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> Les Téléostéens, branche moderne des poissons
osseux, représentent la plus riche des clas-
ses de vertébrés avec plus de 20000 especes
dont la diversité a permis des adaptations a
tous les milieux aquatiques. La position basale
des poissons dans I'arbre généalogique des
vertébrés leur confere un vif intérét pour des
approches comparatives génomiques et fonc-
tionnelles, en particulier celles des systémes
immunitaires. Bien que I’évolution rapide des
protéines impliquées dans les réponses immuni-
taires et I’histoire tumultueuse des génomes des
poissons compliquent I'identification de genes
orthologues, ces études ont démontré que les
constituants essentiels du systeme immunitaire
des mammiféres (macrophages, lymphocytes B
et T dont les récepteurs sont obtenus par recom-
binaison V(D)J, CMH (complexe majeur d’his-
tocompatibilité), cytokines, voie interféron...)
sont retrouvés chez les poissons. La découverte
de mécanismes immunitaires fondamentaux
chez les poissons révele ainsi le répertoire pri-
mordial des vertébrés ; de plus, certaines adap-
tations spécifiques illustrent comment, lors de
sa radiation adaptative, un groupe peut innover
a partir des ressources génomiques disponibles
pour répondre aux contraintes physiologiques
particulieres rencontrées. <
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Relations phylogénétiques

Nos connaissances de I"immunité des poissons provien-
nent de I’étude d’especes assez diverses. Un certain
nombre fait I’objet d’études immunologiques depuis
plusieurs décennies, dont la truite et le saumon, la
dorade, la carpe, le poisson-chat, le poisson rouge...
(les noms scientifiques correspondants ainsi que
les dénominations anglo-saxonnes sont listés sur la
Figure ). Plus récemment, deux espéces « modéles »
en biologie du développement se sont ajoutées a
cette liste : le danio zébré et le medaka. Par ailleurs,
le séquencage du génome d’autres poissons comme le
tétraodon, le fugu ou I’épinoche a contribué a I'identi-

Atrticle disponible sur le site h

L’étude du systéme immunitaire des poissons pos-
sede une longue histoire, motivée par son intérét
économique lorsqu’elle s’applique a I’aquaculture
et par I’éclairage qu’elle apporte sur I’évolution de
nos mécanismes de défenses. Nous ferons dans cette
revue un point sur les connaissances actuelles sur
I'immunité des poissons et sur les similitudes et diver-
gences de ce processus chez les poissons et les mam-
miferes. Nous nous limiterons au groupe des poissons
«modernes », les téléostéens, qui inclut la presque
totalité des poissons osseux.
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fication de genes du systeme immunitaire. Mais il serait
imprudent de mettre tous ces poissons dans un méme
filet, en généralisant sans précaution les connaissan-
ces immunologiques acquises a partir de I’étude d’un
seul d’entre eux. €n effet, la classe des téléostéens,
qui regroupe a elle seule la moitié des especes de ver-
tébrés décrites, est hautement diversifiée et au moins
aussi ancienne que celle des mammifeéres. Une truite et
une carpe sont bien plus éloignées, en termes de temps
évolutif, que ne le sont un étre humain et une souris.
De plus, 'apparence morphologique est souvent mal
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Figure 1. Relations phylogé-
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corrélée avec les relations phylogénétiques: ainsi, un observateur
naif comparant un danio, un medaka et un fugu ne risque pas de devi-
ner leur relation de parenté. La Figure I résume le consensus actuel
sur les relations phylogénétiques de quelques espéces considérées
dans cette revue.

Particularités anatomiques

'anatomie du systéme lymphoide des téléostéens présente quelques
différences notables avec celle des mammiféres (revue dans [1])
(Figure 2). Les poissons ne possédent pas de moelle osseuse; c’est
dans les reins, entre les tubules, que se loge le tissu hématopoiétique
des adultes. Les poissons possedent deux reins non symétriques : un
rein pronéphrique antérieur situé derriére la téte, et un rein méta-
néphrique moyen accolé a la face ventrale de la colonne vertébrale.
La présence de cellules souches hématopoiétiques définitives dans
les deux reins (et leur absence dans la rate) a été démontrée sans
ambiguité par des expériences de reconstitution a long terme [2].
Comme la moelle osseuse des mammiferes, les reins des poissons
produisent tous les types de leucocytes, a I’exception des lympho-
cytes T, produits dans le thymus. Toutefois, a I"inverse de ce qui se
produit chez les tétrapodes, les ébauches bilatérales formées a partir
du 3% arc branchial ne convergent pas et les adultes conservent donc
deux thymus situés sur les cotés de la téte, sous la partie haute des
opercules.

