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RESUME

Les différences histologiques entre individus compliquent la transplantation
d’organes et favorisent le rejet. La prise de médicaments immunosuppresseurs est donc
nécessaire mais cause des effets secondaires néfastes. Le traitement idéal consisterait a
mimer le potentiel immunosuppresseur des cellules T régulatrices pour contrer le rejet
chronique des greffes en étant plus localisé et spécifique. Ce projet avait pour but de
générer un systtme d’expression permettant la sécrétion de cytokines

immunosuppressives suite a la reconnaissance des greffons.

Des récepteurs T artificiels ont été créés a partir d’un scFv et des unités de
signalisation du CD3 £ et du CD28. Dans le modéle expérimental de rejet d’allogreffe
utilisé, ’anticorps B8-24-3 duquel est dérivé le scFv reconnait spécifiquement les CMH-I
de souris donneuses. Suite a la reconnaissance de ces ligands, de I’IL-10 cellulaire ou
virale et du TGF- seront produits grice a un vecteur bi-cistronique utilisant le promoteur
inductible de I’'IL-2. Des essais luciférase ont montré que ce dernier possédait une
certaine activité basale suggérant la présence d’un promoteur cryptique dans le vecteur.
Pour augmenter I’inductibilit¢é du promoteur de I'IL-2, I’ajout d’un site de
polyadénylation devant ce dernier est envisagé en combinaison avec un site de liaison au
NFAT trimérisé. Les essais luciférase ont également montré que la 'co-stimulation via le |
CD28 augmentait 1’activité du promoteur. La chimeére avec CD28 devrait donc maximiser
I’inductibilité du promoteur. Finalement, un vecteur avec un geéne rapporteur telle la
luciférase a été construit afin d’ultérieurement suivre les cellules T régulatrices
artificielles in vivo. Comme le rejet par les cellules NK ne peut étre exclu, I’expression de
CMH-I non-classiques et de leurs peptides avec un vecteur de la famille SRa pourrait
favoriser la survie des cellules modifiées. Tous les outils nécessaires a 1’étude ont été
génereés et certaines expériences in vitro restent a étre effectuées afin de valider le

potentiel des constructions générées qui seront testées dans des modeles in vivo.
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INTRODUCTION

La médecine moderne a permis 1’élaboration de soins plus spécifiques pour le
contrdle de certaines maladies. Les greffes d’organes en sont de bons exemples, quoique
I’incompatiblité tissulaire (histocompatiblité) entre individus constitue une barriére a la
transplantation. Bien que le Québec présente le plus haut taux de donneurs parmi les
provinces canadiennes, le temps d’attente pour un receveur est trés long et varie de
quelques mois a plus de deux ans et demi. Au premier janvier 2004, 860 patients se
trouvaient sur une liste d’attente pour une greffe alors que seulement 488 transplantations
ont été réalisées dans 1’année, reportant le nombre de personnes inscrites sur les années a
venir (Statistiques québécoises sur le don d’organes 2003, Québec-Transplant). Malgré
une similarité histologique entre donneur et receveur, 1’organe greffé possede des
molécules étrangeres au receveur ce qui favorise le rejet. La prise d’immunosuppresseurs
comme la cyclosporine A permet la survie des greffons sans pour autant empécher le rejet
chronique. L’utilisation continue de médicaments est nécessaire mais
I’'immunosuppression généralisée qu’elle cause rend le patient susceptible aux infections.

Une thérapie plus spécifique s’avérerait un traitement supérieur.

Il existe un type cellulaire, les cellules T régulatrices (Treg), capables de sécréter de
I’IL-10 et du TGF-B, deux cytokines ayant des propriétés immunosuppressives naturelles
qui pourraient étre utilisées en immunothérapie. Non seulement ces cytokines permettent
le contréle de I’activité des lymphocytes T effecteurs, elles induisent également un état de
tolérance. Nombreuses sont les preuves de I’implication des cellules T régulatrices dans
la tolérance périphérique. La capacité de polariser les cellules effectrices vers un
phénotype régulateur pourrait étre utilisée dans le cadre d’une thérapie visant a contrer le
rejet de greffe. Les cellules effectrices, présentes au greffon et responsables du rejet,
auraient une activité lytique ou inflammatoire réduite et pourraient devenir des Tregs qui
produisent de I’IL-10 et du TGF-B. Cette immunosuppression serait localisée sans

affecter I’ensemble du systéme immunitaire du patient.

Ce travail visait a générer un systéme permettant 1’expression régulée d’IL-10 et de

TGF- suite a la reconnaissance spécifique de molécules du greffon. Pour ce faire, des



récepteurs T artificiels qui combinent les propriétés de reconnaissance indépendante du
CMH et de signalisation ont été construits. Ces récepteurs chimériques sont formés
d’anticorps simple-chaine (scFv) spécifiques aux CMH-I de souris donneuses utilisées
dans un modéle de rejet de greffe murin, unis au complexe de signalisation du récepteur
T, le CD3 zeta. Comme la molécule CD28 fournie un signal de co-stimulation pour
’activation maximale de la cellule, des chiméres contenant les éléments de signalisation
du CD28 ont été générées. Dans le modéle expérimental de rejet utilisé, les souris
donneuses expriment les CMH-1 H-2D°, D", K® et KP et les souris receveuses K* et D¥.
Des récepteurs artificiels reconnaissant spécifiquement les haplotypes b et p ont été
choisis pour poursuivre les études in vivo. Apres activation cellulaire, la production
concomitante d’IL-10 et de TGF-P sera possible griace a un vecteur multi-cistronique. Ce
dernier, sous contréle du promoteur inductible de I'IL-2, assure que I’expression des

cytokines n’ait lieu qu’apres la reconnaisance du ligand par le récepteur T artificiel.



1. REVUE DE LITTERATURE

1.1. Les cellules T régulatrices (Tregs)

Peu aprés la découverte a la fin des années soixante que les cellules T agissaient
comme auxiliaires dans I’activation des cellules B, R.K. Gershon émit 1’hypothése que
les lymphocytes T pourraient agir dans le sens opposé et supprimer les réponses
immunitaires [1, 2]. L’identification de ces cellules « suppressives » étant difficile par
’absence de marqueurs spécifiques et distincts des autres populations cellulaires, 1’intérét
qui leur était porté diminua peu a peu. Ce n’est que récemment que 1’importance des
cellules régulatrices dans le contréle des réponses immunitaires fut mise en lumiere et
elles font depuis I’objet d’intenses recherches. Plusieurs modeles décrits renforcent leur
réle dans le controle des maladies auto-immunes comme les gastrites, les thyroidites, le
diabéte de type I et les maladies inflammatoires de 1’intestin qui regroupent la maladie de
Crohn et les colites ulcéreuses [3, 4]. D’autres travaux leur suggéerent un réle dans le
contrble des allergies [5], de certaines maladies infectieuses [6], et une implication dans
la tolérance périphérique [7, 8]. Cette population hétérogéne de cellules est nommée
cellules T régulatrice (Tregs) et les Tregs naturelles se distinguent des Tregs induites

selon le profil de cytokines qu’elles produisent et leurs mécanismes d’action.

1.1.1. Les cellules Tregs naturelles

Le systéme immunitaire se doit de distinguer les antigénes du soi de ceux du non-soi.
Les antigénes étrangers reconnus initient une réponse inflammatoire alors que les
antigénes du soi ne devraient susciter aucune réponse. C’est lors d’une activation
cellulaire suite a la reconnaissance d’auto-antigénes que des pathologies associées a des
troubles immunitaires se déclenchent. Dans le thymus, la tolérance centrale implique
I’élimination de cellules T auto-réactives alors qu’en périphérie, la mort cellulaire,
I’anergie et I’activation de cellules Tregs permettent de maintenir la tolérance [9]. 11
existe deux types bien définis de Tregs naturellement présentes; les cellules CD4'CD25"

et les cellules NKT.



1.1.1.1. Les cellules CD4"CD25"

Caractérisées par S. Sakaguchi, les cellules CD4'CD25" représentent environ 5 a 10
% des cellules T CD4" présentes en périphérie [10, 11] et expriment de fagon constitutive
la chaine o du récepteur de I’IL-2 (IL-2R), le CD25 [2, 4, 12]. Les cellules CD4"CD25"
sont de puissants suppresseurs de 1’activation des cellules T CD4" et CD8" [11, 13]. A
I’opposé d’autres Tregs qui produisent des cytokines inhibitrices comme I’IL-10 et le
TGF-B, la suppression induite par les cellules CD4"CD25" requiert un contact direct avec
les cellules effectrices aprés activation via leur récepteur de cellules T (RcT) [13, 14, 15].
La capacité des cellules CD4'CD25" d’induire une suppression par contact cellulaire a
été démontrée avec des anticorps anti-IL-10 ou anti-TGF-f neutralisants [16, 17]. Il
s’avére que cette population de CD4"CD25" n’est pas homogéne et contient des cellules
ayant des niveaux variables de marqueurs de Tregs. L’expression élevée du CD25 seul ne
suffit pas a conférer des propriétés suppressives aux Tregs [11, 18]. Les « vraies »
CD4*CD25" suppressives produisent du TGF-B, mais pas d’IL-10, d’IFN-y, d’IL-4 ou
d’IL-2 [19]. Outre ce profil de sécrétion particulier, les Tregs naturelles peuvent étre
reconnues par ’expression de CD45RB™, CTLA-4, GITR et Foxp3. CD45RB est un
marqueur d’activation et permet de suivre les différents stades de développement des
cellules CD4". L’expression de ce marqueur diminue lorsqu’une cellule naive est activée
[20]. 11 existe une catégorie de cellules CD4" n’exprimant pas CD25, mais exprimant le
CD45RB". Etonnamment, ces cellules peuvent induire la tolérance et renverser certaines
maladies auto-immunes [21, 22]. L’expression réduite de ce marqueur pourrait donc

avoir un lien avec le potentiel suppresseur de ces cellules.

Bien que I’expression constitutive de CTLA-4 soit restreinte aux cellules CD4" et aux
Tregs, une corrélation entre I’acquisition de ce marqueur et les fonctions suppressives n’a
pas été clairement démontrée. CTLA-4 pourrait contribuer a la suppression grice a ses
propriétés de signalisation [23]. Cette molécule inhibe I’activation des cellules T soit en
induisant un signal négatif coincidant avec la stimulation par le RcT ou encore en
inhibant la co-stimulation par compétition avec CD28 pour la liaison a ses ligands B7-1
(CD80) ou B7-2 (CD86) [24]. Le blocage de CD28 pourrait étre utile en thérapie des

maladies autoimmunes, mais d’un autre coté, il a aussi été démontré que le blocage de



cette voie pouvait aggraver certaines maladies, dont le diabéte auto-immun. Chez les
souris CD28 ou B7-1/B7-2 déficientes, le nombre de cellules CD4'CD25" décroit
dramatiquement [25]. Cette voie de co-stimulation semble donc indispensable a

I’homéostasie des cellules T régulatrices.

Au contraire de CTLA-4, la présence de GITR semble freiner le pouvoir de
suppression des Tregs [26]. En effet, ’interaction entre GITR et son ligand naturel
(GITR-L) ou des anticorps anti-GITR bloque la suppression des cellules CD4*CD25" et
méne au développement de maladies auto-immunes [27, 28]. D’un autre coté,
I’expression du GITR tant chez les cellules CD4'CD25" que les CD4'CD25" activées
empéche le développement de colites ulcéreuses [29]. Quoique le mécanisme de
régulation de I’expression du GITR-L par les cellules présentatrices d’antigénes (CPA)
soit peu connu, les interactions GITR/GITR-L ou I’expression seule de ce marqueur

semblent jouer un réle dans le potentiel régulateur des cellules CD4".

Plus récemment, une analyse génétique a permis d’identifier le gene défectueux chez
les patients ou souris souffrant de désordres immuns liés au chromosome X. Le géne
Foxp3, ou Scurfin, est un facteur de transcription découvert chez les souris « scurfy ». Il a
été démontré que Foxp3 jouait un role central dans le développement des cellules Tregs
puisque ’expression de ce géne est spécifique aux cellules T régulatrices CD4" et que
son transfert dans des cellules T naives permettait de changer le phénotype de cellules

effectrices en cellules régulatrices [30].

Afin de maintenir la tolérance périphérique, les cellules CD4'CD25" recoivent une
stimulation constante par les antigénes du soi [4] et leur passage d’un état anergique a
activé dépend de la présence d’IL-2 ou d’IL-4 dans leur micro-environnement [16]. Leur
activation permet la sécrétion de TGF-P qui agit en synergie avec I’IL-2 sur les cellules T
naives en inhibant leur apoptose et en altérant leur fonctions effectrices [31]. Le TGF-B
contribue a ’augmentation de 1’expression de CD4, CD25, CTLA-4 [32] et favorise la
prolifération du faible nombre de cellules CD4'CD25" présentes en périphérie. Comme

les cellules CD4"CD25" expriment de maniére constitutive le récepteur de type II du



TGF-B (TBRII), des interactions autocrines ou paracrines peuvent aussi mener a
I’activation de la population CD4"CD25" [10]. A grande concentration, un des effets du
TGF-B est cependant d’inhiber la production d’IL-2 ce qui peut aussi contrdler les

activités des cellules CD4"* ou CD8" environnantes [15].

1.1.1.2. Les cellules NKT

Les cellules NKT expriment des marqueurs de cellules NK et de cellules T comme
NK1.1 et le RcT. Ces cellules peuvent étre CD4" ou CD4'CD8’ et possédent un récepteur
T codé par les génes Va14-Ja18/VB8 chez la souris et Va24-Ja18/VB11 chez I’humain
[33]. Le ligand reconnu par ce RcT est le glycolipide a-galactosylceramide (a-GalCer)
présenté par une molécule apparentée au CMH de classe 1, le CD1d [34]. Les cellules
NKT sont différentes des cellules NK conventionnelles mais ont conservé un pouvoir
cytotoxique via I’expression de perforine, granzyme B et FasL ce qui leur confére une
activité anti-tumorale [35], contrairement aux cellules CD4"CD25" qui peuvent induire
un privilége immun aux cellules cancéreuses [36]. Elles seraient aussi capables de
régulation puisqu’elles contrdlent certaines pathologies associées aux cellules T. Le
diabeéte de type I est une maladie auto-immune menant a la destruction des cellules  du
pancréas et fourni un modéle expérimental pour étudier la régulation par les cellules
NKT. Il a entre autres été démontré que leur nombre ainsi que leurs fonctions étaient
altérées dans le modéle murin NOD [37]. Alors que ces cellules produisent
habituellement beaucoup d’IFN-y, d’IL-4 et d’IL-10, les niveaux de ces cytokines sont
moins élevés chez les individus souffrant de diabéte auto-immun [38]. Bien que contestés
[33], des résultats similaires ont été observés dans le lupus érythrémateux systémique
[39], I’arthrite rhumatoide [40, 41] et la sclérose en plaques [42]. L’administration du
ligand reconnu par les cellules NKT peut également renverser la condition diabétique de
sujets [37, 38, 43, 44, 45] et contribuer au contréle du développement de colites [46]. Ces
observations suggerent que les cellules NKT pourraient jouer un réle dans la suppression

de I’auto-immunité.



1.1.2. Les cellules Tregs induites

La tolérance aux antigénes du soi peut dépendre d’autres types de cellules régulatrices
que celles naturellement présentes dans 1’organisme. Sous I’exposition répétée
d’antigénes, ’induction de nouvelles cellules Tregs, tant in vitro qu’in vivo, peut avoir

lieu et parmi celles-ci se retrouvent les Trl, Th3 et les cellules CD8'CD28".

1.1.2.1. Les cellules Trl

L’activation de cellules CD4" en présence d’IL-10 a mené a la découverte de cette
classe de cellules Tregs qui peuvent empécher le développement de maladies
inflammatoires de l’intestin et qui présentent un profil de production de cytokines
différent des cellules CD4" ou CD8" conventionnelles [47]. Les cellules Tr1 produisent
beaucoup d’IL-10 et de TGF-B, un taux modéré d’IFN-y et d’IL-5, peu d’IL-2 et pas
d’IL-4 [48]. C’est par la production de deux cytokines modulatrices (I’IL-10 et le TGF-f)
que ces cellules arrivent a supprimer directement les réponses effectrices ou a agir
indirectement en diminuant I’expression de molécules de co-stimulation sur les CPA [9].
Outre leur profil de sécrétion de cytokines particulier, les cellules Trl différent des
cellules CD4"CD25" parce que leur action ne dépend pas de contacts cellulaires. Quoique
I’IL-10 semble importante tant pour les fonctions effectrices que pour la différenciation
de ces cellules, la présence d’IFN-y et la stimulation via le RcT méne & une prolifération
plus forte [49]. In vitro, ’utilisation d’IL-15 s’est avérée utile pour permettre 1’expansion
des cellules Trl indépendamment d’une stimulation via le RcT suggérant que I’IL-15
jouerait un role dans la survie a long terme des Trl in vivo. La production de TGF-$
semble, pour sa part, dépendre de la voie de signalisation passant par CTLA-4 dont
I’expression augmente aprés activation des Trl puisque I’utilisation d’anticorps anti-

CTLA-4 en empéche la sécrétion [48].

1.1.2.2. Les cellules Th3

Une autre sous-classe de cellules CD4" identifiée qui exerce des fonctions de
régulation sont les cellules Th3 découvertes suite aux études menées sur la tolérance

orale. Ces cellules ont été induites chez des patients atteints de sclérose en plaques aprés



un traitement oral avec de faibles doses de la protéine basique de la myéline et de la
protéine protéolipidique [50]. L’importance de la dose utilisée a été démontré dans
I’encéphalomyélite autoimmune expérimentale (EAE) qui est un modéle murin de
sclérose en plaques. Alors que de fortes doses induisent une anergie ou la mort cellulaire,
de faibles doses de myéline ménent a la génération de cellules régulatrices productrices
de cytokines qui dépendent du TGF-B pour exercer leurs fonctions [51]. Le transfert
adoptif de ces clones régulateurs dans le modéle EAE permet ainsi de bloquer la maladie
[52]. Les Th3 produisent beaucoup de TGF- et des quantités variables d’IL-10 et d’1L-4
[53]. Leur prolifération en culture dépend de la présence de ces trois mémes cytokines et

de I’IL-12 [53].
1.1.2.3. Les cellules CD8'CD28§"

Bien que la majorité des Tregs soient CD4", il existe une sous-classe de cellules CD8"
ayant des fonctions suppressives. Les lymphocytes T CD8" contiennent des précurseurs
de cellules T cytotoxiques (Tc) et de cellules T suppressives [9]. Contrairement aux Tregs
CD4" qui induisent I’inactivation de cellules effectrices directement par contact cellulaire
ou par sécrétion de cytokines, les cellules CD8'CD28" procédent via un intermédiaire,
une CPA, qui relie indirectement la CD8" suppressive a la CD4" effectrice [54, 55]. Cette
suppression ne se produit donc que si la CPA possede un CMH de classe I pour interagir
avec la cellule CD8'CD28 et un CMH de classe II pour interagir avec la cellule CD4"
effectrice [56]. Le contact entre la cellule suppressive et la CPA est d’une grande
importance comme en témoignent les études réalisées avec les surnageants de cultures tri-
cellulaires. Contrairement a ’utilisation d’anticorps anti-1L-4, anti-IL-10, anti-TGF- et
anti-CTLA-4 neutralisants, I’utilisation de chambres cellulaires permettant uniquement la
diffusion du milieu de culture empéche toute suppression des cellules CD4" effectrices,
démontrant que cette suppression indirecte dépend d’un contact cellulaire plutdt que de la

production de cytokines [57].

