immunologie :

~ Genomique/transcriptome et
<

4~ un exemple dans le domaine
~ de 'immunologie comparée
<«
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<
' ~ Contexte (I):
<.

~ s Interet renouvele pour P»innate
< Immunity » (non specifique,
cellulaire ou via des mediateurs
solubles)

~ o Conservation de ces
< mecanismes dans le monde

~ animal (differents niveaux)

W
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\

~ Contexte (Il):

~ o Interet de Ia demarche comparee
pour apprehender les limites et Ia
~ flexibilite d’un ensemble de

<

<
<

mecanismes

s Conservation des recepteurs,
mediateurs, types cellulaires du
< systeme immuniataire chez les

Vertebres
<~
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<~ Ou a t on identifié les molécules clés du SI des

Vertébreés?
~ (Igs, TCR, MHC, cytokines, IFNs, Lymphocytes)

@ chez aucun invertebré
@ cas particulier des agnathes
(TCR-like fixe)
(@ dans tous les taxons
<« de Gnathostomes,

~ TCR et Igs
<

Aucune trace dans le
< Génome de Ciona
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Radiation des tétrapodes
390-310 millionsan.

=

avec réarrangements




~ Interét des modeles teleostéens
(poissons osseux)
pour Pimmunologie compareée

<

o Interet agronomique et « modeles »

s Vertebres , lointains parents des
mammiferes

o Genomique des poissons :

— Genomes complets : fugu, tetraodon
(as),medaka, danio(zebrafish)(as)

— Banques d’ESTs (truite plie saumon,
catfish ..) -> outils

L
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~ Passage d’une approche gene-candidat a
une approche basee sur les outils et les
apports de la génomique

o Modele : truite arc-en-ciel et
rhabdovirus de Ia SHV

» Objectif: etablir le répertoire des genes
dont I’expression est modifiee par
Pinfection virale

» Contexte: recherche d’une
comprehension globale des possibilites
d’integration des mecanismes
disponibles chez les Vertebres
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4~ (1) «mRNA differential
* ~ display »
I

s Approche « exhaustive »

4N Approche generant de nombreux
~ faux-positifs
<

N

<

I Immunotechnologies 2004 — Module X, 17/12/2004 — Boudinot

~ e Approche gene par gene
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4,
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2-Transcription reverse ’ (NM)TTTTTTTTTT
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——a—— Differential Display
——&—— Subtractive Hybridization
RDA
SAGE
- ——=—— RAP-PCR
——a—— DMNA microarray
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Bilan mRNA-DD

Vig-1 et Vig-2, deux genes
nouveaux sur 60 bandes
Initiales




\ Vig-1, un houveau
\ gene wro-mdmt
\

4~ * |[nduit par des virus, des
~ glycoprotéines virales et | 'IFN de
type |
» Sequence et voies d 'activation
4 " fortement conservées chez la truite
~ et chez | 'homme

l. Immunotechnologies 2004 — Module X, 17/12/2004 — Boudinot




vig-1, a New Fish Gene Induced by the Rhabdovirus Glycoprotein, Has a Virus-
Induced Homologue inilHumans and Shares Conserved Motifs with the MoaA Family
Pierre Boudinot, Pascale Massin, Mar Blanco, Sabine Riffault, andl Abdenour
Benmansour Journal of Virology, March 1999, p. 1846-1852, Vol. 73, No. 3

» Jorgensen, J. B., Johansen, _.-H., Steiro, K., Johansen, A. (2003).
CpG DNA Induces: Protective Antivirall Immune Responses in Atlantic
Salmon (Salmo salar ). J. Virel. 77: 11474-41479

» Collet, B., Secombes; C. J. (2001). The rainbow! trout (Oncorhynchus
mykiss) Mx1 prometer: Structural and functional characterization. EurJ
Blochemn 266: 157 7-1564

» Sofia, H. J., Chen, G., Hetzler, B. G., Reyes-Spindola, J. ., Miller, N.
E. (2001). Radical SAM, a novel protein superfamily linking unresolved
steps, in familiar biosynthetic pathways with radical mechanisms:

fiunctional characterization using new: analysis and information
visualization methods. Nucleic Acids kes; 29: 1097-1106

Immunotechnologies 2004 — Module X, 17/12/2004 — Boudinot




‘ Vig-1, de Ia truite a la
* souris

.