Le systeme lymphoide secondaire est plus sommaire que celui des mam-
miferes. Les poissons possedent bien un systeme élaboré de canaux
lymphatiques drainant les tissus superficiels [3], mais ils n’ont pas de
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génome (ref: PMID: 12832638,
14757817, 19014685).

ganglions lymphatiques. lls possedent une rate, d’orga-
nisation interne simple, qui filtre le sang et dans laquelle
se déroulent les différentes étapes des réponses immu-
nitaires contre les antigenes circulants. Les reins jouent
également le role d’organes lymphoides secondaires;
avec la rate, ce sont les sites principaux de production
d’anticorps circulants et de localisation de lymphocy-
tes T spécifiques. Ces organes ne contiennent pas de
centres germinatifs (sites de prolifération lymphoide B
chez les mammiferes, ou se déroulent la commutation
isotypique et I’hypermutation somatique des Ig).

Les tissus lymphoides associés aux muqueuses sont bien
développés mais moins organisés que ceux des mam-
miferes ; ainsi, il n’y a pas I’équivalent des plaques de
Peyer intestinales chez les poissons. Il faut également
noter "abondance des leucocytes présents dans I’épi-
thélium intestinal, la peau et les branchies. Le compar-
timent immunitaire muqueux des poissons est souvent
présenté comme indépendant du compartiment central,
mais ce point reste controversé [4].

Le mode de vie aquatique des poissons impose bien
slir certaines spécialisations anatomiques, concernant
notamment la peau, les branchies, et les organes sen-
soriels. La forte exposition de ces organes au milieu
ambiant et a ses nombreux microbes implique des bar-
rieres renforcées, au premier rang desquelles on peut
citer 'abondante production par la peau des poissons
d’un mucus riche en molécules antimicrobiennes [5].
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Rein antérieur Rate

Populations de leucocytes

Les grandes catégories de cellules immunitaires des poissons sont
proches de celles que I’on décrit chez les mammiféres, au niveau
morphologique comme fonctionnel (revue dans [6]). On trouve I"équi-
valent des monocytes/macrophages, des polynucléaires neutrophiles,
des polynucléaires éosinophiles, des mastocytes, des lymphocytesT,
des lymphocytes B, des cellules natural killer (NK). La présence de
cellules dendritiques spécialisées dans la présentation de I'antigene
reste encore a établir, de méme que celle de cellules spécialisées dans
la sécrétion d’interféron (IFN).

Les lymphocytes T et B sont présents chez tous les vertébrés (& I’excep-
tion des agnathes) [38]. La présence de ces lymphocytes va de pair avec
I’apparition des enzymes RAG1 (recombination activating gene) et RAG2
[7], indispensables & la recombinaison des genes V(D)) chez les mam-
miféres. Uabsence de réarrangement des génes du TCR (T cell receptor)
ou de ceux codant les immunoglobulines (Ig) chez des danios zébrés
dont le géne ragl est muté a d’ailleurs été démontrée récemment [8].
Ces danios mutants s’élévent relativement aisément en animalerie de
laboratoire, corroborant I’opinion commune que 'immunité adaptative
joue un role moins important chez les poissons que chez les mammiferes.
Le bras inné de I'immunité des poissons est de plus beaucoup moins
sensible aux écarts de température chez ces animaux a sang froid.

Les sous-populations de lymphocytes T restent mal caractérisées,
mais une distinction entre cellules « auxiliaires » et « cytotoxiques »
est présumée, en accord avec I’existence de génes codant pour des
molécules du CMH (complexe majeur d’histocompatibilité) de classe
| et Il, et de génes correspondant a ceux qui codent pour CD4 et CD8
(voir ci-apres). Par ailleurs, la présence de 4 types de chaines de TCR
implique la présence de lymphocytes Taf3 et Tyd.

[l existe au moins deux sous-populations de lymphocytes B : I’'une
majoritaire, coexprimant IgM et IgD, et I’autre, une minoritaire, expri-
mant un autre isotype, désigné comme IgT ou IgZ suivant les especes
[9, 10]. La commutation isotypique (passage de la synthése d’une
lg d’un isotype a un autre, sans affecter la spécificité de reconnais-
sance) n’a jamais été observée chez les poissons. Bien que les génes
d’lg subissent une hypermutation somatique!, la maturation d’affinité
des Ig reste tres modeste, et semble surtout due a la sélection pro-
gressive des clones du répertoire initial ayant une meilleure affinité

! Ces mutations introduisent au hasard des mutations ponctuelles dans les régions variables des génes
d’lg, qui chez ’homme accroissent I"affinité du récepteur antigénique.
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Figure 2. Emplacement des principaux orga-

nes lymphoides d’un téléostéen. La courbe
en pointillé délimite la cavité abdominale
qui renferme également les gonades, I'intes-
tin, le foie, le pancréas, la vessie natatoire
et le coeur. La photo représente un danio
zébré mutant, dépourvu de pigments noirs et

argentés.