Cette suppression résulterait d’un blocage de la voie de signalisation CD40/CD40
ligand (CD40L) suite & I’exposition de cellules dendritiques (DC) immatures avec des

cellules CD8'CD28" [58]. Cette voie de signalisation induit 1’activation du facteur



nucléaire de transcription NF-kB qui méne a la maturation de la cellule dendritique et une
expression élevée des molécules de co-stimulation CD80 et CD86 a la surface. En
bloquant le CD40, non seulement ces molécules de co-stimulation ne sont plus
exprimées, mais 1’expression de récepteurs inhibiteurs comme ILT3 (Immunoglobulin-
like transcript) et ILT4 est augmentée. Ces récepteurs, exprimés par les monocytes et les
DC, sont structurellement et fonctionnellement apparentés aux récepteurs inhibiteurs KIR
des cellules NK. Ils permettent I’inhibition de la maturation cellulaire via le recrutement
de la tyrosine phosphatase SHP-1 qui affecterait I’activation du NF-xB [59]. Dans un
modéle d’alloréactivité en présence d’alloantigénes, les cellules CD4" deviennent
anergiques en absence de co-stimulation par la CPA (Figure 1) [54]. Ces CD8'CD28§"
suppriment de fagon indirecte la capacité des CD4" & proliférer en inhibant la production
d’IL-2, en diminuant I’expression du CD40L et en augmentant 1’expression de CD25 [57,
59].
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Figure 1. Suppression des réponses allogéniques par les cellules CD§"CD28".

1.2. Tolérance infectieuse

La tolérance infectieuse est un processus par lequel les Tregs polarisent d'autres

cellules T a devenir elles-mémes régulatrices. Ce phénoméne a d'abord été décrit a la



suite d'expériences utilisant des anticorps monoclonaux (AcMo) dirigés contre CD4 ou
CDS8. L'utilisation d’AcMo chez des souris ayant subi une transplantation de peau permet
de bloquer I’activité des cellules effectrices. C’est S. Qin qui démontra que non
seulement cette thérapie aux anticorps induisait une survie a long terme de la greffe [60,
61], mais aussi que le transfert adoptif des cellules T de souris tolérantes & une souris
naive induisait une tolérance similaire [62]. Ce n'est que plus tard que la méme équipe

démontra l'importance des cellules Tregs CD4" dans le maintient de la tolérance [8, 63].

1.2.1. Implication des Tregs dans la tolérance infectieuse

Plusieurs exemples prouvent que la tolérance aux greffons serait causée par des
cellules Tregs naturellement présentes en périphérie [7]. Davies ef al. ont démontré que
les cellules CD4*CD45RB™ empéchaient le rejet aigué des ilots du pancréas [64], alors
que Wood et ses collégues ont pu favoriser la survie d'une greffe de peau aprés l'injection
de cellules CD4"CD25". Dans cette derniére expérience, les cellules générées lors d'une
premiére greffe permettaient le développement d'une tolérance spécifique envers les
antigénes exprimés par le greffon. Le transfert subséquent de Tregs a une tierce souris

possédant les mémes antigénes protégait alors du rejet d'allogreffe (Figure 2) [21, 65].
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Figure 2. Tolérance « infectieuse » induite suite 2 une allogreffe de peau.

D'autres chercheurs ont démontré que l'activation des cellules CD4*CD25" ex vivo
pouvait inhiber le syndrome de la greffe versus I'hote (GVHD) [66]. Celui-ci résulte

d'une complication suite & une transplantation de moelle osseuse et est caractérisé par

10



l'infiltration des organes du receveur par des leucocytes du donneur. Lorsqu'administrées
en nombre égal aux CD4" totales, les cellules CD4°CD25" cultivées ex vivo peuvent
induire la tolérance aux cellules T du donneur, diminuant de beaucoup le GVHD [67]. La
balance entre les cellules CD4"CD25" et les cellules T conventionnelles du donneur

déterminerait ainsi le sort du patient.

1.2.2. Mécanisme de tolérance infectieuse

Le principe a la base de la tolérance infectieuse repose sur des interactions
cellules/cellules et la production de cytokines immunosuppressives, telles I'IL-10 et le
TGF-B. Une cellule CD4"CD25" peut ainsi transférer ses propriétés suppressives a une
cellule CD4" conventionnelle qui agira par production de cytokines anti-inflammatoires
plutét que par un contact cellulaire. [17]. Cette deuxiéme génération de Tregs peut
produire de I'IL-10 ou du TGF-B qui leur confére un phénotype similaire aux Trl [68] ou
aux CD4"CD25". La production de TGF-B par ces derniéres rend leur pouvoir suppressif
indépendant du contact cellulaire [17]. C'est en présence d'IL-2 et de TGF-B que les
cellules CD4"CD25" naturellement présentes en périphérie amorcent cette tolérance qui
se propage d'abord aux CD4" entrant en contact avec elles, lesquelles deviennent ensuite
des Tregs de type Trl qui favorisent a leur tour le développement de Tregs additionnelles

(Figure 3) [69].
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Figure 3. Mécanisme d’action des cellules CD4"CD25".
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Suite & leur activation, les barriéres d’histocompatibilité entre Tregs et cellules cibles
ne constituent plus un frein & la suppression [11]. Comme une Treg peut éduquer les
cellules T du donneur ou du receveur a devenir elles-mémes régulatrices, une approche
thérapeutique au rejet de greffe visant a induire la tolérance infectieuse est souhaitable.
En combinant la reconnaissance d'une molécule spécifique au greffon avec un RcT
artificiel et le potentiel immunosuppressif des Tregs, il serait possible de créer un micro-

environnement protecteur pour les greffes.

1.3. Récepteur de cellule T

Le RcT présente plusieurs similitudes avec les immunoglobulines, et est formé d’un
hétérodimére de chaines o et B ou de chaines y et 8. La portion extracellulaire est
constituée d’une région constante et variable similaires aux fragments Fab des anticorps,
soit les domaines C et V des chaines lourdes et 1égéres [70]. Dans chaque cas, ce sont les
parties variables de chacune des chaines qui contiennent les régions hypervariables
(CDR) conférant la spécificité de reconnaissance envers les antigénes ou les ligands [71].
Les chaines du RcT sont liées entre elles par un pont disulfure situé prés de la membrane
tout comme les chaines lourdes et légéres des immunoglobulines qui sont unies a la base

de la région constante (Figure 4) [71].

Malgré leurs similitudes structurelles, les propriétés du RcT et des anticorps différent
en plusieurs aspects. Les interactions entre un RcT et un peptide ont lieu dans le contexte
de la présentation par un CMH de classe I ou II, alors que les immunoglobulines
reconnaissent un ligand ‘intact. La reconnaissance par le RcT se doit d’étre hautement
spécifique puisqu’elle doit permettre d’intéragir avec les quelques complexes
antigéniques présents parmi un grand nombre de complexes de CMH présentant des
antigénes du soi. L’affinité des anticorps envérs leurs ligands est cependant de beaucoup
supérieure a celle du RcT [72]. L’engagement du RcT permet de transmettre des signaux
d’activation dans la cellule via D’interaction de sa portion intracellulaire avec les

molécules du CD3 [73].
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1.3.1. Récepteurs T Artificiels

Un récepteur T artificiel combine les propriétés d’un anticorps a celles d’un RcT. La
portion extracellulaire est constituée d’un anticorps simple chaine (scFv) fusionné a
’unité de signalisation du RcT. L’activation cellulaire par les récepteurs T artificiels
permet la reconnaissance d’un ligand indépendamment du CMH. L’utilisation des
récepteurs T artificiels a plusieurs applications cliniques comme celle de rediriger le
pouvoir cytotoxique de lymphocytes T vers des cellules cancéreuses ou infectées [74].
Une nouvelle forme d’immunothérapie consisterait aussi a induire la sécrétion localisée

de cytokines au niveau du greffon afin d’induire la tolérance infectieuse.
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Figure 4. Similitudes entre les IgG, RcT et leurs dérivés.
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1.3.1.1. Reconnaissance par les récepteurs T artificiels

Les premiers récepteurs chimériques construits étaient constitués de deux chaines
pour reproduire la configuration du RcT. Comme les régions variables des chaines
lourdes et 1égéres d’anticorps sont suffisantes pour reconnaitre un antigéne, elles ont été
fusionnées aux parties constantes des chaines a et B du RcT. L’expression nécessitait
donc deux transfections, une pour chaque chimére [75]. Due a la faible expression des
deux transgénes, une alternative fut développée. Cette approche est basée sur le fait que
les régions variables des anticorps peuvent étre combinées en une seule chaine si elles
sont connectées par une charniére peptidique. Les scFv réunissent les portions variables
des chaines lourdes et 1égéres d’anticorps (Figure 4) [76, 77] et forment la plus petite
unité ayant un site de liaison complet & ’antigéne. De par leur petite taille, ils ont une
meilleure pénétration tissulaire que les anticorps complets tout en étant moins
immunogéniques. L’absence de la portion Fc est responsable de cette derniére
caractéristique puisque celle-ci est nécessaire pour |’interaction avec les récepteurs Fc.
L’utilisation des scFv dans la génération de récepteurs artificiels est donc souhaitable
pour des raison pratiques [75]. Les scFv a utiliser doivent étre de faible ou moyenne
affinité pour permettre 1’activation cellulaire [75], car la transmission du signal peut étre
innefficace si ’affinité est trop élevée [73]. Le scFv doit également étre couplé a la partie
de signalisation du récepteur artificiel par une charniére pour augmenter sa distance de la
membrane plasmique. En étant flexible, cette chamiére permet au scFv d’exercer une
meilleure interaction avec le ligand et favorise la signalisation [78]. Une étude a
démontré que le choix de la charniére avait un impact direct sur la stabilité et ’affinité du
scFv qui corrélait avec les fonctions effectrices [79]. Ces charniéres peuvent €Etre

d’origine diverse, soit d’IgG, de CD4 ou de CD8 [79].
1.3.1.2. Signalisation intracellulaire

L’engagement du RcT génére des signaux d’activation dans la cellule suite a la
phosphorylation des molécules du CD3 associées au récepteur. Le complexe CD3 est
composé de cinq polypeptides invariants appelés gamma (y), delta (3), epsilon (g), zeta

(€) et eta (n). Les trois premiers sont fortement homologues et possédent un domaine
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extracellulaire de type immunoglobuline [80]. Sur chacune de ces chaines accessoires se
trouvent des motifs d’activation constitués de tyrosines (ITAM) lesquels deviennent
phosphorylés aprés reconnaissance de I’antigéne par le RcT (Figure 4). Chaque chaine £
posséde trois motifs ITAM alors que les autres chaines n’en ont qu’un seul. La chaine
est donc en grande partie responsable de la transmission du signal. La phosphorylation est
effectuée par des protéines tyrosines kinases de la famille Src (Blk, Fyn ou Lyn) ce qui
permet ensuite la liaison au domaine SH2 des protéines tyrosines kinases associées aux
Syk, soit ZAP-70 [81, 82]. Comme chaque chaine est dotée de la capacité de propager un
signal de fagon autonome, la présence de plusieurs chaines pour la construction d’un
récepteur artificiel n’est pas requise. De par sa capacité accrue a transmettre les signaux,
la majorité de ces récepteurs chimériques utilisent comme unité de signalisation la
portion intracellulaire de CD3 . D’autres constructions ont cependant été réalisées avec

les chaines y, 8, ou € du CD3 ou le récepteur Fc d’immunoglobuline [83, 84, 85].

Pour que I’activation maximale des cellules T ait lieu, une co-stimulation est requise
et favorise la prolifération, la production accrue de cytokines dont I’IL-2, I’augmentation
de la cytotoxicité tout en empéchant I’anergie [86, 87]. La molécule CD28 est capable
d’une telle co-stimulation en interagissant avec ses ligands B7-1 (CD80) et B7-2 (CD86)
exprimés par les CPA [88]. Quoique cette molécule contribue au recrutement des
protéines tyrosines kinases [89], sa présence seule ne peut engendrer de signaux
d’activation et le complexe RcT/CD3 est requis [90]. La co-stimulation permettrait de
diminuer la quantité d’antigénes requis pour la cascade de signalisation. Bien qu’a forte
dose d’antigénes, la co-stimulation ne soit pas nécessaire, elle est indispensable pour
prolonger 1’état d’activation [91]. La portion intracellulaire du CD28 peut étre fusionnée
directement aux ITAM du récepteur T artificiel, ce qui permet la stimulation et la co-
stimulation. Par rapport 8 CD3 ¢, la position de CD28 est cependant importante puisqu’il
a été démontré que le & placé plus prés de la membrane plasmique inhibait le
fonctionnement des chiméres. Au contraire, en plagant le CD28 avant le CD3 (, des
chercheurs ont démontré que les fonctions effectrices des lymphocytes se trouvaient
augmentées (Figure 4) [89, 92]. Plusieurs explications ont été proposées et concernent la

conformation de 1a molécule, 1’association aux protéines tyrosine kinases ou ’interaction
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avec des régulateurs négatifs qui pourrait étre altérée lorsque le CD28 est situé plus loin
de la membrane plasmique [92]. Contrairement aux lignées de cellules T, I’expression du
récepteur T artificiel avec CD28 a la surface de cellules murines primaires se trouve
diminuée de deux a quatre fois. Une étude a démontré que c’est la présence d’un motif
di-leucine dans le CD28 murin qui était responsable de cette expression réduite et que le
changement de ces acides aminés en glycine permettait d’en augmenter 1’expression [74].
Malgré cette baisse d’expression, I’activité de la chimere possédant le CD28 est similaire
a la chimére sans CD28. Une séquence similaire se retrouve également dans la queue
cytoplasmique du CD28 humain et pourrait causer une diminution d’expression. La
mutation du motif di-leucine dans la séquence humaine permettrait ainsi d’améliorer les

niveaux d’expression du récepteur T artificiel.

1.3.2. Ligand du Récepteur T artificiel

Les récepteurs T artificiels peuvent reconnaitre différents ligands si ceux-ci sont
exprimés a la surface cellulaire de la cible. Dans le modele murin utilisé pour étudier
I’alloréactivité directe et indirecte, les molécules du CMH-I exprimées par les cellules du
donneur constituent une cible de choix pour les récepteurs T artificiels car ce sont des
molécules qui différent fréquemment entre donneur et receveur. Les molécules du CMH
de classe I (CMH-I) sont des glycoprotéines membranaires hautement polymorphiques
exprimées a la surface de toutes les cellules nuclées. L’interaction peptide/CMH-I permet
d’activer les cellules T cytotoxiques CD8" via leur RcT. Chez ’humain, les protéines
composant le CMH sont nommées HLA (antigéne leucocytaire humain) et contiennent
trois locus de classe 1 nommés HLA-A, B, C. Chez la souris, le CMH est nommé
complexe H-2 et posséde trois locus appelés K, D et L. Les CMH sont composés de deux
chaines polypeptidiques, une lourde qui traverse la membrane plasmique et une légére
associée de maniére non-covalente a la premiére. La chaine lourde posséde trois
domaines extracellulaires, al, a2, a3, dont deux (al et a2) qui forment la cavité de
liaison au peptide. La chaine légére appelée B,-microglobuline (B2-m) est invariante et
son association est essentielle a la stabilité du CMH. La structure de la ,-m, tout comme

le domaine a3 ressemble au domaine constant d’une immunoglobuline [93].
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1.4. Vecteurs multicistroniques

Les vecteurs ayant plus d’un cistron permettent 1’expression simultanée de protéines
d’intéréts [94, 95, 96]. Afin de mimer le potentiel immunosuppresseur des Tregs, des
cytokines telles I’'IL-10 et le TGF-B doivent étre co-exprimées, ce qui favoriserait
1’établissement de la tolérance infectieuse. L utilisation d’un vecteur bi-cistronique ou tri-
cistronique permet de limiter le nombre de constructions devant étre introduites dans une
cellule. Le troisiéme cistron peut étre occupé par un géne rapporteur comme la protéine
fluorescente verte (GFP) ou la luciférase qui offrent un moyen rapide de discriminer les
cellules non transfectées. 1l faut noter que I’expression issue du troisieme cistron peut €tre
réduite d’environ 50% par rapport a 1’expression chez les deux premiers cistrons [97].
Pour synthétiser deux ou trois protéines a partir d’'un seul ARNm, un vecteur
multicistronique doit posséder des séquences d’entrée interne aux ribosomes (IRES) entre
chaque cistron. Un promoteur inductible doit également étre employé pour contrler la

co-expression de cytokines immunosuppressive.

1.4.1. Site d’entrée interne aux ribosomes

Chez les procaryotes, I’initiation de la traduction résulte d’une interaction entre
PARNr 16S et une séquence complémentaire Shine-Delgarno sur ’ARNm. Cet
appariement de bases permet le recrutement de la sous-unité ribosomale 30S a proximité
d’un codon d’initiation AUG aux sites internes de I’ARNm polycistronique [98]. Chez
les eucaryotes,. la situation est plus complexe puisque des facteurs d’initiation de la
traduction (elF) sont requis. Ce complexe protéique permet la liaison entre la coiffe de 7-
méthylguanosine situé & I’extrémité 5° de ’ARNm avec la sous-unité ribosomale 40S
chargée des facteurs elF1, eIF3 et le complexe elF2/guanosine - tri-phosphate
(GTP)/méthionyl-ARN de transfert (ARNt). La coiffe reconnue par elF4E, une des
protéines associées au complexe elF4F comprenant également elF4G et elF4A, permet au
ribosome d’intéragir avec ’ARNm. Le ribosome glisse alors sur PARNm jusqu’a la
rencontre du codon AUG pour ensuite hydrolyser du GTP via eIFS5 et relacher les facteurs
d’amorcage [99]. Contrairement aux bactéries, une seule protéine est normalement

produite a partir d’'un ARNm.
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Les études sur la traduction virale ont permis d’identifier un mode alternatif de
recrutement ribosomal utilisant des IRES. Le poliovirus et le virus de
I’encephalomyocardite (EMCV), deux picornavirus possédant des ARNm sans coiffe, ont
fournis les premiers exemples de traduction non-conventionnelle [100, 101, 102]. Avec
des ARN possédant deux cadres de lecture ouverts (ORF) non chevauchants, la
traduction indépendante d’une extrémité coiffée devient possible en y insérant un
segment de la région 5’ non-traduite (UTR) de picornavirus [98]. Des séquences
permettant d’initier la traduction ont été retrouvées chez plusieurs virus dont le virus de
I’hépatite C (un flavivirus), les pestivirus, les rétrovirus et les lentivirus [103]. Le premier
IRES cellulaire a été retrouvé dans 'UTR de la protéine liant la chaine lourde de
I’immunoglobuline (BiP) [104] et ces IRES ont depuis été détectés chez un nombre
croissant d’ARNm cellulaires de levures, d’insectes, d’oiseaux et de mammiferes [98].
Les interactions entre lesIIRES et la machinerie traductionnelle dépends des elF, dont

elF4G et elF2 [103].

1.4.2. Promoteur inductible

Suite a I’engagement d’un RcT, des protéines kinases C sont activées et la
concentration de calcium intracellulaire est augmentée afin de mener & la synthése d’IL-2
[105]. Comme la synthése de ce géne dépend de I’activation cellulaire, le promoteur de
I’IL-2 (pIL-2) a été choisi afin que les cytokines immunosuppressives ne soient produites

qu’aprés la reconnaissance du greffon par le récepteur T artificiel.

1.4.2.1. Le promoteur de I’IL-2

Le promoteur d’IL-2 contient plusieurs sites auxquels viennent se fixer des facteurs
de transcription permettant d’initier et de soutenir la synthése d’ARNm. A lui seul, le
promoteur d’IL-2 posséde une faible activité basale mais le recrutement de facteurs de
transcription permet de I’augmenter [106]. 11 contient dans sa région proximale deux sites
d’éléments de réponse au récepteur d’antigéne (ARRE) qui favorisent le recrutement de
ces protéines. Le premier comporte une séquence pouvant lier la protéine octamére
(OCT) et la protéine activatrice (AP-1) alors que ARRE-2 lie AP-1 en conjugaison avec

le facteur nucléaire de cellule T activées (NFAT) [107]. AP-1, formé des membres de la
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famille Fos et Jun, est adjacent & I’élément de réponse au CD28 (CD28RE). Le site AP-1
situé en position —180 aurait cependant un role de répression [108]. D’autres protéines
telles NF-xB contribuent a la régulation de I’expression génique (Figure 6). NFAT est
quand 2 elle une protéine présente dans le cytoplasme qui se transloque au noyau suite a
I’activation de la cellule. La famille de NFAT comprend cinq membres, NFATI, 2, 3, 4
et 5 [109]. Uniquement deux des sites NFAT sont montrés a la figure 6, mais trois autres
sont présents en position —35, 90 et —160 et stimulent la production d’IL-2. Un des sites
NFAT situé a proximité du CD28RE (Figure 5) aurait un effet de synergie sur la

transcription [110].