~ e Ildentification de | ’homologue murin de vig1
e Confirmation du caractere viro-induit

* Restriction apparente aux cellules

dendritiques
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Mvig est induit par le VSV ou le PrV
dans les cellules de la rate

mvig actin
2 3 456 7 8 9 10 11 12

3
3
3
3
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Myvig est induit dans une lignée dendritique

D2SC1 P388D1 WEHI231 A20
2 3

Immunotechnologies 2004




~ Vesicular stomatitis virus and pseudorabies virus induce a
< vig1/cigd homologue in mouse dendritic cells via different
~ pathways Pierre Boudinot, Sabine Riffault, Samia Salhi;

Charles Carrat, Christine Sedlik, Nassira Mahmoudi, Bernarnd
.~ Charley.and Abdenour Benmansour. Journal of General

<

Virology (2000), 81, 2675-2682.

<

W

K.-C. Chin andl P. Cresswell Inaugural Article:
Viperin (cigs), an IEN=inducible antiviral

protein directly induced by human
~ cytomegalovirus PNAS,

December 18, 2001; 98(26): 15125 -
15130.
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‘ Viperin homologue
' ~ humain de Vig-1

THTARTSRF, i TTERAGURKE™
FHIAKTSFYL .EL'E HF3GEECFrLY
' HFEEEER

vipzein
ripacin
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Expression de Viperin
inhibe HCMV

=Lk g
L& LI -
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L

o |

o

£ 10
e

a

=

L L L - L
O L X SR
R &Q@ K tﬁﬁ 3 _‘1-@@

MO 1.3 2.0 2.0
% Inhibiticn 83% 9150 88%
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Viperin induite par PIFN
localiséee dans le RE

Viparin Lalnax n v iparinvalnaxdin

3
3
3
3
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HCMYV induit une redistribution au
golgi et dans des vacuoles
cytoplasmiques

3
3
3
3
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<~ A Pissue de cette
~ demarche:
4,

= Viperin a un effet antiviral si elle est
< deja presente
= En absence de virus, elle se localise
a la face cytoplasmique du RE
= HCMYV induit une co-localisation de
gB et de viperin au Golgi (évasion?)
et a des vacuoles cyt
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4~ (1) « Subtractive
~ Suppressive Hybridization »
<4,

~ s Approche semi-globale
<«

<

\
\
N
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SSH : Suppression Subtractive Hybridization

Synthese de cDNA
(SMART)

 —

ARN total

|
Digestion du cDNA par Rsal

/ \

_
> cDNA tester (virus) c¢DNA driver (controle)
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Driver cDNA (in excess) Tester cDNA with Adaptor 2

First hybridization

Second hybridization: mix samples, add
fresh denatured driver, and anneal

Add primers 4
Amplify by PCR

Clone purified
PCR




.

<
' ~ Premiere banque SSH
<4,

W

~ e Leucocytes de truite
<

e Infectes in vitro par VSHV
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clones obtenus de la banque de cDNA soustraite

l

Criblage differentiel de la banque par
hybridation avec des sondes complexes 1ssues
de 4 lots de cDNA

% c¢DNA soustrait réverse (Controle -Virus)

& ¢DNA non soustrait Controle

|

clones s¢lectionnés
mmunotechnologles 2004 — Module X, 17/12/2004 — Boudinot et séquencés
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RT-PCR semi-quantitative des genes
identifies _

C C C

- _—

Actine  B29 Vig-2 B44 B6 A83

B32  B312 B305 BI126 vig-1 Mx-3 BI153
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11 génes choisis pour une analyse approfondie
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Sur ces genes:

