripotence tels que SSEA4 et Sox2 ont été détectés dans les SSCs potentielles chez cette espèce. 

Une culture primaire enrichie en spermatogonies de la zone germinative a montré une 

h t og it  d e p essio  des fa teu s de ““C a al s s GF‘α , ““EA , POU , Na os A, 
Nanos1B, c-Kit), suggérant une hétérogénéité des cellules souches et/ou des progéniteurs. Afin de 

valider le caractère souche de ces cellules en culture, un test fonctionnel de transplantation a été 

initié. Le développement de cette technologie, pour la première fois chez un Chondrichtyen, ouvre 

de nouvelles perspectives en termes de préservation de ces espèces. Enfin, la recherche de 

facteurs à potentiel thérapeutique au niveau testiculaire chez la petite roussette a permis 

l ide tifi atio  d u  peptide apa le de gule  la gl ie et l i suli ie de sou is p se ta t 
un diabète de t pe , ais so  ode d a tio  este à e plo e . L e se le des sultats o fi e 
l i t t de la petite oussette pou  l tude oluti e de la i he ge i ale, esse tielle au ai tie  
de la gamétogenèse, et la recherche de molécules à potentiel thérapeutique. 

Mots clés : Scyliorhinus canicula, spermatogonies souches, transplantation, peptides, antidiabétiques 

 

Establishment and maintenance of the germinal niche in the dogfish Scyliorhinus canicula 

and functional analysis of potential therapeutics factors 

Chondrichthyes are species of interest because of their phylogenetic position at the base of the 

Vertebrates. In this thesis, based on a small shark, the small spotted dogfish, the study of Nanos 

proteins, essential for the maintenance of the germ line in Osteichthyes, showed the presence of 

two Nanos1 proteins (1A and 1B) in Chondrichthyes, resulting from a gene duplication upstream 

of the Gnathostomata. Each paralog revealed specific expression profiles suggesting a gene 

specification. In addition, the spermatogonial stem cells (SSCs) niche was better characterized and 

new pluripotency markers such as SSEA4 and Sox2 were detected in potential SSCs in this species. 

A primary culture of the germinative zone enriched in spermatogonia showed a heterogeneity of 

expression of the analysed SSC factors (GFRα1, SSEA4, POU2, Nanos1A, Nanos1B, c-Kit), 

suggesting heterogeneity of stem cells and / or progenitors. In order to validate the stemness 

potential of these cells in culture, a functional transplantation test was initiated. The development 

of this technology, for the first time in a Chondrichthyes, opens new perspectives in terms of 

preservation of these species. Finally, the search of potential therapeutic factors in the dogfish 

testis led to the identification of a peptide able to regulate blood glucose and insulin levels in mice 

presenting type 2 diabetes, but its mode of action remains to be explored. All the results confirm 

the interest of the small spotted dogfish for the evolutionary study of the germinal niche, essential 

to the maintenance of gametogenesis, and the search for molecules with therapeutic potential. 

Key words : Scyliorhinus canicula, spermatogonial stem cells, transplantation, peptides, antidiabetics 

 