ARRE-2 CD28RE ARRE-1
NFAT CD28RC  NFAT ocCT

AP-1 OCT NF-xB AP-1 AP-1 AP-1

-250 -205 -180 -160 -150 -135 -85 -75 0

-286 | GGAGGAAAAACTGTTTCATACAGAAGGCGT | -257

Figure 5. Eléments de régulation présents sur promoteur d’IL-2.

1.4.3. Cytokines immunosuppressives

Comme I'IL-10 et le TGF-B sont deux cytokines importantes produites par les
cellules Tregs, leur co-expression est souhaitable pour mimer ces demiéres. Dans le
cadre d’une thérapie pour contrer le rejet de greffe, I’administration systémique de ces
cytokines aurait pu étre envisagée mais des effets secondaires non-spécifiques seraient
survenus. Une thérapie utilisant plutdt des Tregs artificielles reconnaissant
spécifiquement des antigénes du greffon permettrait une expression plus localisée d’IL-

10 et de TGF-p.
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1.4.3.1. L’interleukine-10

L’IL-10 a été identifiée en 1989 comme un facteur inhibant la synthése des cytokines
produites par les cellules Th1 [111]. Depuis, il a été prouvé que son spectre d’action était
beaucoup plus large puisqu’il affecte aussi la synthése par les monocytes/macrophages
d’IL-1a, d’IL-1B, d’IL-6, d’IL-8, d’IL-12, de TNF-a, de GM-CSF, des intermédiaires
d’azote et d’oxygeéne réactifs et des molécules de costimulation comme CD80/CD86
[112, 113]. Des souris déficientes pour I’'IL-10 (IL-107) manifestant des maladies
inflammatoires de Iintestin ont permi de demontrer le role anti-inflammatoire de cette
cytokine [114]. D’autre part, I’IL-10 posséde une dualité d’action en agissant comme
facteur stimulant la prolifération des thymocytes matures et immatures et en augmentant

I’expression de CMH de classe 1I par les lymphocytes B [115, 116].

L’IL-10 humaine (IL-10h) posséde une séquence identique a 73% a celle de souris
(IL-10m) et est active sur les cellules humaines et murines [117], contrairement & I'IL-
10m qui n’est fonctionnelle qu’avec les cellules murines [112]. Des homologues du géne
de I’IL-10 ont été retrouvés chez le virus Epstein-Barr (EBV), I’herpés virus de type 2
chevalin (EHV?2), le poxvirus Orf et le cytomégalovirus humain (CMV) [112]. L’IL-10
virale (IL-10v) est pour sa part une protéine non glycosylée de 17 kDa qui posséde un
fort pouvoir immunosuppressif [118]. Des études ont démontré que la transfection de
tumeurs avec un rétrovirus exprimant I’IL-10m résulte en une immunité anti-tumorale
supérieure, alors que la transfection avec I’IL-10v résulte en une suppression immunitaire
favorisant la croissance tumorale [119]. De plus, le rejet d’allogreffes murines cardiaques
est substantiellement inhibé lorsque la greffe exprime I’IL-10v mais pas lorsqu’elle
exprime I’IL-10m [120, 121]. Ceci démontre que I’IL-10v posséde une partie des
activités biologiques de I’IL-10 cellulaire (IL-10c) et est fortement immunosuppressive.
Des études de mutagénése dirigée ont démontré 1’existence de deux domaines sur I’IL-
10c, un domaine activateur et un suppresseur, et la présence d’une isoleucine en position
87 est indispensable & I’activité stimulatrice de I’IL-10c. Le changement de cette
isoleucine en alanine, le résidu présent chez I’IL-10v, affecte 1’affinité du ligand envers
son récepteur et élimine les activités stimulatrices de I’IL-10c [115]. L’utilisation de I’'IL-

10c pour le traitement de diverses maladies auto-immunitaires semble prometteuse
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comme le démontrent des études réalisées avec le diabéte de type I, la maladie de Crohn

et I’arthrite expérimentalement induite [122, 123, 124].

1.4.3.2. Le TGF-P

Le TGF-B fait partie d’une famille de facteurs polypeptidiques régulant la croissance
et la différenciation cellulaire [125]. Il existe trois isoformes chez les mammiferes ayant
une forte homologie et qui utilisent le méme récepteur pour la transmission du signal. Le
TGF-B1 est I’isoforme prédominante dans les organes lymphoides et dans le sérum, alors
que le TGF-B2 et 3 sont surtout exprimés au niveau du mésenchyme et dans les os [126].
Le TGF-B1 inhibe la prolifération des cellules Thl, Th2, des lymphocytes B, des
macrophages, des cellules NK et inhibe la production de cytokines pro-inflammatoires
comme I’IFN-y et a, le TNF-a, I’'IL-1 et I’'IL-2 [127, 128]. Son réle comme agent anti-
inflammatoire a été démontré avec les souris déficiente en TGF-B1 ou son récepteur, qui
développent de multiples maladies inflammatoires et auto-immunitaires [126, 129]. Dans
les modéles de tolérance orale, la production de TGF-B1 par les cellules Tr3 est
responsable de la suppression active et fait dévier les réponses Th1 vers des réponses Th2
[125]. Cette cytokine est capable d’induire 1’expression de Foxp3 et favorise le
développement du phénotype régulateur des cellules CD4"CD25". La protéine Smad7 qui
est induite par le TGF-B pour réguler de fagon négative sa signalisation est aussi
fortement inhibée au niveau transcriptionnel lorsque Foxp3 est exprimé. De plus,
I’administration de TGF-B1 s’est avérée efficace dans le contrble de certaines maladies

auto-immunitaires comme le diabéte de type 1[127, 128, 130, 131].

Le TGF-B1 est naturellement sécrété en tant que précurseur latent dimérique de 390
acides aminés lequel est converti en un dimére mature bioactif de 112 acides aminés
aprés clivage et dissociation de sa portion amino-terminale appelée LAP (latency
associated protein) [132, 133]. Cette dissociation peut étre réalisée in vitro par I’emploi
de pH extrémes alors qu’in vivo, des protéases telles la plasmine ou la cathepsine
contribueraient a cette activation pour générer 1’homodimére de 24 kDa [134]. Une

seconde protéine se liant au TGF-f1 latent (LTBP) immobilise le complexe a la matrice
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extracellulaire [135]. La protéine LAP est liée au LTBP par un pont disulfure avec la
cystéine 33 alors que les résidus C223 et C225 sont requis pour la dimérisation de LAP et
I’inactivation du TGF-B1 (Figure 6) [136]. Des études de mutagénése dirigée ont
démontré que la substitution des cystéines 223 et 225 par des sérines permettait de

générer des monomeéres actifs de maniére constitutive [132].

LAP —> <4— LAP

Lépende
*—¢  Pont disulfure

Matrice extracellulaire

Figure 6. Représentation du complexe latent du TGF-31.

L’utilisation du TGF-B1 activé (TGF-B1a) pourrait s’avérer utile en thérapie grice a
son pouvoir immunosuppressif accru, quoique les études réalisées a ce jour semblent
suggérer le contraire. Ainsi, la surexpression de la forme active mais pas la forme latente
cause une fibrose sévére de I’intestin et des poumons [133]. De méme, des fibroses
localisées dans la plupart des organes qui compromettent leur fonction ont été associées a
une production excessive de TGF-f1 [137]. Cette pathologie résulte d’une accumulation
de protéines de la matrice extracellulaire dont le collagéne, la fibronectine et 1’élastine, et
d’une diminution de la synthése de protéines dégradant la matrice [133]. Alors que
I’utilisation du TGF-B1 semble protéger contre le diabéte, sa surexpression pourrait avoir

des effets contraires [138, 139].
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Les propriétés immunosuppressives de I’IL-10 et du TGF-f, combinées & un
récepteur T artificiel spécifique, pourraient donc étre utilisés dans une thérapie cellulaire
qui viserait  contrer le rejet de greffe. Les cellules T régulatrices artificielles produiraient
deux cytokines anti-inflammatoires & proximité de 1’organe transplanté. Le but de cette
étude était de générer un systéme d’expression permettant la sécrétion simultanée d’IL-10
cellulaire ou virale et de TGF-B latent ou activé suite & la reconnaissance spécifique de

CMH-I de souris donneuse grace au promoteur de I’IL-2 qui est inductible.
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2. APPROCHE EXPERIMENTALE

2.1. Souches bactériennes utilisées

Tableau 1. Génotypes des souches bactériennes utilisées

Souche Bactérienne

mcrBC), ®80lacZAM15, AlacX74, deoR, recAl,
araD139, A(ara-leu)7697, galU, galK, rspL (Str"),

endAl, nupG

Génotype Source
Escherichia coli

DH5a F, ®80d/acZAM15, A(lacZY A-argF)U169, deoR, | InVitrogen'

recAl, endAl, hsdR17(r, mi'), phoA, supE44, X',

thi-1, gyrA69, relAl

Top10 F", mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC), ®80lacZAM15, | InVitrogen

AlacX74, deoR, recAl, araD139, A(ara-leu)7697,

galU, galK, rspL (Str), endA1, nupG

Topl0 F’ F’{lacl®Tn10(Tet®)}, mcrA, A(mrr-hsdRMS- InVitrogen

2.2. Tampons et milieux utilisés

Tableau I1. Tampons utilisés pour la manipulation d’acides nucléiques

Tampon Composition (2 concentration finale 1X) Source
NEBI1 10 mM Bis Tris Propane-HCI, 10 mM MgCl,, 1 NEB*
mM DTT, (pH 7.0)
NEB2 10 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 50 mM NaCl, 1 NEB
mM DTT, (pH 7.9)
NEB3 50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl, 100 mM NaCl, 1 NEB
mM DTT, (pH 7.9)
NEB4 20 mM Tris-acétate, 10 mM MgOAc, 50 mM NEB
KOAc, 1 mM DTT, (pH 7.9)
Tampon de PCR | 20 mM Tris-HCI, 10 mM KCI, 10 mM (NHy4);SOsa, NEB
DeepVent 2 mM MgSQy, 0.1% Triton X-100, (pH 8.8)
Tampons d’ADN 50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 10 mM DTT, 1 NEB
ligase T4 mM ATP, 25ug/ml BSA, (pH 7.5)
5X First Strand 50 mM Tris-HCI, 75 mM KCIl, 3 mM MgCly, (pH | InVitrogen
Buffer 8.3)

! InVitrogen, Burlington, Canada
2New England BioLabs (NEB), Pickering, Canada
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Tableau III. Autres tampons et milieux utilisés

Tampon/Milieu Composition (concentration 1X)
LB 1% Bacto-Tryptone, 0.5% Extrait de levure, 170 mM NaCl
2xYT 1.6% Bacto-Tryptone, 1% Extrait de levure, 85 mM NaCl
PBS 150 mM NaCl, 3mM KCl, 8 mM Na,HPOy4, 2 mM KH,POq, (pH
7.4)
PBS-T 150 mM NaCl, 3 mM KCIl, 8 mM Na;HPO4, 2 mM KH;POs4,
0.05% Tween-20, (pH 7.4)
Solution 1 50 mM glucose, 25 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, (pH 8.0)

Solution I1

0.2 N NaOH, 1% SDS

Solution 111

150 mM KOAc, 1% Acide Formique

Tampon
d’extraction D’ADN

1 M Tris-HCI, 0.5M EDTA, (pH 8.0)

Solution saline

0.9% NaCl, 10 mM EDTA

Tampon anti-
coagulation

PBS, 1% BSA, 0.02% NaNj3, 0.2% EDTA

Tampon de lyse
érythrocytaire

0.15 M NH4Cl, 10 mM KHCO;3, 0.1 mM EDTA

Tampon B-Gal 2X

100 mM tampon Na,HPO,, 1 mM MgCl,, 50 mM -
Mercaptoéthanol, 0.67 mg/ml ONPG, (pH 7.3)

TBE 89 mM Tris Base, 89 mM Acide Borique, 2 mM EDTA, (pH 7.4)
TAE 40 mM Tris-Acétate, ] mM EDTA, (pH 8.3)
Verséne PBS, 0.684 mM EDTA
Tampon de charge 0.25% bleu de bromophénol, 40% glycérol
d’ADN
Tampon 120 mM KCl, 10 mM K;HPO,, 25 mM HEPES, 2 mM MgCl,,
d’électroporation

2.3. Oligonucléotides utilisés

Tableau IV. Séquence des amorces utilisées*

# Nom Séquence 5°—> 3’

1 5'IRES |CGAACCGGTATCTAGGGCGGCCAATTCCG

2 3’IRES |GTGTCTAGATTATCATCGTGTTTTTCAAAGG

3| 5°PIL-2 |{CTTTTCAATCGATTACTCTTGCTCTTGTCCACCACAATATG

4 | 3PIL-2 |CATCCTGTGAATTCTGGCAGGAGTTGAGGTTACTGTGAGTAG
5| 5°CD8«x |AAAGATCTGCGGCCGCATCAGTCATCAGCAACTCGGTGATG
6 | 3°CcD8a |CCAGATCCGCGGATCACAGGCGAAGTCCAATCCGGTCCC

7 | 5’mZeta |ACAGAGCCCGCGGCTGCTGGATCCCAAACTCT

8 | 3’mZeta |GCCCTCGAGTGGTGAAATCCCATGGCTGTTA

9 [ 5°ICmZeta | TTTGCCGCGGTCTCTAGAGCAAAATTCAGCAGGAGTG

10 BGHr |TAGAAGGCACAGTCGAGG

11| 5°CD28h |[|CCCGGACCTCCGCGGCCCTTTTGGGTG

12| 3°CD28h |GGCGTCCGTGTCTAGAGCGATAGGCTG
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13 5’S3 GGTTCAGGCGGAGGTGGCTCTGG

14| 5’Actine |GAGGGAAATCGTGCGTGACATCAA

15| 3’Actine |GGAACCGCTCGTTGCCAATAGTGA

16| 5’IL-10h |CCACAAGCTTGACTTGCAAAAGAAGGCATG

17| 3’IL-10h |GTCTCTAGAGTCGCCACCCTGATGTCTCAG

18| 5’IL-10v |[CAAGACCCAGACGCCAAGGCGCATG

19| 3’IL-10v [CATGCGCCTTGGCGTCTGGGTCTTG

20| 5'SRa |TGCTTGCTCAACTCTACGTC

21| 3°SRa |ACTGCATTCTAGTTGTGGTT

22 | 5°TGF-Ba | GATTCAGCGCTCACTCGAGTTCTGACAGCAAAGATAAC

23 | 3° TGF-Ba | GTTATCTTTGCTGTCAGAACTCGAGTGAGCGCTGAATC

24 UP CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC

25 RP AGCGGATAACAATTTCACACAGGA

26 T3 ATTAACCCTCACTAAAGGGA

27 T7 TAATACGACTCACTATAGGGAGA

28| OligodT [(G/C/ATTTTTTTTTTTITITI

*Les sites de restrictions utilisés sont soulignés dans le tableau.
2.4. Vecteurs utilisés

2.4.1. pDisplay

Peptide

Signal Igx -5/l
-Bglil
-Xmal

171-Smal

B-sactl

-Pstl
-Sall
-decl

PolyA

pDisplay _ Domaine
5325 pb C%?EI Transmembranaire
PDGFR

Figure 7. Représentation du vecteur pDisplay. Le vecteur pDisplay (InVitrogen, Figure 7)
permet I’expression en cellules eucaryotes de protéines a la surface cellulaire grace au domaine
transmembranaire présent dans le vecteur. Un peptide signal situé en 5° du site de clonage multiple (MCS)
permet de cibler la protéine vers la voie de sécrétion. Ce vecteur de 5325 pb contient le promoteur CMV,
un signal de polyadénylation, I’origine de réplication ColEl, I’origine de réplication de fl, et les génes bla
et neo qui conferent respectivement la résistance a ’ampicilline pour la sélection en bactéries et a la G-418
pour la sélection en cellules eucaryotes.
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2.4.2. pBluescript II SK+

-Kpnl
-Apal
-Xhol
-Sall
-Clal
-Hindlll
-EcoRV
-EcoRl
-Pstl

b -Xmal
% -Smal
-BamHl
-Spel
-IWI
-Eagl
-Notl
-Sacll
L1-Sacl

bla lacZ
pBluescript II SK+

2958 pb
Plac

ori ,
ColEl _ -

Figure 8. Représentation du vecteur pBluescriptll SK+. Le vecteur pBluescript 1i SK+
(Stratagene, La Jolla, CA, Figure 8) permet le repérage rapide de colonies recombinantes. Le MCS contient
18 sites de restriction uniques qui sont placés a I’intérieur du géne /acZ codant pour la B-galactosidase.
Cette enzyme dégrade le X-gal en métabolite bleu. La transformation de souches bactériennes lacZAM15
avec un plasmide sans insertion résulte en la formation de colonies bleues, alors qu’une insertion dans /acZ
perturbe le cadre de lecture et rend I’enzyme non-fonctionnelle. Ce vecteur de 2958 pb contient I’origine de
réplication ColE1 et le géne bla qui confére la résistance a I’'ampicilline pour la sélection en bactéries.

2.4.3. SRopuroMCS1

pSRapuroMCS1
4040 pb

ori
ColEl

Figure 9. Représentation du vecteur SRapuroMCSI. Le vecteur SRopuroMCS1 (Figure 9)
de 4040 pb permet I’expression de protéines en cellules eucaryotes. Ce dernier contient le promoteur SRa
[140], le signal de polyadénylation bidirectionel de SV40 pour terminer la transcription, origine de
réplication ColE1 et I’origine de réplication du SV40. 1i contient le géne bla qui confére la résistance a
I’ampicilline en bactéries et le géne pac qui confere la résistance a la puromycine aux cellules eucaryotes.
Les vecteurs pSRaneoMCS1, pSRablastMCS| et pSRahygroMCS|1 contiennent les mémes éléments mais
possédent des génes de résistance différents (neo, bsr et hph) conférant respectivement la résistance au G-
418, blasticidine S et hygromycine B.
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2.4.4. pCR4Blunt-TOPO

LacZo-ccdB
EcoRl
o —~ Insertion &
/. Plac bouts francs
ori EcoRl
ColE1

pCR4Blunt-TOPO
3957 pb

bla

Figure 10. Représentation du vecteur pCR4Blunt-TOPO. Le vecteur pCR4Blunt-Topo
(InVitrogen, Figure 10) permet I’insertion directe de fragments de PCR ayant des extrémités franches. Ce
systéme est basé sur une topoisomérase | liée de maniére covalente aux extrémités 3’ du vecteur qui
catalyse la réaction d’intégration. Ce plasmide posséde le géne toxique ccdB fusionné au fragment LacZa..
L’insertion d’un produit de PCR élimine ccdB ce qui ne permet que la croissance des clones recombinants.
Ce vecteur de 3957 pb contient le promoteur /ac, 1’origine de réplication ColEl, et les génes bla et neo qui
conferent respectivement la résistance a I’ampicilline et a la kanamycine.

