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Résumé

Encore trés peu de TCR ont été cristallographiés depuis les vingt dernieres années,
moment de découverte du récepteur des cellules T. Cette déficience se fait ressentir dans
I’étendue des connaissances sur la molécule et les interactions avec ses ligands. Ce lent
départ dans le développement de la caractérisation du TCR est principalement di a la
difficulté a obtenir le TCR dans une forme soluble. L’existence uniquement membranaire
et la difficulté de pairage des chaines sont les obstacles principaux a la production de

TCR sous une forme soluble.

La production du TCR 2.102 pourrait permettre a long terme 1’ajout de notions
supplémentaires sur le récepteur des cellules T. Cela permettrait également de peaufiner
le modéle d’étude des mécanismes de rejets de greffes basé sur la cellule T 2.102. Le
présent projet de recherche vise donc a long et moyen terme, la poursuite des objectifs
précédents en ayant comme défi immédiat la production du TCR 2.102 dans une forme

soluble.

Trois approches ont été utilisées pour la production du TCR 2.102 sous la forme
d’une chaine unique soluble mais une seule a permis d’atteindre les 1’objectifs. La
production en fusion avec la thioréoxineA chez E. coli n’a pas permis de retrouver le
TCR 2.102 dans la fraction soluble. De plus, il a été impossible de purifier le TCR 2.102
en fusion avec la protéine NusA, obtenu dans la fraction soluble suite & I’expression chez
E. coli. C’est la production du TCR 2.102 ancré a la membrane de cellule de mammifere
par un lien GPI qui a permis de récupérer celui-ci sous une forme soluble. Suite au
clivage du lien GPI par une enzyme spécifique (la PI-PLC), le TCR 2.102 a été purifié a
’aide d’une chromatographie d’affinité aux métaux chélatés grace a la présence d’un
marqueur de six histidines ajouté lors de la construction du vecteur d’expression. Le

TCR 2.102 soluble a ensuite été testé de deux différentes fagons pour s’assurer qu’il



reconnaissait ses ligands. La détection par cytométrie en flux de la reconnaissance des
ligands, présentés par des cellules, n’a pas été concluante. Le test de compétition
d’activation de cellule T, ou le TCR soluble est le compétiteur, a donné des résultats
préliminaires trés intéressants. Il semble que la présence du TCR 2.102 soluble puisse
inhiber ’activation de I’hybridome T 2.102 mais des expérimentations supplémentaires

devraient étre réalisées.

Un important probleme de stabilité d’expression par les cellules de mammifére
s’est traduit en de faibles rendements de TCR 2.102 solubles purifiés. Ces mauvais
rendements ont considérablement affecté les tests de caractérisation. Il serait impératif
d’améliorer le systéme d’expression de fagon a permettre de meilleurs rendements et par

le fait méme des tests plus complets et significatifs.

Iéaty 17er’ron Claude Daniel, directeur de recheche
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Introduction



Le récepteur des cellules T a été découvert au début des années 1980 et les
premieres structures obtenues au milieu des années 1990. Cependant, contrairement aux
récepteurs des cellules B, les immunoglobulines, qui sont maintenant connus et étudiés de
fagon exhaustive, la connaissance de la structure du TCR et de ses caractéristiques n’en
est encore qu’a ses premiers balbutiements. La difficulté & obtenir le TCR dans une
forme soluble et intacte ralentit considérablement les progrés dans ce domaine. Chaque
nouveau TCR soluble produit fournit de précieux renseignements. Il permet une
meilleure compréhension de la structure méme du TCR et de la reconnaissance de ses
ligands, les complexes peptide/CMH. 1l est évident que la production du TCR 2.102
soluble permettrait a long terme de participer a 1’approfondissement de tels sujets. Le
TCR 2.102 étant capable d’alloréactivité, il permettrait également I’étude de
I’alloreconnaissance au niveau structural, mais également au niveau de I’affinité et de la

cinétique de liaison avec ses différents ligands.

De telles informations aideraient également & mieux définir le modéle d’étude des
mécanismes d’alloréactivité lors de rejet de greffe impliquant la cellule T 2.102. Une
connaissance plus poussée du mode¢le raffinerait les informations qui en sont dégagées.
Le raffinement de celui-ci passe également par la création d’anticorps clonotypiques au
TCR 2.102. Un tel anticorps permettrait de suivre a la trace les cellules T 2.102 dans un
modele physiologique d’alloréactivité lors de rejet de greffe. La production du TCR
2.102 sous une forme soluble pourrait permettre & moyen terme la production de tel

anticorps en utilisant le TCR soluble comme immunogéne.

