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Génomique/Génomique/transcriptometranscriptome et et 
immunologie : immunologie : 

un exemple dans le domaine un exemple dans le domaine 
de l’immunologie comparéede l’immunologie comparée
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Contexte (I):Contexte (I):

•• Intérêt renouvelé pour l’»Intérêt renouvelé pour l’»innateinnate
immunityimmunity » » (non spécifique, (non spécifique, 
cellulaire ou via des  médiateurs cellulaire ou via des  médiateurs 
solubles)solubles)

•• Conservation de ces Conservation de ces 
mécanismes dans le monde mécanismes dans le monde 
animal (différents niveaux)animal (différents niveaux)
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Contexte (II):Contexte (II):
•• Intérêt de la démarche comparée Intérêt de la démarche comparée 

pour appréhender les limites et la pour appréhender les limites et la 
flexibilité d’un ensemble de flexibilité d’un ensemble de 
mécanismesmécanismes

•• Conservation des récepteurs, Conservation des récepteurs, 
médiateurs, types cellulaires du médiateurs, types cellulaires du 
système système immuniataireimmuniataire chez les chez les 
VertébrésVertébrés
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Où a t on identifié les molécules clés du SI des 
Vertébrés?
(Igs, TCR, MHC, cytokines, IFNs, Lymphocytes)

@ chez aucun invertébré
@ cas particulier des agnathes 
(TCR-like fixe)
@ dans tous les taxons 
de Gnathostomes,
TCR et Igs

Aucune trace dans le 
Génome de Ciona



Radiation des tétrapodes
390-310 millionsan.

Apparition des Igs TCR
avec réarrangements
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Intérêt des modèles téléostéens Intérêt des modèles téléostéens 
(poissons osseux) (poissons osseux) 
pour l’immunologie comparéepour l’immunologie comparée

•• Intérêt agronomique et «Intérêt agronomique et « modèlesmodèles »»
•• Vertébrés , lointains parents des Vertébrés , lointains parents des 

mammifèresmammifères
•• Génomique des poissons : Génomique des poissons : 

–– Génomes complets : fugu, Génomes complets : fugu, tétraodontétraodon
(as),(as),medakamedaka, , daniodanio((zebrafishzebrafish)(as))(as)

–– Banques d’ESTs (truite plie saumon, Banques d’ESTs (truite plie saumon, 
catfishcatfish ..) ..) -->  outils>  outils
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Passage d’une approche gènePassage d’une approche gène--candidat à candidat à 
une approche basée sur les outils et les une approche basée sur les outils et les 
apports de la génomiqueapports de la génomique

•• Modèle :Modèle : truite arctruite arc--enen--ciel et ciel et 
rhabdovirusrhabdovirus de la SHVde la SHV

•• Objectif:Objectif: établir le répertoire des gènes établir le répertoire des gènes 
dont l’expression est modifiée par dont l’expression est modifiée par 
l’infection viralel’infection virale

•• Contexte:Contexte: recherche d’une recherche d’une 
compréhension globale des possibilités compréhension globale des possibilités 
d’intégration des mécanismes d’intégration des mécanismes 
disponibles chez les Vertébrésdisponibles chez les Vertébrés
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(I) «(I) «mRNAmRNA differentialdifferential
displaydisplay »»

•• Approche gène par gèneApproche gène par gène
•• Approche «Approche « exhaustiveexhaustive »»
•• Approche générant de nombreux Approche générant de nombreux 

fauxfaux--positifspositifs
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PrincipePrincipe

AAAAAAAAA

22--Transcription reverseTranscription reverse (N)(V)TTTTTTTTTT

CGAAAAAAAAA
GCTTTTTTTT

33--PCRPCR

GATTTCGCAG

GCTTTTTTTTT

AAAAAAAAA
AAAAAAAAA

11-- ARNmARNm

44--Gel de séquenceGel de séquence

GATTTCGCAG
CGGATAGCTA
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Gel Gel mRNAmRNA--DDDD
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(II) «(II) «mRNAmRNA differentialdifferential
displaydisplay » : résultats…» : résultats…
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Vig-1 et Vig-2, deux gènes 
nouveaux sur 60 bandes 
initiales