2.5. Clonage d’acides nucléiques
2.5.1. Extraction d’ADN génomique

Les extractions d’ADN génomique ont été effectuées sur des cellules en culture ou
des PBMC (cellules sanguines périphériques mononucléées) préalablement lavées avec
du PBS. Deux lavages ont été réalisés avec le tampon d’extraction en centrifugeant les
cellules 5 min. a 500 x g entre chaque lavage. Suite 4 une incubation de 10 min. sur glace,
les cellules ont été centrifugées et le culot a été resuspendu avec le tampon d’extraction
contenant 0.35 pg/pl de protéinase K et 1 % de SDS, puis incubé 16 hrs a 45°C. Suite a
une extraction au phénol et deux extractions au phénol/chloroforme, ’ADN a été
précipité avec deux volumes d’éthanol. L’ADN a été dosé avec un spectrophotometre

GeneQuant 11 (Amersham Biosciences, Baie d’Urfé, Canada) a 260 nm.
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2.5.2. Extraction au phénol/chloroforme et précipitation a I’éthanol

Un volume égal de phénol/chloroforme (1:1 v/v) a été ajouté aux échantillons
d’ADN. Apreés agitation au vortex et centrifugation de 5 min. & 21,000 x g, la phase
aqueuse a été récupérée. Une seconde extraction au phénol/chloroforme a été réalisée.
L’ADN a été précipité par ’ajout de 1/10 de volume de NaOAc (pH 5.2), 0.8 mg/ml de
glycogéne et 2.5 volume d’éthanol froid suivi d’une centrifugation de 10 min. & 21,000 x
g. Le culot a été séché 2 min. a 55°C pour étre resuspendu dans un volume d’eau stérile

approprié.

2.5.3. Extraction d’ARN et synthése d’ADN complémentaire

Les extractions d’ARN ont été réalisées sur des cellules en culture préalablement
lavées au PBS. Pour un maximum de 10x10°® cellules, 750 pl de Trizol (InVitrogen)
combiné a 250 ul d’eau ont été employés afin de solubiliser les cellules. Aprés une
incubation sur glace de 5 min., 0.2 volume de chloroforme ont été ajoutés. Suite & une
incubation a température ambiante de 10 min., une centrifugation de 15 min. a4 11,500 x g
a été effectuée pour séparer les phases. L’ARN a été précipité par 1’ajout d’un volume
d’isopropanol et incubation de 20 min. & température ambiante. L’ARN a été centrifugé
10 min. 4 11,500 x g et le culot a été rincé avec de 1’éthanol a 70%, séché et resuspendu

dans de I’eau stérile pour étre dosé avec le spectrophotomeétre GeneQuant II a2 260nm.

Afin de générer de ’ADNCc, 5 pug d’ARN ont été combinés a 25 pg/ml d’oligo dT et
0.5 mM de dNTPs dans un volume final de 20 pl. Le mélange a été chauffé 5 min a 65°C
et refroidi rapidement sur glace. Le tampon 5X First-Strand Buffer a été ajouté avec 1/10
de volume de DTT 0.1 M et 1/20 de volume d’inhibiteur de ribonucléase (40U/ul)
(InVitrogen). Aprés une incubation de 2 min. a 42°C, la réaction a ét€ amorcée par 1’ajout
de 1/20 de volume de transcriptase inverse (RT) Superscript 1I (200U/ul) (InVitrogen).

La réaction a été incubée 50 min. & 42°C puis ’enzyme a été inactivée 15 min. a 70°C.
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2.5.4. Réaction de polymérase en chaine (PCR) et mutagénese dirigée

La liste des amorces qui ont été utilisées pour les réactions de PCR sont présentées au
tableau IV et ont été produites par le service de synthése d’oligonucléotides de I'INRS-
Institut Armand-Frappier (Montréal, Canada). Chaque réaction contenait le tampon de
PCR Deep Vent, 100 ng d’ADN, 0.2 mM de dNTPs, 10 pmol de chacune des amorces et
1 U de TAQ polymérase combiné a 0.04 U de polymérase DeepVent (NEB) dans un
volume final de 50 pl. La réaction de PCR a été réalisée dans un thermocycleur PTC-200
(MJ Research, Toronto, Canada). Les conditions utilisées étaient : 6 min. a 94°C, suivie
de 25 a 30 cycles de dénaturation d’une min. a 94°C, hybridation de 1.5 min. a 55°C et
élongation d’une min. 4 72°C. Une élongation finale de 6 min. a 72°C a été effectuée

pour terminer I’amplification

La technique d’overlap extension a été utilisée pour créer des mutations dirigées
[141]. Celle-ci consiste a réaliser parallélement deux réactions de PCR sur le méme brin
d’ADN. Deux amorces qui se chevauchent sur quelques nucléotides a 1’endroit a muter
sont utilisées individuellement dans chacune des réactions avec les amorces 5’ ou 3’
distales du brin d’ADN. Aprés une purification des deux sous-produits de PCR, ils sont
combinés dans un rapport de 1:1 pour assembler le produit final en utilisant les amorces

distales.

2.5.5. Manipulation d’extrémités d’ADN

2.5.5.1. Génération d’extrémités franches

Afin de générer des bouts francs avec des extrémités 3’ saillantes, I’ADN polymérase
du phage T4 a été utilisée. Les réactions ont été effectuées dans un volume de 100 pl
contenant de 1’eau, du tampon NEB4, 0.1 mM de dNTPs et 1 U d’enzyme par pg d’ADN.
Aprés une incubation de 20 min. a4 température ambiante, ’ADN a été extrait au
phénol/chloroforme et précipité a 1’éthanol. Le fragment Klenow de I’ADN polymérase I
d’E. coli a été utilisé pour générer des bouts francs a partir d’extrémités 5’ saillantes. Les

réactions ont été effectuées dans un volume de 100 pl contenant le tampon NEB2, 2 mM
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de dNTPs et 1 U d’enzyme par pg d’ADN. Aprés une incubation d’une heure a 37°C,

I’ADN a été extrait au phénol/chloroforme puis précipité a 1’éthanol.

2.5.5.2. Déphosphorylation

Pour empécher la recircularisation du vecteur lors de la ligation, la phosphatase
alcaline intestinale de veau (NEB) a été employée pour déphosphoryler les extrémités 5’
d’ADN. Les enzymes de restriction ont été inactivées a 70°C ou par extraction au
phénol/chloroforme, puis ’ADN a été précipité & 1’éthanol. Le culot a été resuspendu
dans du tampon NEB3 et 20 U de CIP ont été ajoutés dans un volume final de 50 pl. Les

échantillons ont été incubés 30 min. a 37°C puis I’ADN, purifié sur gel d’agarose.

2.5.6. Digestion et ligation

Cinq pg d’ADN ont été digérés dans un milieu contenant 5 U d’enzyme de restriction
et le tampon NEB approprié dans un volume final de 50 pl. Les échantillons ont éte
incubés a la température recommandée pendant 1 a 3 heures. Si nécessaire, 1’enzyme
utilisée a été inactivée pour effectuer des digestions séquentielles avec une autre enzyme
nécessitant un tampon différent. Les ADN ont été purifiés sur gel d’agarose et passage
sur une colonne filtre de type Spin-X (Corning, Acton, MA), QIAquick (Qiagen,
Mississauga, Canada) ou extrait au phénol chaud. La ligation d’un fragment d’ADN a un
vecteur possédant des extrémités cohésives a été effectuée avec un rapport molaire de 3:1
(insert : vecteur) avec une concentration d’ADN totale de 10 a 20 ng/ul. Lorsque le
fragment et le vecteur déphosphorylé possédaient des extrémités franches, un rapport
molaire de 5:1 ou 10 :1 (insert : vecteur) avec une concentration d’ADN totale de 50 a
100 ng/pl a été utilisée. Les ligations ont été effectuées dans un volume final de 10 pl
contenant 1/10 de volume de tampon d’ADN ligase T4 et 1/20 de volume d’ADN ligase
T4 puis incubées 30 min. & 37°C. Lorsque possible, une digestion post-ligation a éte
effectuée pour diminuer le nombre de colonies non-recombinantes. Apreés inactivation de
la ligase a la chaleur, le volume de I’échantillon a été augmenté avec de I’eau pour
contenir 1/10 de volume de tampon de digestion NEB et 1/10 de volume d’enzyme de
restriction, puis une incubation de 30 min. & la température recommandée a été effectuce.

Pour le clonage des produits de PCR dans le vecteur pCR4Blunt-Topo, les
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recommandations du manufacturier ont été suivies. Le rapport molaire utilisé était de 1:1
(insert : vecteur) dans un volume de 6 pl. Outre I’eau, le produit de PCR et le vecteur,
200 mM de NaCl (InVitrogen) et 10 mM de MgCl, (InVitrogen) ont été ajoutés et la

réaction s’est déroulée 5 min. a la température ambiante.

2.5.7. Purification d’ADN sur gel

Les échantillons d’ADN précipités ont été resuspendus dans 50 pl d’eau et combinés
4 10 pl de tampon de charge. Le gel d’agarose a été préparé dans du tampon TAE
contenant 1 pg/ml de bromure d’éthidium et la migration a eu lieu a un voltage constant
de 7 V/cm. Aprés avoir observé les bandes sous une lampe UV, I’ADN a été récupéré par
découpage du gel. L’agarose restante a été éliminée par différentes techniques, soit Spin-
X, QIAquick ou phénol chaud, aprés quoi un dosage a été effectué par densitométrie avec
un appareil Alphalmager System 3400 (Alpha Innotech, San Leandro, CA) en comparant
les inconnus a une échelle de poids moléculaire. L’échelle utilisée consistait en 3 pg du
bactériophage A digéré avec 1’enzyme PsiI et la quantification d’ADN a été effectuée
avec le logiciel AlphaEase (Alpha Innotech).

La méthode de purification par Spin-X consiste & déposer le gel contenant I’ADN
finement haché sur un filtre de 0.45 pm d’une colonne de centrifugation. Deux cycles de
gel et dégel de 10 min. & -80°C ont été effectués et une centrifugation a 13,000 x g
pendant 10 min. a permis d’extraire I’ADN. Le matériel récupéré au fond de la colonne a

6té précipité a 1’éthanol puis resuspendu dans un volume d’eau approprié avant d’étre

doseé.

Les colonnes QIAquick retiennent ’ADN sur une membrane de silice par
centrifugation. Les réactifs proviennent de la trousse QIAquick Gel extraction Kit
(Qiagen) qui contient le tampon de dissolution, le tampon de lavage et le tampon
d’élution. La bande découpée a été pesée et dissoute 10 min. a 50°C avec 3 volumes de
tampon de dissolution. Aprés avoir ajouté 1 volume d’isopropanol, 1’échantillon a éte
déposé sur la membrane de silice et centrifugé 1 min. 4 15,000 x g. L’ADN a été lave par

ajout de 750 pul de tampon de lavage et centrifugation d’une min. a 15,000 x g. L’¢lution
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a été effectuée par ajout de 30 a 50 pl de 10 mM de Tris-HCI a pH 8.5, en laissant

reposer la colonne 1 min., et centrifugation d’une min. & 15,000 x g.

La méthode du phénol chaud nécessite 1’utilisation d’agarose a faible point de fusion
(Cambrex, East Rutherford, NJ). La bande découpée a été pesée, 1 volume d’eau (p/v) et
1/10 de volume de NaOAc ont été ajoutés, puis 1’échantillon a été incubé 5 min. a 70°C
pour faire fondre I’agarose. Un volume de phénol a été ajouté et le mélange a €té agité au
vortex avant d’étre incubé 15 min. 4 70°C. Aprés une centrifugation de 10 min. a 21,000
x g, la phase aqueuse a été prélevée et une seconde extraction au phénol a été realisée.
Deux extractions au phénol/chloroforme suivies d’une précipitation a 1’éthanol ont permi

d’obtenir I’ADN purifié.

2.5.8. Transformation bactérienne

Le mélange de ligation ou I’ADN purifié a été ajouté a 50 ul de bactéries compétentes
et le tout incubé sur glace pendant 15 min. Les bactéries ont été soumises a un choc
thermique de 1.5 min. a 42°C et immédiatement transférées sur glace. Un ml de milieu de
culture LB a été ajouté et 1’échantillon incubé pendant 1 heure & 37°C. Des volumes de
10 pl et 100 ul ont été étalés sur milieu LB contenant 1.5% d’agar et les antibiotiques & la
concentration requise. Le bactéries transformées restantes ont été centrifugées 1.5 min. a
10,000 x g, resuspendues dans 100 pl de LB et ensemencées sur gélose. La sélection
bactérienne s’est effectuée avec 100 pg/ml d’ampicilline, 50 pg/ml de kanamycine, 100

pg/ml de blasticidine S ou 100 pg/ml d’hygromycine B.

2.5.9. Criblage de clones recombinants

Pour identifier les clones recombinants, I’ADN plasmidique a été extrait par lyse
alcaline. Des colonies isolées sur gélose ont été inoculées dans 1 ml de milieu LB
contenant 1’antibiotique de sélection. Les cultures ont été incubées sous agitation a 37°C
pendant 16 4 18 heures. Suite & une centrifugation 4 21,000 x g pour 1 min., les culots ont
été resuspendus dans 100 pl de solution I contenant 0.5 mg/ml de lysozyme. Les
échantillons ont été agités au vortex et 200 pl de solution II ont été ajoutés puis melangés

par inversion. Aprés 1’ajout de 150 pl de solution III, une centrifugation de 5 min. a
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21,000 x g a été effectuée. Le surnageant a été récupéré et 1 ml d’éthanol a été ajouté.
Les tubes ont été incubés 20 min. a -20°C puis centrifugés 10 min. a 21,000 x g. Les
culots ont été séchés 2 min. a 55°C puis resuspendus dans 20 pl d’eau. Afin de cribler les
clones positifs, des digestions enzymatiques ont été effectuées avec 8 pul d’ADN
resuspendu combinés a 1/10 de volume de tampon, d’enzyme de restriction et 0.1 mg/ml
de RNAse A dans un volume final de 10 pl. Les réactions ont été incubées 1 heure a la
température recommandée avant d’étre déposés sur gel d’agarose analytique. Des gels de
8 x 10.5 cm contenant entre 1 et 2% d’agarose selon la taille des fragments a ana]yser ont
été préparés dans du tampon TBE contenant 1 pg/ml de bromure d’éthidium. Quatre pl
de tampon de charge ont été ajoutés aux digestions et I’électrophorese s’est déroulée sous
voltage constant de 10 V/cm, jusqu’a ce que le bleu de bromophénol atteigne le bas du

gel.

2.5.10. Préparation d’ADN a grande échelle

La préparation d’une grande quantité d’ADN a été effectuée par lyse alcaline. Les
colonies recombinantes ont été inoculées dans 100 ml de LB contenant 1’antibiotique
approprié puis incubées a 37°C pendant 16 a 18 heures. Deux ml de ces cultures ont été
prélevés, centrifugés 15 secondes a 21,000 x g, puis le culot a été resuspendu dans 1 ml
de 50% LB/glycérol pour étre conservé a -80°C. Le reste de la culture a été séparé en
deux tubes de 50 ml et centrifugé 15 min. a 2,700 x g. Les culots bactériens ont été
resuspendus dans 8 ml de solution I contenant 1.5 mg/ml de lysozyme. Aprés une
incubation a la température ambiante de 10 min., 8 ml de solution II ont été ajoutés puis 6
ml de solution III ont été rajoutés. Aprés une centrifugation de 10 min. a 2,700 x g, le
surnageant a été filtré sur Miracloth (Calbiochem, San Diego, CA). Un volume
d’isopropanol a été ajouté au filtrat et I’ADN a été précipité par centrifugation de 20 min.
43 300 x g. Les culots ont été séchés 12 min. a 55°C puis resuspendus dans 450 pul d’eau,
50 ul de NaOAc 3 M (pH 5.2) et 0.2 mg/ml de ribonucléase A avant d’étre incubés 15
min. 4 70°C. Des extractions au phénol/chloroforme ont été effectuées jusqu’a ce
qu’aucun matériel ne soit présent a 1’interface des phases aqueuses et organiques. L’ADN

plasmidique a été précipité a 1’éthanol et resuspendu dans 100 ul d’eau.
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2.5.11. Séquengage

La technique de séquencage utilisée est basée sur la méthode de Sanger [142] a la
différence que les terminateurs de chaines possédent un fluorochrome différent
correspondant & chaque base et pouvant étre détectés avec le séquenceur automatique
CEQ 2000XL (Beckman-Coulter, Mississauga, Canada). Chaque réaction contenait 50
fmol d’ADN préalablement dénaturé 1 min. dans un thermocycleur a 96°C. Le volume
final a été complété a 20 pl avec 3.2 pmol d’amorce, et 4.5 pl des réactifs CEQ™ DTCS
Kit (Beckman-Coulter) contenant 0.25 pl d’ADN polymérase, 0.5 pl de chacun des 4
ddNTPs, 0.25 ul de dNTPs et 2 ul de tampon. Le PCR de séquengage consistait en 40
cycles de dénaturation de 20 secondes a 96°C, hybridation de 20 secondes a 50°C et
élongation de 4 min. & 60°C. Les produits de PCR ont été précipités a 1’éthanol 95% et
lavés a 1’éthanol 70%. Aprés avoir été séchés, les culots ont été resuspendus dans de la
formamide déionisée (Beckman-Coulter) et I’injection a été effectuée avec les conditions
de migration LFR-1 ou LFR-3. Les séquences obtenues ont ét¢ analysées avec le logiciel

Chromas (Technelysium Ltd, Tewantin, Australie).

2.6. Culture cellulaire
2.6.1. Lignées cellulaires

Les lignées cellulaires Hela (ATCC, Manassas, VA, #CCL-2), 293T/17 (ATCC,
#CLR-11268), HL-60 (ATCC, # CCL-240), THP-1 (ATCC, #TIB-202), Jurkat 77.6
(gracieuseté du Dr Pascale Duplay) et BW5147.3 (ATCC, #TIB-47) ont été maintenues
dans un incubateur a 37°C en présence de 5 % de CO,. Le milieu de culture utilisé était
du DMEM pour les trois premiéres lignées ou du RPMI pour les autres contenant 10 %
(v/v) de SVF (Sérum de veau feetal) décomplémenté 30 min. a 55°C et 1 % (v/v) d’un
mélange de pénicilline, streptomycine et glutamine (PSG) (InVitrogen). Les cellules

adhérentes ont été décollées avec du verséne.

2.6.2, Isolation de PBMC

Les PBMC ont été obtenus de donneurs volontaires ou de souris a partir de sang

préalablement dilués dans une solution saline. Un volume de Ficoll-Paque Plus
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(Amersham Biosciences) a été ajouté aux échantillons qui ont été centrifugés 30 min. a
400 x g. L’interface a été prélevée et lavée deux fois avec 15 ml de solution saline. Aprés
une centrifugation de 10 min. a 300 x g, le culot a été resuspendu dans du milieu DMEM

complet, contenant le SVF et la PSG.

2.6.3. Transfections transitoires

Les transfections transitoires avec la polyéthylénéimine (PEI) ont été effectuées en
solubilisant 2 ug d’ADN dans 100 pl de 150 mM NaCl stérile puis en ajoutant 30 pg/ml
de PEI (Polysciences, Warrington, PA). Les échantillons ont été incubés 10 a 30 min. a
la température ambiante puis déposés goutte-a-goutte sur 5x10° cellules placées dans 2
ml de milieu de culture complet dans une plaque de 6 puits. Suite & une incubation a
37°C dans 5 % de CO», les transfections ont été analysées au microscope a fluorescence
aprés 24 heures ou au cytométre aprés 48 heures. La méthode Fugene a été réalisée en
plagant 3 pul de Fugéne 6 (Roche Diagnostics, Laval, Canada) dans 100 pl de milieu de
culture sans SVF ni PSG. Deux pg d’ADN ont été rajoutés, puis les échantillons ont été
incubés 15 min. a la température ambiante avant d’étre déposés goutte-a-goutte sur les
cellules. L’incubation et ’analyse se sont déroulées dans les mémes conditions que pour

la technique précédente.