L’obtention du TCR 2.102 dans une forme soluble est 1’objectif principal du
projet de recherche. Différentes approches ont été comparées dans leur succés a produire
le TCR 2.102 sous une forme soluble. La renaturation d’un TCR insoluble a été écartée,
considérant 1’approche trop empirique, ce qui aurait pu s’avérer long et fastidieux. Deux
approches principales ont été retenues, la production chez E. coli en fusion avec une
protéine soluble et I’expression en surface avec un lien clivable chez des cellules de
mammiféres. Dans tous les cas, le TCR était sous la forme d’une chaine unique de trois

domaines ce qui évite les problemes de pairage des deux chaines qui aurait pu étre



rencontrés. Suite a la production du TCR 2.102 dans une forme soluble, 1’objectif sous-
jacent était de vérifier son activité biologique pour s’assurer qu’il était dans la bonne
conformation et donc qu’il pouvait reconnaitre ses différents ligands. Deux approches
ont été utilisées pour sa caractérisation. La capacité du TCR soluble a se fixer sur les
ligands a été testée en cytométrie en flux et sa capacité a bloquer I’activation de

I’hybridome T 2.102 a été vérifiée avec un test de compétition.

La section qui suit permettra de mieux comprendre ce qu’est une cellule T,
comment ce compose le récepteur de ce type de cellules, ce qu’il reconnait et de quelle
fagon. De plus, il sera question des différentes méthodes qui ont été utilisées depuis le
début de 1’étude du TCR pour sa production dans une forme soluble. Ensuite, sera
détaillée la méthodologie utilisée au cours du projet, suivi des résultats obtenus dans le
cadre de la poursuite des objectifs visés. Un retour sur les résultats et les améliorations a
apporter au projet termineront le cceur du document. Celui-ci se conclura par une vue

d’ensemble de la réalisation du projet de recherche.



1 REVUE DE LA LITTERATURE



1.1 LACELLULET

1.1.1 Le développement de la cellule T

Les cellules T ont pour origine les cellules souches hématopoiétiques de la moelle
osseuse. Ces cellules sont dites pluripotentes puisqu’elles donnent naissance non
seulement aux cellules T mais aussi a toutes les cellules circulant dans le sang. Elles ont
donc la capacité intrinseéque de se développer en plusieurs types cellulaires. Ces cellules
hématopoiétiques peuvent se transformer en progéniteurs myéloides pour permettre le
développement des granulocytes et des macrophages. Elles peuvent aussi se transformer

en progéniteurs lymphoides pour permettre le développement des lymphocytes B et T.

Dans le cas de la maturation d’une cellule T, le progéniteur lymphoide a un stade
trés immature de la cellule T, va migrer vers un organe lymphoide central, le thymus. Les
cellules migrent en réponse a des peptides chimiotactiques produit par le thymus
(Champion et al., 1986). Les progéniteurs peuvent emprunter une voie extrathymique
pour leur développement en cellule T (Lake et al., 1991) mais elle est trés peu utilisée.
C’est donc au thymus (T) que la majorité des lymphocytes deviennent matures, d’ou

I’appellation « cellule T ».

Le thymus est I’environnement dans lequel la cellule T va proliférer et se
différencier en une cellule capable de reconnaitre un antigéne étranger présenté par une
molécule du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) du soi. Le thymus est un tout
petit organe situé au centre de la poitrine, prés du cceur. Il est organisé en plusieurs lobes
composeés du cortex vers 1’extérieur et de la médula vers ’intérieur. Plusieurs cellules y
entrent mais trés peu en sortiront mature (Shortman et al., 1990; Tough et Sprent, 1994),
97% vont y mourir par apoptose (Metcalf et Brumby, 1966; Surh et Sprent, 1994). Les
cellules en provenance de la moelle osseuse vont entrer dans la zone cortico-médullaire,
migrer dans la région sous-capsulaire du cortex et proliférer activement. A ce stade les
thymocytes immatures sont dits double-négatifs puisqu’ils n’expriment aucun des deux

co-récepteurs des cellules matures, soit le CD4 et le CD8. De plus, ils n’expriment pas



encore le complexe CD3 : TCR. Une petite portion des thymocytes double-négatifs

exprime un TCR soit y:8 ou a: (Shortman, 1992) mais leur rdle n’est pas bien défini.