[11] ; ces mutations joueraient plutdt un réle de diver-
sification du répertoire initial [12]. Une autre propriété
remarquable des lymphocytes B des poissons est leur
capacité de phagocyter et dégrader des bactéries [13].
Le macrophage est le type de cellule myéloide le plus
ancien et sa présence chez les téléostéens n’est pas une
surprise. Ce sont les principaux phagocytes des pois-
sons, jouant un réle dans I’élimination des débris cel-
lulaires aussi bien que des pathogenes; ces deux roles
sont acquis de fagon extrémement précoce au cours du
développement embryonnaire [14]. Chez I'adulte, ces
cellules dérivent de monocytes circulants.

Les poissons possedent aussi plusieurs types de granu-
locytes, avec, au moins, I"équivalent des neutrophiles
et des éosinophiles. Ce sont également des phagocytes
efficaces, qui s’accumulent rapidement aux sites d’in-
flammation. Le comportement de certains granulocytes
est cependant particulier: une sous-population tis-
sulaire circule en permanence entre les cellules de la
plupart des organes en I’absence d’inflammation [15].
On peut présumer qu’ils remplissent une partie des rdles
dévolus aux macrophages résidents ; cela s’accorderait
bien avec I'expression de molécules du CMH de classe Il
par des granulocytes acidophiles [16].

Les poissons possedent également I’équivalent des
lymphocytes NK; leurs relations exactes avec les cel-
lules qualifiées de NCC (non-specific cytotoxic cells)
ne sont pas encore parfaitement claires. De nombreux
récepteurs potentiels ont été identifiés ; la superfamille
des NITR (novel immune-type receptors) en constitue
’exemple le plus convaincant [17].

Génes du systéme immunitaire

L'explosion récente des données de séquencage a permis
Iidentification chez les poissons de nombreux homolo-
gues de genes impliqués dans I'immunité des mammi-
feres, mais deux points doivent étre gardés a I’esprit.
Premiérement, la plupart de ces séquences évoluent
beaucoup plus rapidement que les autres génes de I’or-
ganisme, et les relations sont donc souvent entachées
d’incertitude. Deuxiemement, le nombre de génes est
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souvent différent, en particulier du fait de la duplication du génome
survenue a la base de I’arbre des téléostéens [18] et de nouveau, plus
récemment, dans certaines branches (Figure 1). Cela explique la pré-
sence fréquente chez un téléostéen de plusieurs paralogues d’un géne
humain - ce qui n’est pas une régle pour autant, les duplications étant
suivies de pertes de génes.

CMH

Comme indiqué plus haut, les téléostéens possedent des molécules
classiques du CMH de classe | et de classe II, polymorphes. Contraire-
ment a ce qui est connu chez les tétrapodes ou les poissons cartilagi-
neux, les loci de classe | et de classe Il sont situés sur des chromoso-
mes différents et il serait donc plus juste de nommer ces récepteurs
« protéines majeures d’histocompatibilité » (MH) plutdt que CMH. Les
poissons possedent de plus de nombreuses protéines MH non classi-
ques, dont la fonction est inconnue, mais dont certaines sont poly-
morphes. Ce polymorphisme concerne d’autres génes impliqués dans la
présentation de antigéne, comme le transporteur de peptides TAP2 ;
le mécanisme de la présentation antigénique chez les téléostéens
pourrait offrir une complexité inattendue [19].

Complément

Le systeme du complément des poissons est particulierement déve-
loppé. LUensemble des facteurs sont retrouvés, trés féquemment en
tant que paralogues multiples, avec des variations structurales signi-
ficatives et des profils d’expression divergents [20]. Cela suggére que
le répertoire des pathogenes reconnus par le complément des poissons
est plus large que celui des mammiféres.