Bilan Bilan mRNAmRNA--DDDD
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• Induit par des virus, des 
glycoprotéines virales et l ’IFN de 
type I
• Séquence et voies d ’activation 
fortement conservées chez la truite 
et chez l ’homme

VigVig--1, un nouveau 1, un nouveau 
gène gène viroviro--induitinduit
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vigvig--11, a New , a New FishFish GeneGene InducedInduced by by thethe RhabdovirusRhabdovirus GlycoproteinGlycoprotein, Has a , Has a VirusVirus--
InducedInduced Homologue in Homologue in HumansHumans andand SharesShares ConservedConserved Motifs Motifs withwith thethe MoaAMoaA FamilyFamily
Pierre Boudinot, Pascale Pierre Boudinot, Pascale MassinMassin, , MarMar Blanco, Sabine Blanco, Sabine RiffaultRiffault, , andand Abdenour Abdenour 
Benmansour Benmansour Journal of Journal of VirologyVirology, March 1999, p. 1846, March 1999, p. 1846--1852, Vol. 73, No. 31852, Vol. 73, No. 3

•• •• Jorgensen, J. B., Jorgensen, J. B., JohansenJohansen, L., L.--H., H., SteiroSteiro, K., , K., JohansenJohansen, A.  (2003). , A.  (2003). 
CpGCpG DNA DNA InducesInduces ProtectiveProtective Antiviral Immune Antiviral Immune ResponsesResponses in in AtlanticAtlantic
Salmon (Salmon (SalmoSalmo salarsalar L).  L).  J. J. VirolVirol.. 77: 1147177: 11471--1147911479

•• •  Collet, B., •  Collet, B., SecombesSecombes, C. J.  (2001). , C. J.  (2001). TheThe rainbowrainbow trouttrout ((OncorhynchusOncorhynchus
mykissmykiss) Mx1 ) Mx1 promoterpromoter: Structural : Structural andand functionalfunctional characterizationcharacterization.  .  EurEur J J 
BiochemBiochem 268: 1577268: 1577--1584  1584  

•• •  Sofia, H. J., •  Sofia, H. J., ChenChen, G., , G., HetzlerHetzler, B. G., , B. G., ReyesReyes--SpindolaSpindola, J. F., Miller, N. , J. F., Miller, N. 
E.  (2001). Radical SAM, a E.  (2001). Radical SAM, a novelnovel proteinprotein superfamilysuperfamily linkinglinking unresolvedunresolved
stepssteps in in familiarfamiliar biosyntheticbiosynthetic pathwayspathways withwith radical radical mechanismsmechanisms: : 
functionalfunctional characterizationcharacterization usingusing new new analysisanalysis andand information information 
visualizationvisualization methodsmethods.  .  NucleicNucleic AcidsAcids ResRes 29: 109729: 1097--11061106
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• Identification de l ’homologue murin de vig1
• Confirmation du caractère viro-induit
• Restriction apparente aux cellules
dendritiques

VigVig--1, de la truite à la 1, de la truite à la 
sourissouris
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Mvig est induit par le VSV ou le PrV
dans les cellules de la rate



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

Mvig est induit dans une lignée dendritique
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VesicularVesicular stomatitisstomatitis virus virus andand pseudorabiespseudorabies virus virus induceinduce a a 
vig1vig1//cig5cig5 homologue in mouse homologue in mouse dendriticdendritic cellscells via via differentdifferent
pathwayspathways Pierre Boudinot,  Sabine Pierre Boudinot,  Sabine RiffaultRiffault,  ,  SamiaSamia SalhiSalhi,  ,  
Charles Charles CarratCarrat, Christine , Christine SedlikSedlik,  ,  NassiraNassira MahmoudiMahmoudi,  Bernard ,  Bernard 
Charley Charley andand Abdenour Benmansour Abdenour Benmansour Journal of Journal of GeneralGeneral
VirologyVirology (2000), (2000), 8181, 2675, 2675--2682.2682.