2.6.4. Transfections stables

Des transfectants stables ont été obtenus par ajout d’antibiotiques 24 a 72 heures post-
transfection. La purorriycine a été utilisée a une concentration de 1 pg/ml, le G-418 a 1
mg/ml et la blasticidine S a 4 pg/ml. Environ 10 x 10° cellules ont été utilisées pour les
transfections par électroporation. Les cellules préalablement lavées au PBS ont été
resuspendues dans 500 pl de tampon d’électroporation et placées dans une cuvette de 0.4
cm d’espacement (Bio-Rad, Hercules, CA) contenant entre 10 et 20 ng d’ADN. Elles ont
été électroporées a une capacitance de 960 pF a un voltage de 350 V avec un appareil
Gene Pulser (Bio-Rad). Les cellules ont été incubées sur glace 15 min. et resuspendues

dans le milieu de culture approprié.
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La transfection avec le nucleofector’™ (Amaxa Biosystems, Gaithersburg, MD)
requiert un maximum de 5 pg d’ADN dans un volume de 1 4 5 pl d’eau. Les cellules ont
été cultivées jusqu’a une densité de 1 x 10° cellules/ml puis resuspendues dans 100 pl de
la solution V fournie avec la trousse. La nucléofection a été effectuée dans les 20 minutes
suivant ’addition de la solution. L’ADN a été ajouté, les échantillons ont été transférés
dans une cuvette Amaxa puis les nucléofections ont été effectuées avec des programmes
pré-déterminés. Les cellules ont été mises en culture dans un volume de 2 ml de milieu

dans une plaque de 6 puits.

Réalisée en plaque de 24 puits, les transfections avec 1’agent Dreamfect
(OzBiosciences, Marseille, France) ont été effectuées en utilisant 2.5 x 10° cellules par
puit. 0.5 pg d’ADN dilué dans 50 pl de milieu sans SVF ni PSG ont été ajoutés a un
mélange de 2 pl de Dreamfect dilué dans 50 pl de milieu. Les échantillons ont été

incubés 15 4 20 min. avant d’étre déposés goutte-a-goutte sur les cellules.

2.6.5. Analyse par cytométrie en flux

Pour vérifier I’expression de la hrGFP (Stratagene) ou de la DsRed2 (BD
Biosciences-Clontech, Mississauga, Canada) par les cellules transfectées, une analyse au
cytométre Epics XL (Beckman-Coulter) a été effectuée. Au total, 5 x 10° cellules lavées
avec du PBS ont été utilisées par analyse. Un laser d’argon a 488 nm a permis de
collecter le signal fluorescent de la hrGFP en FL1 (525 nm) alors que le signal
fluorescent de la DsRed2 a été obtenu en FL2 (575 nm). Afin de sélectionner et
d’amplifier les cellules exprimant la hrGFP, un tri cellulaire a été effectué avec un
cytométre Elite (Beckman-Coulter). Au total, 10 x 107 cellules resuspendues de maniére a
disperser les agrégats ont été triées en présence de 1 pg/ml d’iodure de propidium pour
distinguer les cellules mortes des vivantes. Les cellules ont été récupérées dans un milieu
de culture contenant 2 % de pénicilline et streptomycine et 1’antibiotique de sélection a

été ajouté.
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2.6.6. Microscopie a fluorescence

Des cellules adhérentes ont été transférées dans une plaque de 24 puits contenant une
lamelle circulaire. Elles ont été incubées pendant 16 4 18 heures a 37°C avant d’étre
lavées avec du PBS et fixées avec 200 pl d’une solution de PBS contenant 4 % de
paraformaldéhyde. Les cellules ont été incubées 10 min. & la température ambiante dans
le noir avant d’étre lavées une fois avec 500 pl de PBS. Les lamelles ont été déposées a
I’envers sur une lame avec une goutte de solution de montage Geltol contenant 2.5 %
DABCO et 500 ng/ml de DAPI (Thermo-Immunon, Pittsburgh, PA). Les lames ont été
séchées une heure a la température ambiante avant d’étre observées au microscope a

fluorescence.

2.6.7. Stimulation cellulaire

Pour les stimulations cellulaires, 10° cellules ont été placées dans un puit contenant 2
ml de milieu complet approprié. L’activation a été effectuée avec 0.125 uM de Phorbol-
12-myristate-13-acetate (PMA) (Calbiochem) et 1 pg/ml d’ionomycine (Sigma-Aldrich,
Oakville, Canada) suivie d’une incubation de 16 a 18 heures a 37°C. Alternativement,
une stimulation par le CD3 et le CD28 a été effectuée. L’anti-CD3 humain (Clone
UCHT]1; eBioscience, San Diego, CA) dilué a 10 pg/ml dans du tampon Tris 0.05 M a
pH 9.3 a été ajouté aux puits pendant 16 a 18 heures a4 4°C pour ’adsorbtion. Les puits
ont été lavés une fois avec du PBS puis bloqués avec du PBS contenant 10 % de SVF.
Aprés un lavage avec du PBS, les cellules ont été transférées dans les puits. L’anticorps
anti-CD28 humain (Clone CD28.2; eBioscience) a été ajouté en méme temps qu’un
énticorps anti-IgG murin (Biosource, Camarillo, CA) dans un rapport 1 :1 (1 pg/ml). Une

incubation de 6 a 24 heures a été effectuée pour stimuler les cellules.

2.6.8. Suivi cellulaire apres injection in vivo

Afin d’évaluer la survie in vivo, 10 x 10° cellules transfectées avec la hrGFP ont été
injectées par i.v. dans des souris receveuses (gracieuseté du Dr. Claude Daniel) et des
prélévements d’organes ont été effectués sur une période variant de 1 a 48 heures. Les

rates, ganglions mésentériques, le foie et les poumons ont été prélevés puis broyés entre
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deux lames afin de libérer les cellules. Le sang a été récupéré dans un tube contenant un
tampon anti-coagulant. Les globules blancs ont été isolés et les globules rouges ont été
éliminés avec un tampon de lyse érythrocytaire. Les agrégats ont été défaits par une série
de lavages avec du milieu de culture suivis de centrifugations de 5 min a 380 x g. Les
culots obtenus de moins de 10° cellules ont été resuspendus dans 500 pl de PBS avant

d’étre analysés au cytometre.

2.7. Analyse protéique
2.7.1. Essais luciférase

Les essais luciférase ont été effectués en co-transfectant de maniere transitoire dans
un rapport 1 :1 un vecteur exprimant la luciférase avec le vecteur pPCMV-Gal (Promega,
Madison, WI) servant de contrdle interne pour 1’efficacité de transfection. Les cellules
ont été incubées pendant 24 a 48 heures, centrifugées 5 min a 500 x g puis resuspendues
dans 100 pl de tampon de lyse (Promega). Aprés une incubation de 10 min. a -80°C, elles
ont été dégelées 15 min. & la température ambiante. Le surnageant a été récuperé par
centrifugation de 2 min. 4 21,000 x g. La détection de la B-galactosidase a été effectuée
en plaque de 96 puits en plagant 30 pl de tampon de lyse, 20 pl du surnageant et 50 pl du
tampon B-Gal 2X. La plaque a été placée a 37°C pendant 30 min. puis les réactions ont
été arrétées par ajout de 150 pl de solution 1 M NayCOs. L’absorbance a été mesurée sur
un lecteur de plaque ELISA 4 405 nm (Bio-Tek instruments, Winooski, VT). La détection
de luciférase a été réalisée dans des tubes en verre en ajoutant a 20 pl de surnageant, 50
ul du substrat luciférine (Promega). L’intentité lumineuse mesurée par seconde a été
détect.ée avec un luminométre (Berthold Technologies, Oak Ridge, TN). Afin de
comparer les différents échantillons entre eux, le rapport de I’intensité lumineuse sur la

densité optique obtenue pour la détection de la B-galactosidase a été effectué.

2.7.2. Test ELISA

Des trousses ELISA servant a détecter ’IL-2 murine (eBioscience) et 1’IL-10
humaine (BioLegend, San Diego, CA) ont été utilisées. Les plaques de 96 puits ont été

incubées pendant 16 a 18 heures & 4°C avec un anticorps de capture pré-titré et dilué
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selon les recommandations du manufacturier. Aprés 3 a 4 lavages, les puits ont été
bloqués avec la solution de blocage pendant 1 heure a la température ambiante. Les
échantillons et le standard dilué ont été ajoutés aux puits et aprés 2 heures, I’anticorps de
détection pré-titré dilué a été ajouté. Aprés 1 heure & température ambiante, une solution
Avidine-HRP a été ajoutée suivi d’une incubation de 30 min. a la noirceur puis de 30
min. avec le substrat TMB. Aprés addition de H,SO4 2N aux puits, I’absorbance a été
mesurée sur un lecteur de plaque ELISA 4 450 nm. La valeur de sensibilité établie était
de 2 pg/ml et de 2.4 pg/ml pour les trousses d’IL-2 murine et d’IL-10 humaine,

respectivement.
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3. RESULTATS

3.1. Construction de vecteurs SRa

Pour générer des cellules régulatrices T artificielles, un récepteur chimérique et des
cytokines immunosuppressives doivent étre exprimés par une méme cellule. Plusieurs
génes nécessitent donc d’étre transfectés en combinaison avec un géne rapporteur tel la
luciférase. Une famille de vecteurs qui utilisent le promoteur SRa a été construite. Les
vecteurs SRopuroMCS1, SRaneoMCS1, SRahygroMCS1 et SRablastMCS1 permettent
une sélection par différents agents. Les détails de clonage sont montrés dans I’article

présenté en annexe.

3.1.1. Fonctionnalité du promoteur SRa

La fonctionnalité du promoteur SRa a été évaluée avec des essais luciférase et
comparée au vecteur pGL3 (Promega) sous le contrdle du promoteur précoce de SV40.
La luciférase provenant de Photinus pyralis clonée dans le vecteur pGL3 a été excisée
avec Avrll/Hpal et clonée dans les sites Spel/SnaBl de pSRablastMCS1. Les deux
vecteurs ont été transfectés de maniére transitoire par électroporation dans les cellules
BW5147.3. Ces derniéres ont été incubées 24 heures avant d’étre stimulées avec PMA et
ionomycine pendant un autre 24 heures. L’intensité lumineuse émise par 1’ajout de
substrat luciférine a été mesurée au luminomeétre. Le taux de transfection a été normalisé
par co-transfection avec le vecteur pPCMVp-Gal et la détection de la B-galactosidase. La
figure 11 montre que le vecteur SRablastLuc posséde une activité constitutive 20 fois
plus importante que le vecteur pGL3. De plus, elle augmente fortement suite 2
’activation (environ 6 fois la valeur obtenue pour les cellules non traitées). Puisque le
promoteur SRa est composé d’une fusion entre le promoteur précoce de SV40 et la
région R-U5’ de HTLV-1, ceci démontre que la présence du stabilisateur traductionnel de

HTLV-1 augmente fortement I’expression protéique par rapport au SV40 seul.
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Figure 11. Expression de la luciférase avec le vecteur rapporteur SrablastLuc.
L’activité luciférase mesurée 48 heures aprés la transfection transitoire par électroporation des cellules
BW5147.3 avec le vecteur pGL3 servant de témoin positif (en noir) ou SrablastLuc (en gris) a été
normalisée sur Pactivité B-galactosidase. Aprés 24 heures d’incubation, du PMA et de I’ionomycine ont été
ajoutés pour étre comparé aux cellules non traitées. Des cellules BW5147.3 non-transfectées (en blanc) ont
servi de témoin négatif.

3.2. Construction de vecteurs multi-cistronique

Afin de limiter le nombre de constructions a transfecter dans une méme cellule, une
famille de vecteurs tri-cistronique, dérivée de la famille SRa, a été construite en y ,
introduisant des séquences IRES. Les détails de clonage sont présentés dans I’article en
annexe. Chaque vecteur est constitué de trois MCS séparés par deux IRES et un
fluorochrome distinct a été placé dans le dernier cistron. Les vecteurs SRoapuroG,
SRaneoR, SRahygroY et SRablastC peuvent étre sélectionnés individuellement et
permettent 1’expression de 2 geénes chacuns. En utilisant les 4 vecteurs, 8 protéines
différentes peuvent étre co-exprimées dans une seule cellule et triées en fonction de
I’expression des fluorochromes individuels. Dans le but de mimer les cellules T
régulatrices, I’IL-10 et le TGF-p devront étre co-exprimés donc I'utilisation d’un vecteur

multi-cistronique est indiquée.

Un vecteur a trois cistrons contenant deux IRES a été créé a partir du vecteur
pSRapuroMCS1. Le premier IRES provenant du virus de I’encéphalomyocardite

(ECMV) cloné dans le vecteur pIRES (Clontech Laboratories) a été obtenu par digestion

42



Miul/Smal et introduit dans le MCS de pSRopuroMCSI1 digéré avec Mlul/Pvull. Le
second IRES a été obtenu par amplification par PCR de pIRES avec les amorces 5’IRES
et 3’IRES (Tableau IV). Le fragment de PCR a été digéré avec Agel/Xbal et inséré dans
les mémes sites de pSRapuroMCS1 contenant le premier IRES. La fonctionnalité de
cette construction a été vérifiée en analysant 1’expression individuelle dans chacun des

cistrons puis en vérifiant la co-expression de deux protéines.
3.2.1. Validation du vecteur tri-cistronique

La hrGFP provenant de Renilla reniformis présente dans une construction disponible
au laboratoire nommée pcDNA3.1zeo-hrGFP a été clonée dans chacun des cistrons du
vecteur SRopurolRES2 contenant les deux IRES. Le vecteur pcDNA3.1zeo-hrGFP a été
digéré avec Nhel/Sacl pour exciser la hrGFP qui a été insérée dans le premier cistron de
pSrapurolRES2 digéré Spel/Sacl. La hrGFP a aussi été excisée par digestion Nhel, les
extrémités ont été polies avec I’ADN polymérase de T4 (T4Pol), digérées avec BspEl,
puis insérée dans le second cistron de pSRopurolRES2 digéré Ndel/T4Pol/BspEl
Finalement, la hrGFP a été excisée avec Nhel/Bglll et clonée dans le troisiéme cistron de
pSRapurolRES2 digéré avec Nhel/Bglll. Ces trois constructions ont été transfectées de
maniére transitoire avec du PEI dans la lignée 293T-17 et analysées au FACS. La figure
12 montre une forte expression dans les deux premiers cistrons, particuliérement dans le
second (en gris) par rapport aux cellules 293T non-transfectées (ligne noire), alors que le

dernier cistron montre une plus faible expression.
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Figure 12. Analyse au FACS de hrGFP dans chacun des cistrons. La hrGFP a été clonée
séparément dans les trois cistrons du vecteur tri-cistronique pSRopurolRES2 (A,B,C). Chacun de ces
vecteurs a ensuite été transfecté de maniére transitoire avec du PEl dans des cellules 293T-17 puis
Pexpression de la hrGFP a été analysée aprés 48 heures d’incubation au FACS. Des cellules 293T-17 non-
transfectées (ligne noire) ont été utilisées comme témoin négatif.
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Afin de confirmer la co-expression de protéines, la DsRed2 (Clontech Laboratories),
une protéine fluorescente rouge provenant de Discosoma sp. possédant des propriétés
spectrales différentes de la hrGFP a été utilisée. Comme le cytométre ne permet pas de
discriminer trois fluorochromes différents placés dans chacun des cistrons, seuls deux
fluorochromes ont ¢été utilisés. Deux constructions ont été réalisées dans
pSRapuroIRES2, la premiére avec la DsRed2 dans le premier cistron et la hrGFP dans le
troisiéme, et la seconde avec la DsRed2 dans le deuxiéme cistron et la hrGFP dans le
dernier cistron. La premiére construction a été effectuée en insérant la DsRed2 du vecteur
pDsRed2 (Clontech Laboratories) digéré Notl/T4Pol/Xbal dans le premier cistron de
pSRapurolRES2 contenant la hrGFP dans le dernier cistron digéré avec Spel/Nrul. La
seconde construction a été réalisée par I’insertion de la DsRed2 issue de pcDNA3.1zeo-
DsRed2 digéré avec Agel/EcoRV et cloné dans le second cistron de pSRapurolRES2
digéré avec BspEl/SnaBl. Le vecteur pcDNA3.l1zeo-hrGFP a été digéré avec
Nhel/EcoRl, puis la hrGFP a été clonée dans le dernier cistron du vecteur contenant la
DsRed2 dans le second cistron et digéré avec Nhel/Mfel. Ces deux constructions ont été
transfectées individuellement de maniére transitoire avec le Fugéne dans la lignée 293T-

17, puis analysées au FACS et en microscopie a fluorescence.
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Figure 13. Analyse par FACS de co-expression de hrGFP et DsRed2. La hrGFP a été

clonée dans le troisiéme cistron du vecteur pSRapurolRES2 en combinaison avec la DsRed2 clonée soit
dans le premier cistron (B) ou dans le deuxiéme cistron (C). Ces vecteurs ont été transfectés de maniere
transitoire avec le Fugéne dans des cellules 293T-17 puis la co-expression été analysée aprés 48 heures
d’incubation au FACS. Des cellules 293T-17 non-transfectées (A) ont été utilisées comme témoins
négatifs.

Les résultats de la figure 13 montrent que 17.4% des cellules analysées co-expriment

la DsRed? et 1a hrGFP lorsque le premier fluorochrome se trouve dans le premier cistron
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et la hrGFP dans le dernier cistron. De méme, 19.8% de cellules co-expriment les deux
fluorochromes avec la DsRed2 dans le second cistron et la hrGFP dans le troisiéme
cistron. Dans chaque cas, il existe une corrélation linéaire entre le niveau de fluorescence
détectée pour la hrGFP et la DsRed2 qui peut étre expliquée par les propriétés spectrales
de la DsRed2. Bien que la longueur d’onde d’excitation utilisée (488 nm) est maximale
pour la hrGFP, elle est efficace a seulement 10% avec la DsRed2. La détection de la
hrGFP dans le dernier cistron assure ainsi que des cellules ayant une forte expression au
niveau du premier ou deuxi€éme cistron puissent &tre obtenues. L’analyse par microscopie
a fluorescence présentée a la figure 14 confirme ces résultats. Des cellules 293T-17
transfectées avec le vecteur pcDNA3.1zeo-hrGFP (Figure 14A) ou le vecteur
pcDNA3.1zeo-DsRed2 (Figure 14B) ont servi de témoins positifs et se visualisent
respectivement au microscope par une couleur verte ou rouge. Suite a la co-expression
des deux protéines, une couleur orangée devient apparente (Figure 14C et 14D). Les
noyaux en bleu montrent des cellules 293T-17 non-transfectées ayant servi de témoin

négatif (coloration au DAPI).

B. 293T-17 + pcDNA3.1zeo-DsRed?2

A.293T-17 + pcDNA3.1zeo-hrGFP

C. 293T-17 + DsRed (cistronl) / hrGFP (cistron3) D. 293T-17 + DsRed (cistron2) / hrGFP (cistron3)

Figure 14. Analyse par microscopie a fluorescence de co-expression de hrGFP et de
DsRed2. La hrGFP a été clonée dans le troisi¢me cistron du vecteur pSRopurolRES2 en combinaison
avec la DsRed2 clonée soit dans le premier cistron (C) ou dans le deuxie¢me cistron (D). Ces vecteurs ont
été transfectés de maniere transitoire avec le Fugeéne dans des cellules 293T-17 puis la co-expression a é1é
analysée apres 24 heures d’incubation par microscopie a fluorescence. Des cellules 293T-17 transfectées
avec le vecteur pcDNA3.1zeo-hrGFP (A) ou pcDNA3.1zeoDsRed2 (B) ont été utilisées comme témoin
positif.
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3.3. Clonage d’un promoteur inductible

Le vecteur tri-cistronique étant fonctionnel, le promoteur constitutif SRo a été
remplacé par le promoteur d’IL-2 qui est inductible suite & I’engagement des récepteurs T
artificiels. Le promoteur d’IL-2 a été obtenu par PCR sur I’ADN génomique de cellules
Jurkat 77.6 grace aux amorces 5°PIL-2 et 3°PIL-2 (Tableau IV). Comme il était plus
simple d’introduire le promoteur de I'IL-2 dans le vecteur sans IRES, le clonage a
d’abord été effectué dans un vecteur pSRopuroMCS1 dont le promoteur SRa avait été
délété. Pour vérifier ’inductibilité du promoteur, des essais luciférase nécessitaient le
clonage du géne rapporteur. La luciférase du vecteur pGL3 a été excisée par digestion
avec Avrll/Hpal et clonée dans le vecteur puroMCS|1 digéré avec Spel/Nael. Le produit
de PCR contenant le promoteur de I’IL-2 a été digéré avec Clal/EcoRI et introduit dans

les mémes sites du vecteur puroLuc pour donner pIL-2puroLuc (Figure 15).
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Figure 15. Construction de vecteurs possédant le promoteur inductible de I’'IL-2.