Les thymocytes double-négatifs qui n’expriment encore aucun TCR vont
réarranger les génes de la chaine B du TCR qui va ensuite aller s’apparier avec un
équivalent de la chaine a (pTa) et étre exprimée a la surface de la cellule. Ce pré-TCR
est exprimé en association avec le CD3 (Groettrup et von Boehmer, 1993). Son
expression en surface va alors permettre I’activation de p56lck, associé & CD3, et d’autres
kinases qui activeront a leur tour I’expression des deux co-récepteurs et une prolifération
intense (von Boehmer ef al., 1999). A ce stade les thymocytes immatures sont dits
double-positifs. La présence du pré-TCR va également déclencher le réarrangement de la
chaine a (Koyasu et al., 1997) et ainsi permettre I’expression d’un TCR fonctionnel et

généralement unique a chaque cellule.

Lorsque le TCR o:f} est exprimé, les cellules vont subir une premiére sélection,
dite positive. A cette étape, seules les cellules qui reconnaissent les molécules du CMH
du soi présenté principalement par les cellules épithéliales du cortex (Anderson et al.,
2000) vont poursuivre leur migration vers la jonction cortico-médulaire. La sélection
positive, en plus de restreindre les cellules T aux CMH du soi, va amener les cellules
double positives a devenir mono positives. C’est généralement a la jonction entre le
cortex et la médula que les thymocytes double-positifs vont subir leur deuxiéme sélection,
dite négative. A ce moment, seules les cellules tolérantes aux peptides du soi, présentés
principalement par les cellules dendritiques (Anderson et al., 2000), vont survivre. Les
cellules vont alors exprimer fortement le TCR et n’exprimer qu’un seul co-récepteur en
association avec la restriction au CMH selon les regroupements CMH de classe I : CD8 et
CMH de classe II: CD4 (Swain, 1983; von Boehmer et al., 1989). Les thymocytes

deviennent des cellules T matures mono-positives.

1.1.1.1 Sélection thymique

La sélection positive et la sélection négative surviennent toutes deux en réaction a

la liaison du TCR avec un complexe p/CMH du soi. Comment expliquer qu’un seul type



d’interaction puisse mener a la survie (sélection positive) ou a la mort (sélection négative)
de la cellule? Plusieurs modéles ont été élaborés au cours des années mais celui qui a
réussit & s’accorder avec la majorité les résultats expérimentaux obtenus au fil du temps
est celui de I’affinité. Une forte liaison du TCR avec un ligand induirait 1’apoptose alors
qu’une faible liaison induirait un signal de survie a la cellule (Sebzda et al., 1999).
Plusieurs expériences ont été effectuées pour tenter de comprendre comment une force de
liaison peut se transposer sur le destin de la cellule. La clé réside probablement dans la
compréhension des premiers événements de signalisation suite a la liaison du TCR avec
un ligand. Il a été démontré que les motifs d’activation de récepteurs immunologiques
dépendant de la tyrosine (ITAMs) retrouvés sur les chaines CD3 amplifiaient le signal du
TCR durant le développement thymique (Love et Shores, 2000; Shores et Love, 1997,
van Oers et al., 1998) mais aucune démonstration n’a réussit & prouver leur réle dans la
sélection positive ou négative (Hogquist, 2001). L’activation des kinases régulatrices du
signal extracellulaire (ERK) a été identifiée comme pouvant étre un point important de
différenciation dans la signalisation lors de la sélection positive ou négative (Alberola-Ila
et al., 1996; Sharp et al., 1997; Sugawara et al., 1998). Une équipe a rapporté qu’un
ligand d’une forte affinité stimulait une activation forte et transitoire de ERK alors qu’un
ligand de faible affinité stimulait une plus faible activation mais que celle-ci était
soutenue (Werlen et al., 2000). Son implication dans la sélection négative reste par
contre encore a déterminer. Les mécanismes par lesquels la cellule va survivre ou entrer

en apoptose lors de la sélection thymique demeurent encore ambigus.