K.K.--C. C. ChinChin andand P. P. CresswellCresswell Inaugural Article: Inaugural Article: 
ViperinViperin (cig5), an (cig5), an IFNIFN--inducibleinducible antiviral antiviral 
proteinprotein directlydirectly inducedinduced by by humanhuman
cytomegaloviruscytomegalovirus PNAS,  PNAS,  
DecemberDecember 18,18, 2001;  98(26):  15125 2001;  98(26):  15125 --
15130.15130.
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ViperinViperin homologue homologue 
humain de Vighumain de Vig--11
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Expression de Expression de ViperinViperin
inhibe HCMVinhibe HCMV



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

ViperinViperin induite par l’induite par l’IFNIFN
localisée dans le RElocalisée dans le RE
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HCMV induit une redistribution au HCMV induit une redistribution au 
golgi et dans des vacuoles golgi et dans des vacuoles 
cytoplasmiquescytoplasmiques
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A A l’issuel’issue de de cettecette
démarchedémarche::

ViperinViperin a un a un effeteffet antiviral antiviral sisi elleelle estest
déjà déjà présenteprésente
En absence de virus, En absence de virus, elleelle se localise se localise 
àà la face la face cytoplasmiquecytoplasmique dudu RERE
HCMV HCMV induitinduit uneune coco--localisation de localisation de 
gBgB et de et de viperinviperin au au GolgiGolgi ((évasionévasion?) ?) 
et et àà des vacuoles des vacuoles cytcyt
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(II) «(II) « SubtractiveSubtractive
Suppressive Suppressive HybridizationHybridization »»

•• Approche semiApproche semi--globaleglobale
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SSH : Suppression Subtractive Hybridization 

ARN total

Synthèse de cDNA
(SMART)

Digestion du cDNA par RsaI

cDNA driver (contrôle)cDNA tester (virus)
Ligation aux
adaptateurs

AAAAA
TTTTTGGG

AAAAA
TTTTTCCC

GGG

AAAAA
TTTTTCCC

GGG

SMART cDNA ss

ARNm

Adaptateur 1

Adaptateur 2
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a
b
c
d
e

a- no amplification

b- no amplification

c- linear amplification

d- no amplification

e- exponential
amplification

Clone purified
PCR

SSHSSH
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Première banque SSHPremière banque SSH

•• Leucocytes de truiteLeucocytes de truite
•• Infectés in vitro par VSHVInfectés in vitro par VSHV
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350 clones obtenus de la banque de cDNA soustraite

Criblage différentiel de la banque par 
hybridation avec des sondes complexes issues 
de 4 lots de cDNA

cDNA soustrait direct (Virus -
Contrôle)

cDNA non soustrait Virus

cDNA non soustrait Contrôle
cDNA soustrait réverse (Contrôle -Virus)

100 clones sélectionnés 
et séquençés
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B29 Vig-2 B44 B6 A83 A14Actine

B312 B305 B126 vig-1 Mx-3 B153B32

B68 B17 B225 B12 B203 B88 B51

B319 B21 B160 B124 B324 B191

RT-PCR semi-quantitative des gènes 
identifiés

C  V C  V C  V C  V C  V C V C  V

C  V C  V C  V C  V C V C  V C  V

C  V C  V C  V C  V C V C  V C  V

C  V C  V C  V C  V C V C  V
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11 gènes choisis pour une analyse approfondie

Clone Similaritˇ Espèce
A29 Ubiquitin-like protein Carassius auratus
B6 Retinoic acid- and interferon-inducible

protein (58kD)
Homo sapiens

B17 Transmembrane protein 7
28kD interferon alpha resp. pr.