3.3.1. Inductibilité¢ du promoteur

L’inductibilité du promoteur de I’IL-2 a été évaluée avec des essais luciférase. Des
cellules Jurkat 77.6 ont été transfectées de maniére transitoire avec puroLuc et plL-
2puroLuc, puis ont été stimulées ou non 24 heures plus tard avec un anti-CD3 ou un anti-
CD3 et un anti-CD28. Aprés 24 heures d’incubation, I’activité luciférase a été mesurée au
luminométre et normalisée sur I’activité B-galactosidase. Les cellules Jurkat 77.6
transfectées avec le vecteur pGL3 ont servi de témoin positif (résultats non-présentés). La

figure 16 montre que les taux de luciférase détectés pour la construction puroLuc sont
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peu variables mais non nuls entre les cellules non stimulées et les cellules stimulees avec
un anti-CD3 seul ou combiné & ’anti-CD28. Le promoteur d’IL-2 montre une activité
beaucoup plus importante que les cellules non-transfectées ou transfectées avec le vecteur
sans promoteur, mais posséde une activité basale élevée chez des cellules non stimulées
qui est comparable aux cellules stimulées avec I’anti-CD3. De plus, la co-stimulation par
le CD28 induit I’induction maximale du promoteur de I’IL-2. Ayant démontré
I’inductibilité du promoteur, la cassette & deux IRES a été introduite dans le vecteur pIL-

2puroLuc par digestion avec BamHI/EcoR1 (Figure 15).
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Figure 16. Expression de la luciférase sous le contrdle du promoteur de I'IL-2.
L’activité luciférase mesurée 48 heures aprés la transfection transitoire par électroporation des cellules
Jurkat 77.6 avec le vecteur puroLuc (en blanc) ou pIL-2puroLuc (en gris) a été normalisée sur I’activité B-
galactosidase. Aprés 24 heures d’incubation, un anti-CD3 seul ou en combinaison avec un anti-CD28 a été
ajouté pour étre comparé aux cellules non traitées. Des cellules Jurkat 77.6 non-transfectées (en noir) ont
servi de témoins négatifs.

3.3.2. Expression controlée

Les cellules murines BW5147.3 expriment des CMH-1 d’haplotype k comme les
souris receveuses dans le modele murin de rejet d’allogreffe. Elles ont été choisies pour
cette raison afin de minimiser leur rejet in vivo une fois introduites chez la souris.
L’expression de la luciférase placée sous le controle du promoteur de I’IL-2 a été verifice
chez les cellules BW5147.3 transfectées de maniére transitoire par électroporation avec

pIL-2puroLuc et pIL-2puroIRES2Luc. Aprés 24 heures d’incubation, les cellules ont été
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stimulées ou non avec PMA et inonomycine avant d’étre incubées pendant 24 heures et
analysées au luminométre. La figure 17 montre les taux obtenus pour les différentes
conditions analysées. Des cellules BW5147.3 transfectées avec le vecteur pGL3 ont été
utilisées comme témoins positifs (résultats non-présentés). En comparant avec des
cellules non-transfectées, 1’ajout de pIL-2puroLuc permet la détection d’une activité
luciférase élevée méme chez les cellules non activées confirmant les résultats obtenus
avec les cellules Jurkat77.6. En plus de cette activité basale, le promoteur de I’'IL-2 est,
chez les cellules BW5147.3, sensible & une co-stimulation apportée par le CD28.
Cependant, il n’est pas possible de détecter la luciférase lorsqu’elle est placée dans le
demnier cistron du vecteur tri-cistronique tant chez les cellules non-activées que chez les
cellules activées. L utilisation du vecteur rapporteur SRablastLuc en paralléle serait plus

appropriée pour effectuer le suivi in vivo.
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Figure 17. Expression contrélée de la luciférase par les cellules BW5147.3. L activité
luciférase mesurée 48 heures aprés la transfection transitoire par électroporation des cellules BW5147.3
avec le vecteur pIL-2purolRES2/Luc(3) (en noir) ou pIL-2puroLuc (en gris) a été normalisée sur I’activité
B-galactosidase. Aprés 24 heures d’incubation, du PMA et de I'ionomycine ont été ajoutés pour étre
comparé aux cellules non traitées. Des cellules BW5147.3 non-transfectées (en blanc) ont servi de témoins
négatifs.

3.4. Assemblage des récepteurs T artificiels

L’assemblage de deux types de récepteurs T artificiels, avec ou sans le CD28, a éte
effectué dans le vecteur pDisplay. L’unité de signalisation a d’abord été formée apres

quoi, le scFv B8-24-3 qui reconnait les CMH-I DP, K" et KP a été introduit. La figure 18
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résume les clonages réalisés pour obtenir I'unité de signalisation. C’est la portion
constante o du CD8 murin qui a été utilisée comme charniére flexible. Cette construction
a été obtenue par amplification de ’ADNc du CD8a par RT-PCR sur de I’ARN de
PBMC de souris. Les amorces utilisées présentaient en 5 un site de Bg/II et un site Sacll
en 3’ (5" CD8a et 3°CD8a, Tableau IV). L’insertion de ce fragment de 216 pb a été

effectuée dans les mémes sites de pDisplay.

Comme [’utilisation de CD3 & est efficace pour obtenir des récepteurs T artificiels
fonctionnels [83, 84, 85], la portion intracellulaire de cette molécule a été fusionnée a
CD8a.. Dans le premier type de récepteur T artificiel, ’ancrage de la chimére a la surface
de la cellule est assuré par le domaine transmembranaire du CD3 { (Figure 18-2).
L’ADNCc de CD3 ¢ a été amplifié par RT-PCR sur ’ARN de PBMC de souris avec les
amorces 5’mZeta et 3’mZeta (Tableau IV), digéré avec Sacll et Xhol puis cloné dans le
vecteur pDisplay contenant le CD8o digéré avec Sacll/Xhol. Afin d’étudier I’effet de la
co-stimulation, un second récepteur T artificiel contenant la portion intracellulaire du
CD28 a été généré (Figure 18-3). La portion amplifiée de cette molécule contenait son
propre domaine transmembranaire afin de remplacer celui de la chaine zeta de la
premiére construction. La proximité du CD28 & la membrane est nécessaire pour que les
fonctions effectrices des lymphocytes soient augmentées [89, 92]. Un PCR a été effectué
sur le récepteur sans molécule de co-stimulation avec les amorces 5’IcmZeta et BGHr
(Tableau 1V) afin d’introduire un site Xbal & I’intérieur de la portion transmembranaire
du zeta. Le fragment d’environ 450 pb a été digéré avec Sacll/Xhol puis recloné dans le
vecteur  d’origine dans les mémes sites. Les portions transmembranaires et
intracellulaires du CD28 ont été obtenues par RT-PCR sur ’ARN de PBMC humains
avec les amorces 5°CD28h et 3°CD28h (Tableau 1V). Le fragment obtenu de 207 pb a été
digéré avec les enzymes Sacll/Xbal puis cloné dans le vecteur pDisplay contenant la
chaine zeta et le site Xbal digéré avec Sacll. A chaque étape, les clones recombinants ont
été identifiés par digestion enzymatique, puis les vecteurs ont été séquencés afin de
s’assurer qu’aucune mutation n’avait été introduite dans les fragments amplifiés et que

les différents domaines étaient dans le méme cadre de lecture.
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Figure 18. Assemblage des unités de signalisation dans pDisplay.

3.4.1. Spécificité des anticorps

Comme I’anticorps B8-24-3 (ATCC, #TIB-139), I’anticorps de rat K204 (ATCC, #
HB-221) reconnait uniquement les CMH-I d’haplotypes b et p. Une comparaison entre
les deux était alors nécessaire pour sélectionner ’anticorps optimal. Des populations de
cellules HeLa transfectées avec les CMH-I ont été marquées individuellement avec ces
deux anticorps. Pour K204, ’anticorps secondaire anti-IgG de rat conjugué au FITC a été
utilisé alors qu’un anti-IgG de souris a été employé pour B8-24-3. La figure 19 montre le
résultat de I’analyse par cytométrie en flux. Ainsi, I’anticorps K204, contrairement a B8-
24-3, reconnait le CMH-I D" et reconnait plus fortement le CMH-1 D”. Toutefois, K204

posséde un éventail de reconnaissance plus restreint que B8-24-3 puisqu’il ne reconnait
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Figure 19. Comparaison de la spécificité des anticorps B8-24-3 et K204 par FACS.
Des cellules Hela transfectées avec les CMH-I D°, D”, D, K®, K” et K* ont été marquées, d’une part (en
gris), avec I’anticorps B8-24-3 et un anti-souris IgG conjugué au FITC ou d’autre part (en rouge), avec
’anticorps K204 et un anti-rat IgG conjugué au FITC. Les marquages ont été visualisés par cytomélrie en
flux. Pour chacune des populations analysées, des cellules non marquées (ligne noire) ont éié utilisées

comme témoin négatif.
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pas les CMH-1 K® et KP. Un scFv généré a partir de K204 aurait pu étre employé mais le
scFv dérivé de B8-24-3 posséde un plus large spectre de reconnaissance. De plus,
puisque K204 provient du rat, celui-ci aurait pu causer des réponses immunitaires dans le

modéle murin.

3.4.2. Unité de reconnaissance antigénique

Le projet visait & induire la sécrétion de cytokines immunosuppressives uniquement
suite a la reconnaissance de molécules de surface présentes sur les greffons. Un scFv
formant 1’unité de reconnaissance avait été congu dans le laboratoire du docteur Denis.
Ce scFv est formé des portions variables des chaines lourdes et légéres dérivées de
I’anticorps produit par I’hybridome B8-24-3 unies par une charniére peptidique ayant le
motif (Gly,Ser); [143]. Dans le modéle murin de rejet de greffe utilisé, les souris
donneuses expriment les CMH-I D, K® ou DP et K" et les souris receveuses D*et K* et il
a été démontré que I’anticorps parental B8-24-3 reconnaissait les haplotypes b et p, plus
précisément H-2DP, K" et KP [143] (Figure 19). Le scFv B8-24-3 avait été amplifié avec
des amorces dégénérées. Comme la séquence divergeait du concensus, des modification
ont été introduites afin de rendre le scFv plus stable ce qui se traduisait par une meilleure
expression [143]. Le scFv stable a été excisé de sa construction par digestion avec
Ndel/Notl puis introduit aux mémes sites dans une variante de pDisplay créée dans le
laboratoire (Figure 20-1). Les sites Ndel/Notl permettaient le clonage direct dans
pDisplay, mais le scFv ne pouvait étre prélevé seul. En digérant avec Ndel, la moitié du
promoteur CMV était aussi excisé. Puisque la construction dans laquelle était insérée le
scFv stable possédait aussi le promoteur CMV, son transfert ne posait aucun probléme.
Le scFv plus stable n’aurait pu étre prélevé de sa construction pour étre transféré aux
vecteurs pDisplay-CD80./CD3¢ ou pDisplay-CD8a/CD28/CD3( puisque des sites Ndel
étaient aussi présents dans CD8a et CD3 &. La portion CD8a fusionné & CD3 £ a ensuite
été excisée du vecteur pDisplay avec Notl/Xhol (Figure 18-2) et insérée dans le vecteur
pDisplay-scFv(stable)FasL aux mémes sites (Figure 20-2). Le site NotI avait été introduit
dans le CD8a lors de son amplification par PCR. La portion CD8a fusionné au CD28 et

au CD3 ( a été clonée de la méme maniére (Figure 20-3).
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Figure 20. Assemblage des récepteurs T artificiels dans pDisplay.

3.4.3. Expression des récepteurs T artificiels

La transfection des deux types de récepteurs T artificiels a été réalisée avec 1’agent
dreamfect. Aprés trois semaines de sélection en G-418, un RT;PCR a été effectué sur
I’ ARN total des populations transfectées. L’amplification a été réalisée avec les amorces
5°S3 et 3’mZeta (Tableau IV) et la figure 21 montre les résultats obtenus. L’amorce 5°S3
se fixe sur la charniére du scFv et 3’mZeta a la fin du CD3(. Les résultats obtenus
confirment I’expression des deux récepteurs T artificiels chez les populations de cellules
BW5147.3 transfectées. L’amplicon du récepteur sans CD28 montre une bande au poids
attendu de 1014 pb alors qu’une bande de 1143 pb est obtenue pour le récepteur avec

CD28. Des cellules BW5147.3 non-transfectées servaient de témoin négatif et les ADNc
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de T4, puis ADNc a ét€ inséré dans pCR4Blunt-TOPO et séquencé. Comme les
différences d’activité biologique entre I'IL-10v et I’'IL-10c dépendent d’un seul acide
amin€ en position 87, la mutagénése par PCR a été effectuée pour changer ce résidu.
Deux PCR sur I’ADNc de I’IL-10c ont été effectués en parallele avec les amorces 5’IL-
10h et 3’'IL-10v (Tableau IV) et les amorces 3’IL-10h et 5’IL-10v (Tableau IV). Aprés
purification, les deux fragments ont ét€ réunis dans un rapport 1 :1 pour effectuer un PCR
avec les amorces 5’IL-10h et 3’IL-10h. Les extrémités saillantes ont été polies avec
I’ADN polymérase de T4 et le produit de PCR a été cloné dans pCR4Blunt-Topo pour
étre séquencé. La figure 22 montre la comparaison des séquences. Dans les portions de
chromatogrammes présentées, le changement de |’isoleucine 87 par une alanine est
montré. L’IL-10v et I’IL-10c ont été digérés avec EcoRI/Xbal et clonés dans le premier

cistron du vecteur pIL2puroIRES2Luc digéré avec EcoRI/Spel (Figure 23).

A) IL-10¢
320 330 340 350 360
ATGCCCCAAGCTGAGAACCAAGACCCAGACATCAAGGCGCATGTGAACTCC
M P QA ENQD P D I KA HV N S

B) IL-10v

0 350 360 370 380 390
ATGCCCCAAGCTGAGAACCAAGACCCAG ACGCCAAGGCGCATGTGAACTCC

M P QA ENIQUDT PUD AK A HV N S

Figure 22 Constructlon d’un analogue de l’IL 10c Portion d’un chromatogramme montrant
le changement d’une isoleucine par une alanine dans la séquence de I’IL-10v. La mutation a été introduite
suivant une mutagénése par PCR.

3.5.2. ADNc du TGF-B

Afin de cloner le TGF-B dans le second cistron des constructions réalisées plus

haut et rendre le site BspEI unique, la luciférase a été éliminée par digestion avec Xbal et
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ont parallélement été amplifiés avec les amorces 5’ Actine et 3’ Actine (Tableau IV) pour

normaliser la quantité d’ADNc.

P BWs1473 BWS147.3 + BWS147.3 +
! Non- vl plispls ¥

|| transicelées CDSCDIL | ICDRG/CD2R/ICHS

Figure 21. Analyse par RT-PCR de ’expression des récepteurs T artificiels dans les

cellules BW5147.3. L’amplification a été réalisée avec les amorces 5°S3 et 3’'mZeta. Des cellules
BW5147.3 non-transfectées ont servies de témoin négatif. L’amplification de P’actine a été effectuée sur
I’ ARN des trois populations analysées afin de servir de contrdle positif a la transcriptase inverse.

3.5. Clonage des cytokines immunosuppressives

C’est dans le vecteur plL-2purolRES2Luc qu’ont été introduits les ADNc des
cytokines immunosuppressives. Le premier cistron contient I’ADNc de I’'IL-10c ou de
’IL-10v alors que le second cistron contient I’ADNc du TGF-B. Comme I’expression
issue du troisiéme cistron est trop faible par rapport aux deux premiers, le dernier cistron
a été éliminé de la construction pour convertir plL-2purolRES2Luc en vecteur
bicistronique. Pour faciliter les clonages, I’IL-10 a d’abord été cloné dans le vecteur tri-
cistronique, le troisiéme cistron a ensuite été éliminé, puis le TGF-P a été introduit dans

le vecteur bicistronique.

3.5.1. ADNc de I’'IL-10c/IL-10v

L’ADNCc de I’IL-10c a été obtenu par RT-PCR sur de I’ARN de cellules humaines
THP-1 et amplifié a I’aide des amorces 5°’IL-10h et 3°’IL-10h (Tableau IV). Les
extrémités du fragment de PCR de 590 pb obtenu ont été polies avec I’ADN polymérase
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ligation intramoléculaire (Figure 23). Le TGF-B1 murin présent dans pPORF9-mTGF-B1
(InVivogen, San Diego, CA) a été digéré avec Agel/Nhel et cloné dans le second
cistron des vecteurs contenant I’IL-10 et digérés avec BspEl/SnaBI (Figure 23). Le TGF-
B activé a été obtenu par mutagénése par PCR sur pORF-mTGF-B1 avec les amorces
distales 5’SRa et 3’SRa (Tableau IV) et les amorces internes 5’TGF-Ba et 3° TGF-Ba
(Tableau IV).

EaRl
el
D P = IL-10c/
= PIL-2 N IRESI + ori
C(())Iill: : < EwR] Yha) ColE]
IL-10¢/v bla IRES1
bla plL-2purolRES2 IRES2 I plL-2purolRES2
. Luc ori IL-10/Luc
on 6894 pb V40 7401 pb /
\SV40 P P IRES2
Luc / pac Xba
/_17‘——[ o IL-10civ
IRESI +
Agel Nhe) !
bla plL-ZpurolRESZ\ bl pIL-2purolRES2
IL-10/TGF-B . IL-10
‘—____

TGF-B

Figure 23. Génération d’un vecteur bi-cistronique pour expression de cytokines.

3.6. Transfections stables et étude in vivo

Dans le but de générer des cellules T régulatrices artificielles et de poursuivre les
études in vivo, des transfectants stables doivent étre obtenus. Les cellules BW5147.3 ont
été transfectées de maniére stable par électroporation avec un vecteur créé dans le
laboratoire nommé pcp2-hrGFP qui posséde la hrGFP et ont été sélectionnées avec la

puromycine. Puisqu’aprés 3 semaines de sélection, environ 1 % de cellules étaient
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positives, un premier tri cellulaire a été effectué. Une population exprimant 100 % de
hrGFP a été obtenu aprés un second tri au FACS. La figure 24 montre (en gris) la
fluorescence émise des cellules transfectées avec la hrGFP par rapport aux BW5147.3
non-transfectées (ligne noire). Ces cellules ont été injectées chez des souris receveuses
TcRaKOK pour vérifier leur persistance in vivo. Les souris TCRaKOK n’expriment pas
la chaine o du RcT et ne possédent donc aucune cellule T mais possédent une population
normale de cellules NK. Ces souris ont été choisies pour évaluer la susceptibilité des
cellules BW5147.3 a la lyse NK. Les résultats, non présentés, ont démontré un rejet total
de ces cellules transfectées malgré le fait que ces cellules expriment les mémes CMH-I

que les souris récipiendaires.

96

Events

o 1 T~ T \
10° 10! 10° 10° 10*
FL1 LOG

Figure 24. Fluorescence des cellules BW5147.3 transfectées avec la hrGFP. Deux tris
cellulaires ont été effectués sur les cellules BW5147.3 transfectées avec le vecteur pcp2-hrGFP avant d’étre
analysées par FACS pour P’expression de la hrGFP.