1.1.1.2  Orientation dans la lignée CD4 ou CD8

Le cheminement et les facteurs influengant 1’orientation d’une cellule dans une
lignée CD4 ou CDS8 est I’objet de plusieurs discussions. Derniérement I’implication de la
p56'* au niveau de la signalisation lors de 1’orientation du type de lignée a fait I’objet de
plusieurs travaux (Berg et Kang, 2001). Le modéle qui en ressort propose qu’une forte
activation de la p56'* ménerait vers une orientation CD4 (constitutivement associé 4 de
hauts niveaux d’activité de p561“") alors qu’une faible activation dirigerait plutdt vers une
lignée CD8 (constituvement associé a de trés bas niveaux d’activité de p561°") (Turner et

al., 1990). D’autres facteurs semblent également jouer un réle dans I’orientation de la



lignée comme la protéine Notch ou ERK (Berg et Kang, 2001) et méme I’affinité et la
densité du ligand du TCR (Goldrath et al., 1997; Sebzda et al., 1997). 11 a également été
démontré (Chan et al., 1993; Crump et al., 1993; van Meerwijk et Germain, 1993) qu’il
existait des cellules avec des niveaux intermédiaires d’expression des co-récepteurs.
L’orientation dans une lignée CD4 ou CD8 peut donc prendre plusieurs voies et étre

influencé par différents facteurs.

1.1.2 Lerodledelacellule T

Les cellules résultantes du processus de maturation sont des cellules restreintes au
CMH et tolérante au soi qui sont soit CD4+ ou CD8+. Ces cellules non-activées, naives,
émigrent alors vers la périphérie ou elles pourront jouer leurs réles dans la défense de

I’héte.

La cellule T est impliquée dans I’immunité adaptative. Contrairement aux cellules
de I’immunité innée, les cellules T n’interviennent pas immédiatement dans la réponse.
Elles doivent d’abord entrer en contact avec une autre cellule, cellule présentatrice
d’antigéne professionnelle (CPA), qui va lui présenter un peptide étranger. En plus, un
signal de co-stimulation, impliquant entre autres les molécules B7 liant CD28 sur la
cellule T, doit étre présent pour induire la production d’un facteur de croissance,
Pinterleukine-2 (IL-2). Ce contact va activer la cellule qui réagit spécifiquement avec le
peptide et engendrer une expansion clonale de celle-ci. La réponse est donc spécifique,
contrairement aux cellules de I’immunité innée. Une fois activée, la cellule naive devient

une cellule effectrice.

Les cellules T effectrices sont impliquées dans deux types de réponse immune,
soit celle & médiation cellulaire ou humorale. La réponse a médiation cellulaire est
réalisée par les cellules T CD8 cytotoxiques et les cellules T CD4 inflammatoires. Les
cellules T CD8 cytotoxiques reconnaissent les complexes peptides : CMH de classe I et
vont excréter des protéines cytotoxiques comme la perforine 1 et les granzymes qui vont

induire I’apoptose chez les cellules infectées. La cellule peut également induire la mort



par liaison de molécules membranaires comme Fas/FasL ou encore agir en sécrétant des
cytokines comme I'IFN-y. Les cellules T CD8 cytotoxiques tuent directement les cellules
dont le cytosol est infecté soit par un virus ou un parasite ainsi que certaines cellules
tumorales. Les cellules T CD4 inflammatoires pour leur part reconnaissent les complexes
peptides : CMH de classe II présentés par les macrophages et vont activer ceux-ci
principalement par sécrétion d’IFN-y. Une multitude de cytokines va aussi étre libérée
afin de coordonner I’ensemble de la réponse nécessaire contre les pathogénes
intracellulaires comme la destruction de certains macrophages, la différenciation de ceux-
ci dans la moelle osseuse ou encore favoriser leur accumulation au site de I’infection en
stimulant la diapédése et la chimiotaxie. Les cellules T CD4 inflammatoires activent les
macrophages dont les vésicules intracellulaires sont infectées par des bactéries ou des

parasites.

Ce sont les cellules T CD4 auxiliaires qui sont impliquées dans la réponse
humorale. Ces cellules reconnaissent les complexes peptides : CMH de classe II présenté
par les cellules B ou le peptide reconnu par les deux cellules provient du méme antigéne.
La cellule T va alors synthétiser des molécules membranaires comme le ligand du CD40,
ainsi que des cytokines comme 1’IL-4, qui vont activer les cellules B afin que celles-ci

proliferent et se différencient en plasmocytes sécréteurs d’anticorps.