Homo sapiens
Mus musculus

B126 Transmembrane pr. (6 TM regions) Mus musculus
A14 CXC-Chemokine #1 Lampetra fluviatilis
B68 CXC-Chemokine #2 Sus scrofa
A83 Galectin like protein Oncorhynchus mykiss
B32 Estrogen responsive finger protein Homo sapiens
B51 Coatomer subunit complex Mus musculus
B12 Unamed protein product Homo sapiens
B203 KIAA1769 protein Homo sapiens
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Sur ces gènes:

Validation définitive du caractère différentiel 
par Northern blot

Obtention du cDNA complet : 5 ’ et 3 ’ RACE
Puis nouvelle recherche de similarité

Etude de l ’induction : *in vivo
*Par l ’activité IFN-like
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Northern
Blot

A14

A14 act.

A29 B6 B17 B126

B68 A83 B12 B203

B305 B88 B143 B225

C   V
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Clone Similarité la plus élevée Espèce probabilité, % d’homologie
x/y acides aminés

Interferon responsive genes
A29 ubiquitin-like protein Carassius auratus 2e-39, 55 % 86/156
B6 retinoic acid- and interferon-inducible

protein (58kD)
Homo sapiens 3e-34, 31 % 106/335

B17 transmembrane protein 7
28kD interferon alpha responsive protein

Homo sapiens
Mus musculus

4e-22, 35% 58/164
2e-17, 30% 50/163

B126 Transmembrane protein Mus musculus 5e-44, 41% 99/238

Chemo-attractants
A14 (CXC1) LFCA-1 protein Lampetra fluviatilis 1e-11, 36% 33/90
B68 (CXC2) platelet basic protein Sus scrofa 8e-12, 47% 36/76
A83 galectin like protein Oncorhynchus mykiss 4e-63, 47 % 122/259

Subcellular compartments
B32 estrogen responsive finger protein Homo sapiens 7e-37, 40% 75/183
B51 coatomer Mus musculus 2e-42, 85% 82/96

Nucleic acid binding protein
B12 Unamed protein product Homo sapiens 2e-59, 45% 124/273
B203 KIAA1769 protein Homo sapiens 8e-85, 47% 164/348

Nouveaux gènes décrits:
Classes fonctionnelles
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Treated cells Control cells

Poly I  CrIHN or

Total RNA

RTG cells RTG cells

PBSmock or

19h post-treatment19h post-infection 6h post-treatment6h post-infection

« tester » « driver »

C
on

tro
l

C
on

tro
l

V
iru

s-
tre

a t
ed

Po
ly

IC
-tr

ea
te

d

extraction
Total RNA
extraction

Nouvelles banques Nouvelles banques 
soustraitessoustraites
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BanquesBanques soustraitessoustraites::
Poly IC treated cellsInfected cells

SSH procedure

672 bacterial clones

Membranes  (tcbh library)

Spotting and growth

Hybridisation
(Probe specific

408 virus-positives clones, 
eliminated

264 negatives clones

Spotting and growth

Membranes (tcbm library)

to all viral genes)

SSH procedure

Spotting and growth

839 bacterial clones

Membranes  (tcbn library)
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HybridationHybridation sondessondes 3232PP
a) direct subtracted a) direct subtracted cDNAcDNA (“treated (“treated --

control”)control”)
b) non subtracted b) non subtracted virusdvirusd--cDNAcDNA
c) reverse subtracted c) reverse subtracted cDNAcDNA (“control (“control --

treated”)treated”)
d) control d) control cDNAcDNA

SondesSondes
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Reverse subtracted cDNA probe

« control cells »

Direct subtracted cDNA probe

« virus-treated cells »

Criblage «Criblage « macro macro arrayarray »»
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(III) «(III) « macromacro--arraysarrays »»

•• Approche quasiApproche quasi--globaleglobale
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Banque Banque cDNAcDNA truite truite 
multimulti--tissustissus
•• TissusTissus

–– Foie Foie 
–– Cerveau Cerveau 
–– Muscle Muscle 
–– sang sang 
–– IntestinIntestin
–– Testicule et ovaire Testicule et ovaire 
–– Tissu adipeux Tissu adipeux 
–– hypophisehypophise
–– reinrein