3.6.1. Optimisation des transfections stables

Dans le but de générer des transfectants stables plus rapidement et efficacement que
par tri cellulaire, le nucleofector ™ a été utilisé pour déterminer les conditions optimales.
Le tableau V montre les résultats de I’analyse par cytométrie en flux des cellules
transfectées de maniére stable avec 1 ou 3 pg du vecteur pcp2-hrGFP. Huit différents
programmes ont été testés et comparés entre eux pour I’efficacité de transfection. La
mortalité a été évaluée par ajout de 1 pg/ml d’iodure de propidium. Deux témoins

négatifs ont été utilisés, ’un contenant ’ADN sans transfection et l’autre, une
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transfection sans ADN (résultats non montrés). Les programmes T-16, T-01, G-16 et O-
17 donnent les meilleurs taux de transfection mais ne dépassent pas les 15%. Afin de
poursuivre les études in vitro et in vivo pour démontrer le potentiel suppresseur des
cellules T régulatrices artificielles, les différentes constructions générées dans le cadre de
cette étude devront étre transfectées de maniére stable par nucleofection en utilisant ces

mémes conditions.

Tableau V. Analyse par FACS de I’expression stable de la hrGFP par les cellules
BWS5147.3 transfectées au nucleofector’ .

Nucleofector' ™ Kit V % Mortalité % cellules Fluorescence
Programme ADN (pg) positives moyenne
A-23 1 45.6 6.2 186.8
3 57.9 4.8 184.7
A-27 1 42.8 0.7 209.9
3 62.6 2.2 179.5
T-20 1 31.9 10.7 150.6
3 69.4 0.6 182.7
T-27 1 30.8 28.1 128.8
3 72.8 0.5 64.4
T-16 1 60.9 9.6 255.9
3 4.0 8.0 162.1
T-01 1 384 5.7 156.0
3 472 7.2 293.2
G-16 1 31.8 7.8 214.9
3 42.1 14.7 203.8
O-17 1 34.6 7.5 226.6
3 32.1 11.3 218.2

1x10° cellules BW5147.3 ont été transfectées avec 1 ou 3 pg du vecteur pcp2-hrGFP par nucleofection
suivant des programmes pré-déterminés. Le pourcentage de mortalité, de cellules positives et la
fluorescence moyenne est indiqué pour chaque condition.

En résumé, trois différentes constructions ont été réalisées lors de ces travaux; les
vecteurs contenant les récepteurs T artificiels (avec ou sans CD28), le vecteur
bicistronique permettant ’expression simultanée d’IL-10 cellulaire ou virale et du TGF-
B, et le vecteur rapporteur pSRablastLuc. Une fois co-transfectés, tous ces outils générés

permettront de valider la thérapie expérimentale visant & protéger les organes greffés.
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4. DISCUSSION

4.1. Construction du vecteur pSRablastLuc

Un quatriéme membre de la famille SRa portant le géne de résistance a la blasticidine
a été construit et la luciférase y a été clonée. Le vecteur pSRablastLuc posséde le
promoteur SRa qui permet une expression élevée de la luciférase. Les résultats obtenus
avec les cellules BW5147.3 montrent que I’activité du promoteur SRa. est environ 20 fois
supérieure au promoteur SV40 et suite 4 ’activation cellulaire, I’activité de SRa est
augmentée d’environ 6 fois (Figure 11). Comme I’expression de génes insérés dans le
dernier cistron des vecteurs tri-cistroniques est trop faible, un vecteur bicistronique est
plus approprié pour exprimer les cytokines immunosuppressives. Le vecteur
pSRablastLuc pourra donc servir de rapporteur qui sera co-transfecté dans les cellules
BWS5147.3 avec le vecteur bicistronique et le vecteur contenant le récepteur T artificiel.
Afin d’évaluer la survie et la distribution de cellules modifiées injectées in vivo, les
cellules pourront étre détectées par imagerie intra-vitale aprés avoir fait boire le substrat

luciférine aux souris.

4.2. Production d’un vecteur bicistronique inductible

Un promoteur inductible sensible a I’activation cellulaire permet d’obtenir une
production localisée d’IL-10 virale ou cellulaire et du TGF-B. Afin de permettre la
sécrétion concomitante de deux cytokines et limiter le nombre de constructions a
transfecter dans les mémes cellules, un vecteur bi-cistronique a été créé. Celui-ci posséde
une séquence IRES qui permet 1’entrée interne de ribosomes sur I’ARNm. Initiallement
tri-cistronique, 1’expression individuelle de 1a hrGFP dans les trois cistrons du vecteur a
été évaluée par cytométrie. Les résultats présentés a la figure 12 montrent que
I’expression issué du dernier cistron est réduite d’environ 50% par rapport aux deux
premiers cistrons, résultats obtenus avec d’autres vecteurs similaires [97]. La détection de
I’expression issue du troisiéme cistron, aussi faible soit-elle, assure néanmoins une forte
expression a partir des deux premiers cistrons. La co-expression de deux protéines a
ensuite été analysée au FACS et au microscope a fluorescence avec la DsRed2 clonée

dans le premier ou second cistron et la hrGFP clonée dans le dernier cistron. La figure 13
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montre qu’il existe une belle corrélation entre la fluorescence émise et la co-expression.
L’observation au microscope a fluorescence (Figure 14) a permis de visualiser les
cellules co-exprimant les deux fluorochromes. La fonctionnalité du vecteur tri-cistronique
ayant été démontrée, quatre vecteurs exprimant des marqueurs de résistance différents ont
été générés (Annexe I). Les vecteurs SRapuroG, SRaneoR, SRahygroY et SRablastC
possédent respectivement dans leur dernier cistron les génes de la hrGFP, la DsRed2, la
EYFP et la ECFP. Ces derniers permettent 1’expression maximale de 8 génes différents
dans une méme cellule et peuvent étre sélectionnés avec la puromycine, la neomycine,
I’hygromycine B ou la blasticidine S. Dans cette étude, un vecteur bi-cistronique a été
sélectionné par rapport a un vecteur tri-cistronique puisque I’activité issue du dernier

cistron était trop faible telle que démontrée avec les essais luciférase (Figure 17).

Le systéme d’expression proposé dépend d’une production localisée de cytokines
immunosuppressives. L’induction de cellules régulatrices ne pourrait étre envisagée par
administration systémique de ces cytokines car cela ménerait & un état de suppression
généralisé similaire a I’'usage de la cyclosporine A. De plus, une régulation précise de la
production d’immunosuppresseurs est souhaitable puisque de nombreux exemples dans la
littérature montrent qu’une trop faible ou forte expression peut initier des pathologies. Un
promoteur inductible suite a I’activation cellulaire a été choisi par rapport & un promoteur
constitutif. Comme il a été démontré (résultats non présentés) que les BW5147.3
produisent de I’IL-2 suite a I’activation avec PMA et ionomycine, ces cellules possédent
tous les facteurs de transcription requis pour transactiver le promoteur de I’IL-2 qui a été
choisi. Le promoteur de 1’IL-2 s’est avéré assez efficace chez les cellules Jurkat 77.6
(Figure 16). Ce demnier posséde cependant une activité constitutive de base sans
stimulation qui a été confirmée avec les cellules BW5147.3 (Figure 17). L’inductiblité du
promoteur de 1’IL-2 n’est donc pas parfaite et suggere qu’un promoteur cryptique serait
présent dans le vecteur. Ceci pourrait causer une immunosuppression non-localisée, mais
qui serait de courte durée puisque les cytokines sont instables et qu’aprés une courte
période de temps, les BW5147.3 auraient rejoint 1’organe greffé reconnu par le récepteur
T artificiel. Deux solutions ont cependant été envisagées afin d’optimiser le promoteur de

I’IL-2. La premiére concerne I’ajout d’un site de polyadénylation devant ce dernier afin
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de terminer efficacement toute transcription issue du promoteur cryptique. Il serait aussi
possible d’ajouter un site de liaison au NFAT trimérisé afin de maximiser I’induction du
promoteur [144]. Une conclusion peut étre tirée des figures 16 et 17 qui montrent que le
signal de co-stimulation augmente la réponse du promoteur de I’IL-2 lequel comporte une
séquence d’élément de réponse au CD28. Ainsi, le récepteur T artificiel possédant le
CD28 serait le meilleur candidat pour induire la production de cytokines

immunosuppressives.

4.3, Production de récepteurs T artificiels

La reconnaissance de molécules spécifiques aux organes greffés est nécessaire pour
développer une thérapie visant a contrer le rejet de greffe et I’utilisation d’un récepteur T
artificiel permet ceci. Ce récepteur est constitué dans sa portion extracellulaire d’un scFv
et comme les CMH-1 exprimés par toutes les cellules différent d’un individu a I’autre,
ceux-ci constituent une cible idéale pour le scFv. Afin d’éviter des réponses immunitaires
contre I’anticorps de rat K204, 1’anticorps murin B8-24-3, duquel un scFv a été dérive, a
été choisi. Ce dernier reconnait spécifiquement les CMH-1 d’haplotypes b et p qui sont
exprimés par les souris donneuses dans le modéle murin de rejet d’allogreffes utilisé. Il a
été démontré que I’anticorps B8-24-3 reconnait les alléles DP, K" et KP. Deux types de
récepteurs T artificiels ont été créés, le premier contenant la portion de signalisation du
CD3 ¢ alors que le second posséde aussi 1'unité de signalisation du CD28. Ces deux
chiméres contenant le scFv B8-24-3 ont été générées pour étre comparées entre elles.
L’avantage que confére le CD28 au récepteur reste cependant a étre démontre. La
mesure indirecte des niveaux de cytokines immunosuppressives praduites permettra de
comparer ces deux récepteurs T artificiels. En principe, la chimére CD28-CD3 { devrait
étre bien exprimée a la surface cellulaire puisque les expériences réalisées ont été
effectuées dans des lignées murines T [74]. 1l a été¢ démontré que le CD28 murin
possédait un motif di-leucine qui pouvait réduire son expression a la surface cellulaire
[74], c’est pourquoi le CD28 humain a été choisi. La portion du CD28 ne posséde aucune
région extra-cellulaire et ne devrait donc pas causer de réponse xénogenique in vivo. Si
un tel motif de rétention s’avérait présent dans la séquence humaine, il pourrait étre

modifié par mutagénése dirigée.
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4.4. Fonctionnalité des récepteurs

Puisque aucun anticorps spécifique & la portion du CD8w utilisé ou le scFv du
récepteur T artificiel n’existent, un RT-PCR a été effectué aprés transfection de cellules
murines. A la figure 21, I’amplicon du récepteur T artificiel avec CD28 semble présenter
un doublet qui pourrait signifier une contamination par un plasmide étranger. Bien que
cette bande soit légérement supérieur a I’amplicon du récepteur T artificiel sans CD28, il
serait difficile d’exclure la possibilité d’une contamination par ce dernier. D’une maniére
comme de Dautre, I’échantillon d’ADN devrait étre retransformé et les colonies
bactériennes analysées pour la présence de deux vecteurs. Une amplification non-
spécifique ou encore un artefact de chargement serait peut-étre aussi a l’origine de
I’apparition de ce doublet. Méme si la figure 21 montre une forte expression des deux
types de récepteurs T artificiels, la fonctionnalité de ceux-ci n’a pas été établie et reste
difficile a réaliser avec les cellules BW5147.3. En effet, le taux de transfections stables
est trés faible avec ces cellules et aucun tri cellulaire ne peut étre effectué en I’absence
d’anticorps spécifiques. D’autres cellules murine T telles les 580'B" ont été employées
pour palier a ces difficultés de transfection, mais ces derniéres se sont avérées non-
transfectables. En transitoire, les transfections chez les cellules BW5147.3 sont efficaces
et pourraient étre utilisées pour effectuer des co-cultures avec des cellules Hela exprimant
les différents'CMH-I reconnus. Ceci prouverait 1’expression en surface des récepteurs et
démontrerait la reconnaissance des ligands par détection d’IL-2 dans les surnageants de
culture. Ainsi, un taux d’IL-2 plus élevé devrait étre observé dans une co-culture de
cellules Hela exprimant les CMH-1 H-2D", K" et K" alors qu’aucune production d’IL-2 ne
devrait étre observée avec les cellules exprimant les CMH-1 H-2 D* et K* non reconnus
par le scFv. Ces mesures seraient effectuées par test ELISA ou test de prolifération avec
des cellules CTLL-2 dont la survie dépend de I’IL-2. Une nouvelle technique de
transfection, la nucleofection, a été mise au point et semble permettre d’effectuer des
transfections stables avec les BW5147.3 méme si, dans 1’expérience d’optimisation avec
la hrGFP, le taux de transfection demeure faible (de 1’ordre de 10 a 15% de cellules
positives) mais nettement supérieur & toutes autres techniques évaluées. L’usage de
tétraméres de H-2K® conjugués a la phycoerythrine permettrait de vérifier I’expression en

surface des récepteurs T artificiels et de trier au FACS les cellules positives.
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4.5. Détection de cytokines immunosuppressives

Afin d’imiter la réponse d’une cellule régulatrice de type Trl, les ADNc d’IL-10 et
du TGF-P ont été clonés dans les deux premiers cistrons du vecteur bi-cistronique pour
étre co-exprimés. L’IL-10 cellulaire humaine et virale ont été choisies puisqu’elles sont
fonctionnelles chez la souris [117, 121]. L’IL-10 virale qui ne posseéde que les propriétés
suppressives de I’IL-10 cellulaire a été générée par mutagénese dirigée afin d’étre
comparée & son homologue. Deux constructions, dont I’une contenant I’IL-10c et le TGF-
B et ’autre contenant 1’IL-10v et le TGF-P ont été créées. Le TGF-B1 activé a aussi €té
produit par mutagénése dirigée sur le TGF-B1 latent en changeant les résidus C223 et
C225 par des sérines. Ce dernier reste a étre cloné dans les constructions bicistroniques
afin de générer deux vecteurs ayant d’une part I’IL-10c et le TGF-Ba et d’autre part, I’1L-
10v et le TGF-Ba. Bien que I’efficacité des deux premiers cistrons pour exprimer des
geénes ait été établie, le taux de cytokines produites devra étre mesuré par test ELISA. La
détection de I’IL-10v avec un anticorps anti-IL-10 humain ne devrait poser aucun
probléme puisqu’un seul acide aminé a été changé. Malgré tout, les essais préliminaires
réalisés (résultats non montrés) suggérent que I’ELISA n’est peut-étre pas le test le plus
sensible pour détecter 1’IL-10 puisque le surnageant de cellules HL-60 utilis¢ comme
témoin positif donne des valeurs a la limite de détection de la trousse. La détection par
ELISA du TGF-P qui utilise un anticorps qui ne reconnait que sa forme active permettrait
de valider que le TGF-P actif est fonctionnel. Des tests fonctionnels ont aussi éte
envisagés pour mesurer ces deux cytokines. Les surnageants de culture de cellules
BW5147.3 transfectées avec les différentes constructions seraient mis en présence de la
lignée mastocytaire D36 sensible & 1’IL-10 humaine [145] ou la lignée de cellules
épithéliales de poumons de vison CCL-64 sensible au TGF-B [146], puis la prolifération
cellulaire serait mesurée par incorporation de thymidine tritiée. Finalement, il faut noter
que la lignée BW5147.3 sécréte de I’IL-2 suite & une stimulation cellulaire et cette
cytokine posséde des propriétés opposées aux effets immunosuppressifs désirés. La
présence d’IL-2 est cependant souhaitable puisqu’elle est indispensable a 1’activation des

cellules Tregs. Dans un contexte thérapeutique, des cellules irradiées seraient utilisées

afin d’empécher leur prolifération in vivo.
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4.6, Activité NK

Dans le modéle de rejet d’allogreffe murin développé dans le laboratoire du Dr.
Daniel, des souris C57BL/6] Tcra™"™°™ (H-2") ont été croisées avec des souris B6.AKR
(H-2Y) afin d’avoir des souris sur un fond génétique approprié (H-2%) [147]. Les souris
TCRaKOK sont déficientes dans I’expression de la chaine a du RcT. Cette chaine est
requise pour la différenciation des thymocytes du stade double positif a simple positif et
son absence entraine la perte de cellules CD4" et CD8" [148]. Les cellules BW5147.3
exprimant le méme haplotype que les souris receveuses (H-2%) ont été choisies afin de
minimiser leur rejet une fois introduites in vivo. L’injection de cellules transfectées avec
la hrGFP avait pour objectif d’évaluer la survie des BW5147.3 in vivo. Suite a I’injection
i.v., aprés une heure la majorité des cellules auraient di se retrouver dans les poumons,
mais aucune n’y a été détectée, ni dans les autres organes analysés ou dans le sang.
Comme aucune expérience utilisant des cellules BW5147.3 non-transfectées n’a été
réalisée afin de déterminer si ces derniéres étaient aussi rejetées par les souris receveuses,
il est impossible de préciser le role joué par I’ajout de la hrGFP dans le rejet. La hrGFP
avait cependant été choisie parce qu’elle était plus brillante et moins toxique que la GFP.
Un rejet aussi rapide, que ce soit de cellules transfectées ou méme non-transfectées,
implique cependant le développement d’alternatives. Etant déficientes en cellules T, les
souris receveuses TCRaKOK n’ont comme seule défense que I’immunité innée, entre
autres, les cellules NK. Comme I’absence de cellules T ne permet pas de connaitre I’effet
sur cette forme d’immunité, il est possible qu’une augmentation du nombre de cellules
NK ou de leur activité cytolytique existe chez ces souris qui expliquerait le rejet des
cellules BW5147.3. Cette attaque NK est un inconvénient qui pourrait cependant étre
contrdlée par I’expression de CMH-I classiques ou de CMH-I non classiques a la surface
des BW5147.3. Les cellules NK murines expriment deux familles de récepteurs
inhibiteurs, soit Ly49 et CD94/NKG2R qui reconnaissent les CMH-Ia ou b. Le peptide
Qdm 1ié au CMH-Ib Qa—lb fixe le récepteur CD94/NKG2R et envoie un signal inhibiteur
dominant aux cellules NK [149]. Comme environ 50% des cellules NK expriment ce
récepteur, la protection conférée par ce CMH de classe Ib pourrait étre comparée aux
molécules de classes Ia D® et K°. Ceux-ci conférent une protection similaire a de'n/Qa-lb

par la transmission d’un signal négatif aux cellules NK via le Ly49 [149]. Bien que la
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réponse des cellules NK résulte d’une balance d’interactions entre CMH-I et récepteur, la
transfection de CMH-I non-classiques pourrait réduire, du moins en partie, le rejet des
BW5147.3. De méme, une augmentation de 1’expression de H-2D* exprimé par les
cellules BW5147.3 suite 4 un traitement a I’INF-y pourrait aussi protéger les cellules
d’une lyse par les cellules NK [150]. Ceci pourrait étre effectué par un traitement in vitro
avec cette cytokine avant injection des BW5147.3 aux souris receveuses. 1l a été
démontré que I’expression de H-2D* demeure élevée pendant au moins deux jours malgré
I’absence d’IFN-y in vivo pour ensuite graduellement diminuer vers le troisiéme jour et
revenir au niveau basal au quatriéme jour [151]. Dans le modé¢le thérapeutique propose,
une lyse aprés un certain temps des cellules portant les récepteurs T artificiels et pouvant
reconnaitre les CMH-I du donneur ne serait pas problématique puisque ces derni€res
auront eu le temps de reconnaitre leur ligand et d’initier la sécrétion locale
d’immunosuppresseurs. Une réponse régulatrice, du type Trl serait initiée et les cellules
effectrices du receveur devraient polariser a leur tour des cellules T & proximité de

I’organe greffeé.
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5. CONCLUSION

Les travaux réalisés lors de cette étude ont permis de générer les outils qui seront
utilisés dans le cadre d’une thérapie visant a protéger les organes greffés. La
reconnaissance spécifique des greffons est assurée grace aux récepteurs T artificiels qui
ont été construits. Exprimés a la surface cellulaire, ceux-ci sont formés d’un scFv dérivé
de I’anticorps B8-24-3 qui reconnait uniquement les CMH-I de souris donneuses dans le
modéle murin de rejet d’allogreffe. Combinant les propriétés de signalisation
intracellulaire de CD3 ¢ et CD28, ces récepteurs induisent le promoteur d’IL-2, ce qui
assure un certain contrle sur 1’expression d’IL-10 et de TGF-B. La production de ces
cytokines permet de mimer le pouvoir suppresseur des cellules T régulatrices, comme les
cellules Trl. La sécrétion d’IL-10 et du TGF-B par les Trl induit non seulement la
tolérance de lymphocytes T effecteurs qui attaqueraient le greffon mais devrait aussi

contribuer & propager le phénotype régulateur par tolérance infectieuse.