& Validation définitive du caractere différentiel
par

= (Obtention du :5°et3’ RACE

Puis nouvelle recherche de similarité

& Etude de 1 ’induction :
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Nouveaux genes décrits:
Classes fonctionnelles
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4~ Nouvelles banques
‘~ soustraites

Treated cells Control cells

(\

rIHN or Poly I*C mock

{ S

19h post-infection 19h post-treatment ! 6h post-infection 6h post-treatment

«| Total RNA
extraction

Total RNA
extraction

Virus-treated
PolyIC-treated

<

L
—
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4‘ Banques soustraites:

<«

<

<

<

<

<

Infected cells

SSH procedure

672 bacterial clones

Spotting and growth

Membranes (tcbh library)

Hybridisation
(Probe specific
to all viral genes)

408 virus-positives clones,

eliminated
264 negatives clones

Spotting and growth

Membranes (tcbm library)

Poly IC treated cells

SSH procedure

839 bacterial clones

Spotting and growth

Membranes (tcbn library)
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Sondes

" Hybridation sondes 2P

® a) direct subtracted cDNA (“treated -
< control”)

" b) non subtracted virusd-cDNA

< ® c) reverse subtracted cDNA (“control -
treated”)

< ® d) control cDNA
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Criblage « macro array »

Direct subtracted cDNA probe

Reverse subtracted cDNA probe :
« virus-treated cells »

« control cells »
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45

~ (Ill) « macro-arrays »

~ Approche quasi-globale

b
.
.
)



‘ Banque cDNA truite
~ multi-tissus

Tissus
Foie
Cerveau
Muscle
sang
Intestin
Testicule et ovaire
Tissu adipeux
hypophise
rein
Situations physiologiques
— Stress
~ VHSY
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N Essai d’Hybridation sur
' ~ filtres primitifs

<.

4~ Banque multi(n) normalisée

(~10 000 clones)

< « spottée a haute densité au CRB

- hybridation avec sondes 3?P
— Plasmid probe (P)

~ — Control cDNA probe (C)
< — VHSV-induced cDNA probe (V)

~ * Acquisition et traitement des données
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& Clones a suivre
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W

~ Conclusion
4,

~  Preparation de filtres de bonne
qualite (10000 genes)
o Utilisation systematique avec

des sondes de differents tissus
infectes/non infectes

N

<
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«
' ~ (1ll) « Chips et genome »?
<.

~ s Approche globale
~ s Exemples : Hs, souris, Danio; ...

<

.
.
.
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4~ Etape suivante: genome de
Wy la truite?
Ay

~ s Apports d’un genome de Salmonide
Vers un « Immunome / réesistome » ?
s Developpement de materiel
genetigue homogene

s Recherche parallele des QTLs de
resistance au virus
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<~ Approches de

* ~ genomique comparee
<4,
~ s Complementarite entre modeles

~ (methodes et diversite)
<

o Utilisation des donnees
genomiques des autres especes

< o Interet d’une validation croisee

n
W
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~ Identification et caracteérisation de
genes viro-induits
chez la truite et le danio

s SSH /morpholinos/RNAI
s Genes candidats : approches « en

bloc » par comparaison de banques
de donnees

<

N

<
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W

' ~ Conclusions
4,

~ s Changement de methodes ->
< changement de perspective

~ o Necessite de navettes entre:
— modeles (a div echelles)

— disciplines
~ — niveaux d’analyse (gene, voie, reseau
< fonctionnel)

o [dee d’integration fonctionnelle et
necessite de nouvelles methodes

W
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Production des donnees, mais
aussi gestion et publication des
donnees, comparaison et
comprehension des donnees ...

« Ce qu’il nous faut ... , ce ne
sont pas des perspectives, mais
des perspectives a propos des
perspectives » H. Bateson

n
w
"
w
W
n

.
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