1.2 LETCR

1.2.1 Découverte du TCR

C’est en 1982 que la découverte de ’existence d’un récepteur spécifique aux
cellules T a été faite (Allison et al., 1982). Lors de la création d’une banque
d’hybridomes de cellule B, un de ceux-ci, le 124-40, sécrétait un anticorps qui ne
réagissait qu’avec les cellules qui avaient été utilisées pour I’immunisation (ils avaient
immunisé une souris BALB/C avec des lymphomes, C6XL, provenant d’une souris
traitée aux rayons X). Ils étaient trés étonnés de la présence d’un antigéne spécifique a la

surface d’un lymphome T. C’était la premiére fois que cela était rapporté. Ils ont voulu
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déterminer la provenance de cet antigéne. En réalisant des tests d’ immunoprécipitation
suivit d’électrophorése en deux dimensions, ils ont déterminé qu’il s’agissait d’une
glycoprotéine ayant des sous-unités de 39000 et 41000 de poids moléculaire liées par un
pont disulfure. En comparant avec des extraits de différents types cellulaires, ils ont
observé que cette protéine était présente sur tous les types de cellules T (cellules T
normales, thymocytes, lymphomes autre que C6XL) mais pas sur les cellules B, ni sur les
cellules de la moelle osseuse. Ces résultas suggéraient donc que 1’épitope contre lequel
réagissait 1’anticorps 124-40 se retrouvait sur une protéine normalement présente sur les
cellules T. Ils ont émis deux hypothéses pouvant expliquer leur découverte. La premiére
étant que 1’antigéne reconnu par I’anticorps 124-40 était muté et la deuxiéme était que
I’antigéne possédait une région variable, celle reconnue par I’anticorps, et une région
constante comme pour les immunoglobulines. La deuxiéme hypothése a été confirmée
peu de temps aprés en utilisant des anticorps clonotypiques (Haskins et al., 1983; Kaye et
al., 1983; Meuer et al., 1983; Samelson et Schwartz, 1983).

1.2.2 Les génes du TCR . :f

En utilisant des techniques de génétique moléculaire, de la comparaison de
I’ARNm d’une cellule T a celui d’une cellule B jusqu’aux analyses de séquences d’ADN
génomique, les génes menant a ’expression des récepteurs de cellule T ont pu étre

identifiés et localisés.

Le complexe des génes du TCR est divisé en trois loci. Le locus TCRo/d est situé
sur le chromosome 14 chez I’humain comme chez la souris. Le locus TCRf se retrouve
sur le chromosome 7 chez I’humain et 6 chez la souris alors que le locus TCRy se
retrouve également sur le chromosome 7 chez I’humain mais sur le chromosome 13 chez
la souris. Les loci couvrent de grandes distances sur les chromosomes allant de 200 Kb
pour le locus TCRy jusqu’a 1 Mb pour le locus TCRa/8. Les loci du TCR contiennent
d’autres génes que ceux directement impliqués dans I’expression d’un récepteur de
cellule T et également des pseudogenes (Rowen et al., 1996). Les génes spécifiques au

TCR représentent 0.1% du génome (Glusman et al., 2001).
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Il y a plusieurs exons codant pour chacun des segments des chaines o et  mais
seul un réarrangement productif contenant un seul exon pour chaque type de segment est
conservé (Figure 1). Le locus contant les génes pour la chaine 3 commence par une série
de 52 segments variables (7) chacun étant précédé d’un segment codant pour le peptide
signal (L-leader). Les segments de diversité (D), de jonction (J) et constants (C) suivent
d’une certaine distance la série de segments V. Cette région est composée de deux
groupes contenant chacun les trois types de segments. Il y a un seul segment D et C pour
chacun des groupes et respectivement 6 et 7 segments J (Davis, 1985; Kronenberg ef al.,
1986). Le réarrangement des segments pour créer un seul exon complet et productif
débute avec le réarrangement des segments D et J suivit du réarrangement de V et DJ
(Benoist et Mathis, 1992). Les génes codant pour le domaine variable (V-comprenant les
segments VDJ) vont ensuite €tre transcrits avec le domaine constant (C) et les deux
domaines joints ensemble par épissage pour finalement étre traduits. Le réarrangement
doit donner une chaine B capable de se lier & la protéine pTo afin d’étre exprimée a la
surface de la cellule et activer celle-ci. Si le réarrangement n’est pas productif, s’il ne
conduit pas a une activation cellulaire, une deuxiéme série de réarrangement va avoir lieu
du fait qu’il existe deux groupes des segments D et J. Un seul locus (le génome existant
sous forme de paires de chromosomes) a la fois est réarrangé ou alors ils le sont de fagon
séquentielle. Le réarrangement entre les différents segments n’est pas totalement
aléatoire, certains segments sont utilisés plus fréquemment (Candeias et al., 1991;
Thompson et al., 1991). L’acétylation des histones pourrait également jouer un role dans

la régulation de la recombinaison des segments (McMurry et Krangel, 2000).