Trois constructions différentes ont été générées; le vecteur contenant les récepteurs T
artificiels, le vecteur bicistronique contenant les ADNc de I’IL-10 cellulaire ou virale et
du TGF-B et le vecteur rapporteur pSRablastLuc. Co-transfectés dans les cellules
BW5147.3, les transfectants seront sélectionnés avec du G-418, de la puromycine et de la
blasticidine S. Plusieurs études in vitro restent cependant a étre effectuées afin de

" démontrer la fonctionnalité du récepteur lorsqu’il reconnait ses ligands et afin d’induire la
sécrétion de cytokines immunosuppressives. Les études in vivo ne pourront étre réalisees
qu’aprés I’introduction d’un quatriéme vecteur ayant un géne de résistance différent
comme I’hygromycine pour exprimer le CMH de classe Ib Qa-1" et son peptide Qdm lié
de maniére covalente a la Po-m. Alternativement, I’injection de cellules BW5147.3
transfectées avec les trois premiéres constructions pourrait étre accomplie aprés un
traitement & I’IFN-y pour augmenter I’expression de CMH de classe la a la surface et
diminuer les risques de rejet par les cellules NK. Des essais luciférase seront effectues
chez les souris récipiendaires afin de ré-évaluer la survie des cellules injectées. Selon les

résultats obtenus et pour valider I’efficacité de la thérapie expérimentale, des souris ayant

66



subies une greffe de peau sans autre traitement seront comparées a des souris ayant

également regues les cellules T régulatrices artificielles.

Eventuellement cette approche pourrait étre adaptée a la thérapie humaine en
introduisant chez les cellules T du receveur, un récepteur T artificiel reconnaissant des
CMH-I exprimés par le donneur. Le scFv spécifique au donneur pourrait étre prélevé
d’une banque de scFv et n’aurait qu’a étre introduit dans la chimére pour remplacer un
scFv pré-existant. En étant modulaire, ce syst¢éme pourrait permettre de cibler d’autres
molécules exprimées par des tissus spécifiques et ainsi étre utilisé pour contrdler

certaines maladies auto-immunitaires.
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6. ANNEXE 1

6.1. Article #1: A FAMILY OF VECTORS WITH DIFFERENT SELECTION
MARKERS FOR THE CO-EXPRESSION OF SEVERAL PROTEINS IN
EUCARYOTIC CELLS.

6.1.1. Résumé frangais de ’article #1

Une famille de vecteurs possédant des marqueurs de sélection différents servant a la co-

expression de plusieurs protéines dans les cellules eucaryotes.

Véronique Allard, Louis de Léséleuc et Frangois Denis

La co-expression stable de plusieurs protéines dans des cellules de mammiféres requiert
I’utilisation de vecteurs possédant différents marqueurs de sélection. Une famille de
vecteurs d’expression a €té générée a partir du promoteur SRa connu pour son taux
d’expression en cellules eucaryotes €levée suite a des transfections stables ou transitoires.
Les transfectants stables peuvent étre sélectionnés soit avec du G418, de la puromycine,
de ’hygromycine B ou de la blasticidine S alors qu’un taux élevé de tranfections
transitoires peut étre obtenu avec des cellules exprimant 1’antigéne grand T de SV40. Ces
vecteurs d’expression possédent un site de clonage multiple étendu avec plus de 23 sites
de restriction uniques. Puisque les génes neo, bsr, et hph sont fonctionnels tant chez les
cellules de mammiféres que chez E. coli, les clonages sont facilités. Des versions tri-
cistroniques de ces vecteurs ont été générées par insertion de deux séquences IRES.
Quatre protéines fluorescentes possédant des propriétés spectrales distinctes ont été
introduites dans les derniers cistrons de chaque vecteur. Les versions tri-cistroniques de
ces vecteurs permettent 1’expression concomitente d’un maximum de huit protéines
différentes dans une méme cellule et les transfectants ayant une forte expression peuvent

étre obtenus par tri cellulaire.

6.1.2. Article # 1 complet
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ABSTRACT
The stable co-expression of different proteins in mammalian cells requires vectors having
different selectable markers. A family of eucaryotic expression vectors based on the
strong SRalpha promoter for high-level expression in stable or transient transfections
were derived. Stable transfectants can be selected with either G-418, puromycin,
hygromycin B or blasticidin S, while high level transient expression can be achieved in
cells harboring the SV40 large T antigen. The vectors have an extended polylinker with
over 20 unique restriction sites and since the neo, bsr and hph resistance genes are
functional in E. coli, shotgun cloning can easily be performed. Tricistronic vectors were
derived by inserting two IRES sequences and spectrally distinct fluorescent proteins in
the last cistron of each vector. The tricistronic vectors allow concomitant expression of
up to eight different proteins in a single cell and high expressers can be selected by cell

sorting on fluorescent protein signals.
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INTRODUCTION
Mammalian gene transfer allows functional characterization of cloned gene products
which can be introduced in cultured cells through stable transfection using antibiotic
selection or transient transfection, in which expression occurs shortly post-transfection.
When stable transfection of several different genes is required, different selectable
markers are required. For transient transfections, high-level expression can be achieved in
cells expressing the simian virus 40 (SV40) large T antigen, which drives episomal
replication of vectors harboring the SV40 replication origin (7). A strong promoter is
needed for maximal expression and the SRa. promoter, which is a fusion between the
SV40 early promoter and the HTLV-1 RU-5 translational enhancer (14), provides high
level expression, particularly in hematopoetic cells (14). Given the limited number of
different selectable markers available, co-expressing several different proteins remains

difficult.

Several viruses use internal ribosomal entry sites (IRES) for cap-independent translation
(10,15) and the presence of IRES sequences allows multi-cistronic expression in
eucaryotic cells. The sequential stable transfection of different vectors is time-consuming
and several independent clones are needed to obtain high expressers. The introduction of
fluorescent proteins in IRES-containing vectors circumvents this problem by allowing
FACS-sorting of transfected cells to obtain high expressers. The green fluorescent protein
(GFP) requires no cofactors for fluorescence and yellow (YFP) or cyan (CFP) mutants
have been created. The red fluorescent protein from Discosoma sp. (DsRed2)
complements GFP derivatives and is compatible with FACS instruments. We describe the
construction and use of a family of eucaryotic expression vectors that have different
selectable markers functional in E. coli and mammalian cells, simplifying shotgun
cloning. One series have extensive polylinkers while the other series possess two IRES
sequences and spectrally distinct fluorescent proteins in the last cistron. With tricistronic
vectors, up to 8 proteins can be expressed in a single cell and high expressers can be

obtained by cell sorting.
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MATERIALS AND METHODS
Construction of superpolylinker vectors
All restriction and modification enzymes used were from New England Biolabs
(Pickering, ON, Canada). Figure 1 summarizes superpolylinker vector construction. The
RSV.5(neo) vector (9) was used as a backbone for vector construction. To obtain
additional restriction sites and sequencing, the SRa promoter in pcDL-SRa:296 (14) was
first excised with X7ol and Hindlll, the ends filled, and subcloned in the EcoRV site of
pBSKS+ (Stratagene, La Jolla, CA) to give pBSSRa. The SRaw promoter was transferred
in RSV.5(neo) to replace the RSV promoter and superfluous sequences flanking the bi-
directional SV40 polyadenylation site were removed by intra-molecular deletion. To have
additional selection markers, the neomycin resistance gene was replaced by puromycin
(pac), hygromycin B (hph) or blasticidin S (bsr) resistance genes from pBABEpuro (12),
RSV.5(hygro) (9) and pMODblast (InVivogen, San Diego, CA). To increase the number
of unique restriction sites, the pSL1180 superpolylinker (5) was introduced to yield
pSRalphaneo, pSRalphapuro, pSRalphahygro and pSRalphablast vectors.
Construction of tricistronic vectors
Tricistronic vectors were built by introducing two copies of the ECMV IRES in
pSRalpha vectors. The IRES present in pIRES (BD Biosciences, Mississauga, ON,
Canada) was digested with Mlul and Smal and cloned between the Mlul and Pvull sites
of pSRalphapuro to give pSRpuroIlRES1. The second IRES was PCR-amplified from
pIRES with 5’IRES and 3’IRES (Table 1), digested with Agel and Xbal and cloned in the
same sites of pSRpuroIRES1 to give pSRpurolRES2. The cassette containing both IRES
was excised from pSRpurolRES2 with Spel and BamHI and cloned in the samé sites of
pSRalphaneo, pSRalphahygro and pSRalphablast. Four different fluorescent proteins
were then introduced in the last cistron of each vector. The humanized green fluorescent
protein (hrGFP) from R. reniformis in phrGFP-N1 (Stratagene) was PCR-amplified using
5’hrGFP and 3’hrGFP (Table 1) digested with Nhel and Bg/ll and cloned in the same
sites of pSRpuroIRES2 to give pSRalphapuroG. The fluorescent proteins from pEYFP,
pECFP and pDsRed2 (BD Biosciences) were first excised with BamHI and EcoRI and
subcloned in the same sites of pcDNA3.1/zeo+ (InVitrogen, Burlington, ON, Canada).
The three fluorescent proteins were excised from pcDNA3.1/zeo+ with Nhel and EcoRI
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and cloned in the Nhel and Mfel sites of tricistronic vectors to yield pSRalphahygroY,
pSRalphablastC and pSRalphaneoR.

Vector sequencing

All vectors were completely re-sequenced by random transposition using the GPS-1
genome priming system (New England Biolabs) with pGPS2.1 as a transposon donor.
Competent DH50. cells were transformed with the transposition reactions and 24
individual chloramphenicol-resistant colonies per transposition reaction were amplified
for cycle sequencing using primers S and N flanking the transposon. Sequencing was
performed with the DTCS-I kit (Beckman Coulter, Mississauga, ON, Canada) and
chromatograms were acquired on a CEQ 2000XL automated sequencer (Beckman
Coulter). Sequences were aligned using Vector NTI 7.0 software (Informax, Frederick,
MD).

Expression levels in individual cistrons

To compare expression levels in individual cistrons, hrGFP was cloned in the first or
second cistrons of pSRalphapurolRES2 and compared to pSRalphapuroG. The hrGFP in
phrGFP-N1 was PCR amplified with 5’hrGFP and 3 hrGFP (Table 1) digested with Nhel
and Sacl and cloned in the first cistron of pSRalphapuroIRES2 digested by Spel and Sacl.
The PCR product was digested with BspEl and cloned between BspEIl and the filled-in
Ndel site of pSRalphapurolRES2. To evaluate protein co-expression, DsRed2 was
introduced in the first or second cistron of pSRalphapuroG. pDsRed2 was digested with
Notl, the ends filled, cut with Xbal and cloned between the Spel and Nrul sites of
pSRalphapuroG, or digested with Agel and EcoRV and cloned between the BspEl and
SnaBl sites of pSRalphapuroG. Transient transfections of 293T cells (CRL-11268;
ATCC, Manassas, VA) were performed using Fugene 6 (Roche Diagnostics, Laval, QC,
Canada) according to manufacturer’s instructions. 48 hrs post-transfection, cells were
analyzed on a FACSVantage (BD Biosciences) flow cytometer using an argon laser tuned
at 488 nm. Fluorescence signals were collected in FL1 (525 nm) for hrGFP or FL2 (575
nm) for DsRed2 then analyzed using CellQuest software (BD Biosciences).
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RESULTS AND DISCUSSION

The restriction maps of the pSRalpha vectors are shown in Figure 3. Only unique
restriction sites are shown, with the exception of Pmlil and Apal sites present in each
IRES sequences. The superpolylinker versions of pSRalpha vectors possess over 20
unique restriction sites that are listed in Table 2. All vectors were completely re-
sequenced by random transposition and sequences have been deposited in GenBank
under the following accession numbers: pSRalphahygro (AY613991), pSRalphaneo
(AY613992), pSRalphablast (AY613993), pSRalphapuro (AY613994), pSRalphablastC
(AY613995), pSRalphapuroG (AY613996), pSRalphaneoR (AY613997), and
pSRalphahygroY (AY613998).

The pSRalpha family of vectors are based on the strong SRa promoter that provides high
expression levels in a variety of cell lines and is comparable to the CMV promoter (14).
The SRalpha promoter is composed of the SV40 early promoter fused to part of the U5
sequence (R-US") of the HTLV-1 long terminal repeat that provides stronger expression
relative to the wild-type SV40 promoter through both transcriptional and post-
transcriptional mechanisms (14). The 5' untranslated region of the SV40 early promoter
when fused to HTLV-1 R-U5' enhances cap-dependent mRNA translation (3) (2). This
segment also stimulates transcription, although with varying efficiency in different cell
types (1). Since these vectors were designed for co- expressmg different proteins in the
same cell, the use of the SRa promoter offers an addltlona] advantage relative to other
promoters. While the transcriptional activity of the SV40 early promoter is lower than the
CMV promoter, similar amounts of protein can be expressed through enhanced
translation. This reduces promoter interference compared to the CMV promoter which
interferes with other viral promoters, including itself, limiting its use in multiple

transfections (6).

Since all vectors carry the ampicillin resistance gene, bacterial transformants can be
selected with 100 pg/ml ampicillin. An additional advantage of pSRalphaneo,
pSRalphahygro and pSRalphablast vectors and their tricistronic derivatives is that the
resistance genes used for eucaryotic cell selection are also functional in E. coli. This

simplifies shotgun cloning by allowing bacterial selection using 50 pg/ml kanamycin,
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100 pg/ml hygromycin B or 100 pg/ml blasticidin S. It should be noted that selection
with hygromycin B or blasticidin S requires the use of low salt LB media containing 0.5
gr/l of NaCl. Sequencing or PCR amplification of inserts can be performed using the
5’SRa and 3’SRa. primers (Table 1).

To evaluate expression strength in individual cistrons, hrGFP was cloned in each cistron
and upon transient transfection of HEK293T cells, hrGFP fluorescence was monitored by
flow cytometry. Figure 4 shows strong expression from the first two cistrons, with lower
expression in the third cistron, similar to what has been described with other tricistronic
vectors (8,11,17). Second cistron expression from the ECMV IRES in CMV-based
vectors is known to be much lower than cap-dependent first cistron expression
(13,16,17). In contrast, strong expression was observed from the second cistron (Figure
3), arguing that the SRo. promoter might be better suited for polycistronic gene
expression than the CMV promoter. Lower expression levels from the third cistron also
_ensures that transfected cells express high levels of upstream genes following cell sorting
of fluorescent cells. Should more robust fluorescent protein expression be needed,
bicistronic vectors can be created by removing one IRES using the Pmll or Apal sites

common to each IRES sequence.

To confirm protein co-expression, DsRed2 was cloned in the first or second cistron of
pSRalphapuroG that harbors hrGFP in the last cistron. Following transient transfection of
HEK293T cells, hrGFP and DsRed2 fluorescence was evaluated by flow cytometry using
488 nm excitation. Figure 4 shows that expression levels from the first or second cistrons
closely correlates with fluorescence levels originating from third cistron expression. The
nearly linear correlation between both fluorescence signals (Figures 4B and 4C) even
though much lower expression arises from third cistron (Figure 3C) can be explained by
DsRed2 spectral properties. While the 488 nm wavelength is efficient to excite both
hrGFP and EYFP, it is sub-optimal for DsRed2 excitation, leading to 10 % maximal
fluorescence (4). Thus, while hrGFP expression is lower from the third cistron, this is
compensated by the lower excitation efficacy of DsRed2 using the argon laser. However,
since expression from all three cistrons is proportional, populations with high expression

levels can be obtained by cell sorting based on relative fluorescence intensity.

75



For optimal detection of all fluorescent proteins, the following settings are recommended.
The 488 nm argon laser can be used for hrGFP and EYFP excitation and signals can be
separated with a 525 nm shortpass (SP) dichroic filter with collection using a 510/20
bandpass (BP) filter and a 550/30 BP filter. DsRed2 can be excited at 488 nm and used
with hrGFP and EYFP, but the signal is best discriminated from hrGFP and EYFP using
a 560 SP dichroic filter and a 630/22 nm BP filter. Since ECFP has a low quantum yield
and is poorly excited at 488 nm, a dual-laser system is needed and tuning the argon laser
at 457 nm and the krypton laser at 568 nm provides optimal performance. The ECFP
signal can be discriminated from hrGFP/EYFP signals with a 500 nm longpass dichroic
filter and collected with a 485/22 BP filter. A 568 nm restriction band filter placed in
front of the 550/30 BP filter will block stray krypton laser light and the DsRed2 signal
can be collected using a 610/30 BP filter and a 595 nm cutoff filter.

In conclusion, the pSRalpha family of vectors allow the simultaneous expression of
multiple proteins in mammalian cells. These vectors simplify subcloning and stable or
transient co-expression of different genes. Using the four tricistronic vectors, up to 8
different proteins can be co-expressed in a single cell and strong expressers can be readily

obtained by cell sorting.
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TABLES

Table 1. Primers used for PCR amplification and sequencing

Name Primer sequence (5° — 3°)
5’blast TGTAGTTAACAAGCTTAATTTAAACAGTAGTTG
3’blast CAAGTACACCAGGAACTAAACGTTAACTCGC
5’IRES CGAACCGGTATCTAGGGCGGCCAATTCCG
3’IRES CCTTTGAAAAACACGATGATAATCTAGACAC
S’hrGFP| AAAGCTAGCACCATGGTGAGCAAGCAGATCCT
3’hrGFP| AAAGATCTGAGTCCGGAGAGCTCTCACACCCACTCG
5’SRa TGCTTGCTCAACTCTACGTC
3’SRa ACTGCATTCTAGTTGTGGTT
Restriction sites used for cloning are underlined.
Table 2. Unique restriction sites in pSRalpha superpolylinkers
Vector Unique restriction sites in order of appearance

pSRalphablast | EcoRl, Mscl, Spel, Xhol, BsrGl, Sacll, Nrul, BsiW]l,

(28)

Mlul, Narl, Pvull, Eagl, Notl, Ndel, BspEl, Bst1107],
SnaBl, Agel, Kpnl, Xbal, Nhel, Eco471ll, EcoRV,
BssHII, Bglll, Bcll, Mfel, BamHI

pSRalphapuro | EcoRlI, Spel, Xhol, Sacl, BsrGl, Nrul, Mlul, Pvull, Notl,

(22)

Ndel, BspEl, Bst11071, SnaBl, Agel, Kpnl, Nhel,
Ecod7111, EcoRV, Bglll, Bcll, Mfel, BamHI

pSRalphaneo EcoRl1, Spel, Xhol, Sacl, BsrGl, Sacll, Nrul, BsiWlI,

(21)

Mlul, Notl, Ndel, BspEl, Bst11071, SnaBl, Agel, Kpnl,
Nhel, Eco47111, EcoRV, Mfel, BamH]I

pSRalphahygro| Mscl, Spel, Xhol, Sacl, BsrGl, Nrul, BsiW1, Mlul, Nar]l,

(24)

Pwull, Notl, Bst11071, SnaBl, Agel, Kpnl, Xbal, Nhel,
Eco47111, EcoRV, BssHI1, Bglll, Bcll, Mfel, BamHI

The number of unique restriction sites is shown in parentheses.
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Figure 1. Summary of the construction of pSRalpha superpolylinker vectors.
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Figure 3. FACS analysis of transient hrGFP expression in individual cistrons. White:
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