•• Situations physiologiquesSituations physiologiques
–– Stress Stress 
–– VHSV VHSV 
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EssaiEssai d’Hybridationd’Hybridation sursur
filtresfiltres primitifsprimitifs

BanqueBanque multi(nmulti(n) ) normalisnormalisééee
((∼∼ 10 000 clones)10 000 clones)
•• spottéespottée àà haute haute densitédensité au CRBau CRB
•• hybridationhybridation avec avec sondessondes 3232PP

–– Plasmid probe (P)Plasmid probe (P)
–– Control Control cDNAcDNA probe (C)probe (C)
–– VHSVVHSV--inducedinduced cDNAcDNA probe (V)probe (V)

•• Acquisition et Acquisition et traitementtraitement des des donnéesdonnées
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C V
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C

V

Clones à suivre
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ConclusionConclusion

•• Préparation de filtres de bonne Préparation de filtres de bonne 
qualité (10000 gènes) qualité (10000 gènes) 

•• Utilisation systématique avec Utilisation systématique avec 
des sondes de différents tissus des sondes de différents tissus 
infectés/non infectésinfectés/non infectés
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(III) «(III) « Chips et génomeChips et génome »?»?

•• Approche globaleApproche globale
•• Exemples : Exemples : HsHs, souris, , souris, DanioDanio, …, …
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Etape suivante: génome de Etape suivante: génome de 
la truite?la truite?

•• Apports d’un génome de Salmonidé Apports d’un génome de Salmonidé 
Vers un «Vers un « ImmunomeImmunome / / résistomerésistome » ?» ?

•• Développement de matériel Développement de matériel 
génétique homogènegénétique homogène

•• Recherche parallèle des Recherche parallèle des QTLsQTLs de de 
résistance au virusrésistance au virus
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Approches de Approches de 
génomique comparéegénomique comparée

•• Complémentarité entre modèlesComplémentarité entre modèles
(méthodes et diversité) (méthodes et diversité) 

•• Utilisation des données Utilisation des données 
génomiques des autres espècesgénomiques des autres espèces

•• Intérêt d’une validation croiséeIntérêt d’une validation croisée
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Identification et caractérisation de Identification et caractérisation de 
gènes gènes viroviro--induitsinduits
chez la truite et le chez la truite et le daniodanio

•• SSH /SSH /morpholinosmorpholinos//RNAiRNAi
•• Gènes candidats : approches «Gènes candidats : approches « en en 

blocbloc » par comparaison de banques » par comparaison de banques 
de donnéesde données
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ConclusionsConclusions
•• Changement de méthodes Changement de méthodes --> > 

changement de perspectivechangement de perspective
•• Nécessité de navettes entre:Nécessité de navettes entre:

–– modèles (à modèles (à divdiv échelles) échelles) 
–– disciplinesdisciplines
–– niveaux d’analyse (gène, voie, réseau niveaux d’analyse (gène, voie, réseau 

fonctionnel)fonctionnel)
•• Idée d’intégration fonctionnelle et Idée d’intégration fonctionnelle et 

nécessité de nouvelles méthodesnécessité de nouvelles méthodes
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«« Ce qu’il nous faut … , ce ne Ce qu’il nous faut … , ce ne 
sont pas des perspectives, mais sont pas des perspectives, mais 
des perspectives à propos des des perspectives à propos des 
perspectivesperspectives » H. Bateson» H. Bateson

Production des données, mais Production des données, mais 
aussi gestion et publication des aussi gestion et publication des 
données, comparaison et données, comparaison et 
compréhension des données …compréhension des données …



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

AbdenourAbdenour BenmansourBenmansour
Pierre BoudinotPierre Boudinot

Post docs:Post docs:
MarMar Blanco (Es)Blanco (Es)
Caroline O’Farrell (EU)Caroline O’Farrell (EU)
NiktaNikta VaghefiVaghefi ((IrIr))
Pascale Pascale massinmassin

Infections et Immunité des PoissonsInfections et Immunité des Poissons
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