Le réarrangement entre les segments est possible grice & la présence de séquences
signal de recombinaison (RSS) flanquant les différents segments (Akira et al., 1987;
Yancopoulos et Alt, 1986). Les séquences signal de recombinaison sont des séquences
composées d’une premiére série de 7 nucléotides conservés (heptamére) espacée de 12 ou
23 nucléotides d’une deuxiéme série de 9 nucléotides conservés (nonamere) (Zhu et Roth,
1996). La recombinaison implique plusieurs protéines dont les protéines codées par les

génes d’activation de recombinaison (RAG-1, RAG-2). Le processus de recombinaison
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n’est pas précis. Les brins d’ADN sont clivés mais des nucléotides peuvent étre ajoutés
avant que les brins ne soit ligués de nouveau. L’ajout peut se faire & deux moments.
Lorsque le double brin d’ADN est coupé, les extrémités formeraient des structures en
épingle a cheveux. C’est & ce moment que le premier ajout de nucléotides se fait. Le
dernier nucléotide complémentaire se lie & son homologue du brin sens et deviendra, suite
au clivage du brin complémentaire, un nucléotide du brin sens ainsi que tous ceux qui le
précédaient jusqu’a la cassure. Ces nucléotides sont appelés P puisqu’ils sont
palindromiques. Ils ne sont pas réellement ajoutés mais plutot générés a partir du brin
complémentaire. Le deuxiéme ajout de nucléotides suit immédiatement celui des
nucléotides P. Des nucléotides sont ajoutés au hasard & I’ADN simple-brin par la
transférase de déoxynucléotides terminaux (TdT). Ces nucléotides sont appelés N

puisqu’ils sont ajoutés de novo.

Le locus de la chaine o ressemble a celui de la chaine . Il débute avec les
segments ¥ mais il en contient beaucoup plus, jusqu’a 80. Dans la chaine o il n’y a pas
de segment D. Le locus est plutdt composé de deux groupes de segments J comptant au
total 61 segments (Davis, 1988). La région se termine avec un seul segment C. Le
réarrangement se fait de la méme fagon que pour la chaine B & I’exception que les
segments J sont tout de suite réarrangés avec les segments ¥ puisqu’il n’y a pas de
segment D. De plus, le réarrangement ne se ferait pas de fagon aléatoire mais débuterait
plutdt avec les segments situés au centre du locus et continuerait vers I’extérieur jusqu’a
I’obtention d’un réarrangement productif (Roth et al., 1991). Plusieurs réarrangement

sont donc possible. 11y a aussi ajout de nucléotides P et N dans la chaine o.

Le grand nombre des différents segments pour chacune des chaines offre la
possibilité de créer une grande variété de combinaison. De plus, I’ajout de nucléotides P
et N entre les segments codant pour le domaine variable augmente encore plus la diversité
du répertoire des TCR. Etant donné que le TCR ne subit pas de maturation d’affinité une
fois exprimé, cette diversité est essentielle afin que les différents TCR puissent €tre en

mesure de reconnaitre I’infinité de peptides étrangers qui peuvent leurs étre présentes.
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1.2.2.1 Plusieurs chaines mais un seul TCR

Un seul TCR fonctionnel est habituellement exprimé a la surface des cellules
méme si chaque chromosome peut entrainer la production d’une chaine. Cette propriété
peut s’expliquer par un mécanisme d’exclusion allélique. Le terme d’alléle est utilisé
puisque chaque locus produit une protéine différente et non parce que les génes différent.
Lorsqu’une chaine f3 fonctionnelle est produite et exprimée en association avec pTa, il y
a arrét du réarrangement au locus. Le pré-TCR joue un role essentiel dans le mécanisme
d’exclusion allélique (von Boehmer et al., 1999). Puisque les deux locus ne sont pas
réarrangés simultanément, une seule chaine {3 est produite et exprimée, c’est I’exclusion
allélique génique (Malissen et al., 1992). L’arrét du réarrangement de la chaine o ne se
fait pas au moment ou celle-ci est exprimée a la surface mais plutét au moment ou
I’expression de RAG-1 et RAG-2 est régulée a la baisse. Cette régulation coinciderait
avec un signal de sélection positive (Borgulya et al., 1992). Ce délai permettrait a la
cellule d’essayer plusieurs chaine o, des deux alléles, et ainsi augmenter ses chances
d’étre sélectionnée (Benoist et Mathis, 1992). Dans la population des cellules T matures,
environ 25% possédent deux chaines o dans leur cytoplasme (Corthay ef al., 2001). Une
seule chalne o est par contre habituellement exprimée & la surface de la cellule méme si
plusieurs sont produites, c’est 1’exclusion allélique phénotypique (Malissen et al., 1992).
Par contre cette exclusion ne fonctionne pas a 100%, une équipe a estimé & environ 8% le
nombre de cellules T périphériques qui expriment & la surface deux chaines o (Corthay et
al., 2001). Ces cellules suscitent beaucoup d’intérét dans la recherche pour leurs rdles

potentiels dans différentes maladies, particulierement dans les maladies autoimmunitaires.