Marqueurs de surface

Les marqueurs de surface qui régissent les interactions entre cel-
lules et servent de récepteurs pour de multiples composés sont des
acteurs clés d’un systéme immunitaire. Les CD (pour cluster of dif-
ferentiation) définis chez I’lhomme et la souris regroupent les plus
importants de ces marqueurs. De nombreux CD existent aussi chez les
poissons (Tableau |), mais souvent avec des caractéristiques assez
différentes qui suggerent que leurs fonctions ne sont pas strictement
équivalentes. Ainsi, deux génes homologues du cd4 des mammiferes
sont généralement présents chez les téléostéens. Les différences
peuvent aussi concerner les motifs clés des récepteurs: un gene
cd8cidentifié chez la truite ne comporte pas de site classique d’at-
tachement de la kinase p56lck. De méme, les régions intracellulaires
des molécules CD28 et CTLA4 des poissons ne présentent pas tous
les motifs de signalisation de leurs homologues mammaliens. Ces
protéines constituent sans doute néanmoins d’excellents marqueurs
de populations cellulaires, mais peu d’anticorps monoclonaux sont
disponibles a ce jour.

Parmi les récepteurs de surface impliqués dans la reconnaissance
innée des pathogenes, les TLR (toll-like receptors) jouent un role
essentiel. Les différentes classes de TLR sont retrouvées chez les pois-
sons et leur fonction est probablement trés conservée [21]; quelques
TLR semblent cependant spécifiques des poissons [22].
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Cytokines

Toutes les familles de cytokines sont présentes chez
les téléostéens. Les séquences primaires sont souvent
peu conservées, mais la conservation de "organisation
exon-intron, ainsi que d’éventuelles synténies, ren-
forcent les prédictions [23]. Il y a cependant peu de
données fonctionnelles.

Parmi les cytokines hélicales de classe I, on trouve chez
les poissons des homologues des IL (interleukines)-2,
-3, -6, -11 (deux membres chez plusieurs poissons), -12
(deux IL12 p35 ont été retrouvées chez le tétraodon, et
au moins trois IL-12 p40 chez la carpe), -15, -21, et du
G-CSF (granulocyte colony-stimulating factor) [24]. La
famille des cytokines hélicales de classe Il comprend les
IFN (discutés ci-apres), mais aussi les IL-10, -19, -20,
-22, -24 et -26; un orthologue clair de I'IL-10 est pré-
sent chez tous les poissons, ainsi que plusieurs autres
membres de la famille dont I"orthologie reste a clarifier
[25]. Les principaux membres de la famille de I'IL-1
(IL-1a, -1B, -18) existent également [26]. Une trés
grande diversité de chimiokines a été identifiée [27].
Enfin, plusieurs homologues du TNFou (tumor necrosis
factor) et du TGFP (transforming growth factor) sont
également présents.

Des homologues des récepteurs (dont I’orthologie est la
plupart de temps difficile a établir, en "absence de test
fonctionnel) et des molécules de signalisation en aval
de ceux-ci sont aussi retrouvés [24, 25].

Interférons et réponse antivirale

Les maladies virales ont un impact important en aqua-
culture et ont motivé tres tot I’étude des mécanismes
de défense antivirale chez les poissons d’élevage. L'in-
duction d’'un médiateur présentant les propriétés d’un
IFN est connue chez la truite depuis les années 1970
[28] mais les premiéres séquences d’IFN viro-induites
ne furent publiées qu’en 2003 [29]. La plupart des
poissons possédent plusieurs génes d’IFN (jusqu’a
onze chez le saumon [30]), rappelant la diversité des
IFN-o. des mammifeéres. Ces interférons viro-induits
possédent I"activité typique des IFN de type | des
mammiferes, des profils d’induction semblables et
une certaine similitude de séquence. Cependant, alors
que les IFN de type | des mammiferes sont codés par
un seul exon, les génes codant ces IFN de poisson pos-
sedent 5 exons. Cela, et la structure de leur récepteur,
identifié fonctionnellement [31], les rapprochent des
IFN de type III.

Les affinités des IFN de type Il sont plus évidentes.
Un orthologue clair de I'IFN-y des mammiféres a été
identifié d’abord chez le fugu [32] puis chez d’autres
especes.
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Tableau I. Ce que I’on connait des homologues d’une sélection de protéines classées en CD (cluster de différenciation) chez les poissons. PHA :

phytohémagglutinine ; LPS : lipopolysaccharide ; LAG3 : [ymphocyte activation gene-3.
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Figure 3. Représentation schématique des
voies d’induction de défense antivirale. Les
protéines possédant un orthologue équivalent
fonctionnel chez les poissons sont en rouge;
celles qui ont des homologues multiples dont
les fonctions sont potentiellement équiva-