1.2.3 La structure du TCR o.:f

Les geénes du TCR une fois réarrangés et exprimés, donnent deux glycoprotéines
transmembranaires. C’est d’abord avec I’étude de ’ADNc, en déduisant la composition
en acides aminés des deux chaines, que la strucure du TCR a été évaluée en comparant sa
composition avec celle des immunoglobulines. Ensuite c’est la production de TCR

soluble cristallographié qui a permis de confirmer la structure réelle du TCR.
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La partie extramembranaire de chaque chaine du TCR est constituée d’un
domaine variable et d’'un domaine constant, un peu comme les immunoglobulines.
Chaque domaine contient un pont disulfure. Plusieurs glucides, jusqu’a sept, sont fixés
aux domaines par N-glycosylation (Garcia et al., 1999). La partie extramembranaire est
reliée & la partie transmembranaire a I’aide d’une région charniére. Cette derniére
posseéde une cystéine qui permet la formation d’un pont disulfure entre les deux chaines.
C’est ce lien qui maintient les deux chaines ensemble. La région transmembranaire est
pour sa part une hélice hydrophobe qui contient des résidus chargés positivement (résidus
basiques), deux dans la chaine o et un seul dans la chaine . Ces charges, inhabituelles
dans un domaine transmembranaire, aurait tendance & déstabiliser les chaines mais elles
ont plut6t la particularité de favoriser I’interaction avec d’autres chaines essentielles a la
fonction du récepteur. Finalement une trés courte queue cytoplasmique termine la

structure.

1.2.3.1 Association avec d’autres protéines

Les queues cytoplasmiques des deux chaines formant le TCR sont trop petites
pour induire le signal de reconnaissance d’un ligand. Le TCR doit donc étre étroitement
li€ avec d’autres protéines capables d’induire un tel signal. Les protéines impliquées font
partie du complexe CD3. Six chaines supplémentaires s’associent avec le TCR afin de le
stabiliser et de permettre une signalisation adéquate (Figure 2). Quatre chaines (¢, d, € et
Y ) constitués d’un domaine extramembranaire, d’une région transmembranaire contenant
un résidu chargé négativement (résidu acide) et d’un domaine cytoplasmique, s’associent
sous la forme d’un hétérodimére de chaque c6té du TCR. Le résidu acide va former un
pont salin avec les résidus basiques des chaines du TCR et ainsi stabiliser la molécule.
Chacune de ces chaines posseéde également dans le domaine cytoplasmique des ITAMs.
Les motifs ITAMs sont des sites de phosphorylation pour des tyrosines kinases de la
famille Src qui sont impliquées dans les premiéres étapes de la cascade de signalisation
du TCR. Un troisiéme dimére, habituellement sous forme d’un homodimére de la chaine
{ mais aussi quelque fois associé a ¥ de Fce chez ’Homme ou & 1 chez la souris, est aussi
associé au TCR. Contrairement aux autres chaines, celles-ci n’ont pas de domaine

extramembranaire, elles sont reliées ensemble par un pont disulfure et possédent un
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domaine cytoplasmique. Ce domaine contient également des motifs ITAMs, en

I’occurrence trois.