lentes sont en italique et violet; celles dont

I’équivalent fonctionnel est identifié et n’est

pas I'orthologue sont en vert souligné; cel-
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regulatory factor; SOCS: suppressor of cyto-
kine signaling ; STAT: signal transducer and

activator of transcription ; ISGF: interferon-

stimulated gene factor; TLR: Toll-like recep-

tor; PAMP: pathogen-associated molecular

Avant méme P'identification des IFN de poissons, différentes approches
avaient établi que le systeme de défense antiviral inné était conservé et
actif chez les poissons. L'état actuel de nos connaissances est schématisé
sur la Figure 3 (modifiée d’aprés [33]). Le premier géne Mx a été identifié
dés 1989 chez la truite [34], bientdt suivi par deux autres membres ; tou-
tefois, leur activité antivirale n’est pas aussi significative qu’elle 'est chez
les mammiferes. Des séquences ISRE (IFN stimulating response element)
typiques des promoteurs des génes induits par I'IFN chez les mammiferes
sont retrouvées aussi chez les poissons [35]. Différents IRF ont été iden-
tifiés, de méme que la protéine kinase R (PKR), mais pas 'oligoadénylate
2’-5" synthétase (0AS) [39]. La recherche systématique de genes induits
par les rhabdovirus chez la truite a également conduit a I'identification
de nouveaux genes, tels que vig-1 (ou viperin/cig-5/rsad2) [36], trés
conservé des poissons aux mammiferes, dont le produit présente une acti-
vité antivirale. Parmi les nouveaux genes induits par I'infection virale et
I'IFN, nous avons aussi identifié une famille considérable de protéines TRIM
(tripartite motif), spécifique des téléostéens, et qui a subi des épisodes
d’expansion et de diversification indépendants chez différentes especes,
suggérant une reconnaissance et une sélection par des pathogénes [37].

€n conclusion, le fonctionnement d’ensemble du syteme immunitaire des
poissons est trés semblable a celui des mammiferes, au point que I’étude
des pathologies infectieuses des poissons peut présenter un réel interét
pour la compréhension de certaines maladies humaines. Toutefois, lorsque
I’on analyse les génes, les affinités évolutives sont souvent complexes. ¢

SUMMARY

The immune system of teleost fish

Teleosts, the modern branch of bony fishes, make up the richest group
among Vertebrates with more than 20.000 species displaying conside-
rable diversity and found in all aquatic biota. The basal position of fish
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patterns (modifié d’apres Haller et al. [33]).

in vertebrate phylogeny makes them very attractive for
genomic and functional comparative studies, especially
of the immune system. Although the rapid evolution of
proteins involved in immunity and the tumultuous his-
tory of fish genomes often obscure the identification of
orthologous genes, these studies have demonstrated that
the essential components of the mammalian immune
system (macrophages, B and T lymphocytes whose recep-
tors undergo V(D)) recombination, MHC, CDs, cytokines,
interferon pathway...) are present in fish. The discovery of
fundamental immune mechanisms in fish uncovers the pri-
mordial vertebrate immune repertoire ; while some unique
adaptations also illustrate how a group undergoing adap-
tative radiation may innovate, drawing on the available
genomic resources, in response to specific constraints. ¢

GLOSSAIRE

Radiation adaptative : évolution a partir d’'un ancétre
commun d’une variété d’especes occupant des niches
écologiques diversifiées.
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9% European Meeting

ON GLIAL CELLS IN HEALTH AND DISEASE

Abstracts opening January 15%, 2009
deadline May 1%, 2009

The French Glial Cell Club is pleased to announce that abstmct submission
i now open for the 9* European Meeting on Ghal Cells in Health and Disease,
to be histed in September 812 2009 at Universitt Descartes, Faculty of Medicine,
located in the heam of the Latin Quanter in Paris.

Since they sared in 199, the Eumpean Glial Cell meetings have provided
an intemational focus for scientists interested in the biology of glial cells
and newro-ghia interactions in health and disease. The 2009 Parks meeting will offer:

» 9 plenary lectures
- 22 symposia

« exIensive poster SEELE0015

There will also be a pre-meeting lecture counse on GLIAL CELL BIOLOGY AND
Panis  isEASE, social events and exhibitions of the best exulpments and reagens o

September 8-12 h
am E-HIFIP:."]T }'ﬁ.ﬂ.l.l.' TESEITC

For any herther informations, please click on www.glialcells200%paris.com

The deadline for abstract submission sz May 1%, 2009,

Looking forward to secing vou in Paris!

Anne BaronVian Evercooren [chair),
Hervé Chneiweiss (co-chair)
and The French Glial Cell Club.
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