1.3 RECONNAISSANCE DU LIGAND

1.3.1 Ligands du TCR

Le TCR reconnait des fragments peptidiques qui sont présentés par des molécules
du complexe majeur d’histocompatibilité, le CMH. Les complexes peuvent étre du soi ou
du non-soi. Les CMH du soi sont impliqués dans la réponse immunitaire classique alors
que les CMH du non-soi, étrangers, sont impliqués dans 1’alloréactivité, observée lors de
transplantation d’organe ou de tissu. Jusqu’a 10 % des cellules T périphériques sont
capables d’alloréactivité (Kranz, 2000). Ces cellules T sont stimulées par des complexes
peptides/CMH ou le CMH est allogénique et vont induire la destruction des ces cellules
étrangeres, d’ou le rejet de la greffe. Le TCR est également reconnu de maniére non
spécifique par les superantigénes. Les superantigénes vont se fixer directement sur la
région V du TCR, plus spécifiquement la région codée par le segment VB, ainsi que sur
les différents segments des domaines variables d’un complexe pCMH (Davis, 1988). Un
superantigéne peut activer de 5 a4 20 % de 1’ensemble des cellules T (Kotb, 1995). Ce
type de stimulation ne fait cependant pas partie d’une réponse immunitaire puisqu’elle ne
conduit pas a une immunité adaptative mais fait plutdt partie du mécanisme de
pathogénicité microbienne. Les entérotoxines staphylococciques (SE) en sont un

exemple et provoquent un empoissonnement alimentaire.

Le role du CMH comme ligand du TCR a été confirmé il y a environ 15 ans
(Bjorkman et al., 1987) alors que sa découverte chez la souris remonte & 1937 (Gorer,
1937). Il existe trois types de CMH, des CMH de classe I et de classe II dit classique
ainsi que des CMH non-classique. La majorité des TCR reconnait les CMH classiques
mais certains sont restreints 8 CD1, CMH non-classique. Chez I’humain, on les nomme

HLA pour « Human Leucocytes Antigens » et le complexe de génes se trouve sur le



chromosome 6. Chez la souris, le complexe se nomme H-2 et est présent sur le

chromosome 17.

Les HLA de classe I se retrouvent sous trois formes, HLA-A, B ou C.
L’équivalent chez la souris sont les génes H2-K, D et L. Se sont des glycoprotéines
retrouvées a la surface de la majorité des cellules nucléées, que se soit les cellules
nucléées des tissus lymphoides ou des organes comme le foie, les reins, le cerveau. Les
CMH de classe I sont constitués d’une chaine o composée de trois régions, encrée dans la
membrane ainsi que de la f3,-microglobuline, associée a la chaine o. de maniére non-

covalente (Figure 3). Le géne de cette derniere n’est pas situé dans le complexe HLA.

Le sillon ou se loge le peptide, sillon peptidique, est formé des régions o et a; olt
une hélice o de chacune des régions borde le sillon en se rapprochant aux extrémités.
Des feuillets B, de chacune des régions, forment le plancher du sillon (Bjorkman et al.,
1987). Un peptide d’une longueur de 8 a 10 acides aminés se fixe sur la longueur par des
résidus d’ancrage, majoritairement situés aux extrémités, a des poches dans le sillon. Les
peptides sont retenus par des ponts hydrogénes réalisés entre les chaines latérales des a.a.
du peptide et de ceux formant les poches du sillon. Les extrémités du peptide sont
solidement encrées a I’intérieur du CMH. Le peptide a également la particularité de

former une arche surélevée au centre.

Les peptides retrouvés sur les CMH de classe I proviennent de protéines
synthétisées de fagon endogéne dans le cytosol de la cellule et dégradées par un complexe
protéolytique, le protéasome. Ces fragments sont alors amenés dans le réticulum
endoplasmique (RE) par une composante du systeme de transport, TAP. Les CMH
de classe I sont synthétisés dans le RE et y demeurent jusqu'a ce qu’un peptide se fixe
dans le sillon de maniére a stabiliser le complexe. Le complexe peptide/CMH est alors

transporté a la surface de la cellule par ’appareil de Golgi (Thorsby, 1999).

Les HLA de classe II se retrouvent aussi sous trois formes, HLA-DP, DQ et DR.

L’équivalent chez la souris sont les génes H2 I-A et I-E. Les CMH de classe II se
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Figure 3. Schéma des complexes majeurs d’histocompatibilité (CMH) de classe I et
de classe II.
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retrouvent a la surface de cellules spécialisées dans la présentation d’antigénes, soit les
CPA (cellules présentatrice d’antigénes). Les CPA regroupent les cellules B, les
macrophages, les cellules dendritiques et les monocytes. Les CMH de classe II sont
constitués de deux chaines ancrées dans la membrane, une chaine o et une chaine f,
composée chacune de deux régions. Les deux chaines sont associées ensemble par un
lien non-covalent (Figure 3). Le sillon peptidique est semblable au sillon des CMH de
classe I & I’exception qu’il est formé des régions o et 3; et que les extrémités sont
ouvertes (Stern et Wiley, 1994). Le peptide est d’une longueur variant de 10 a 25 acides
aminés et adopte une conformation semblable a une hélice de polyproline de type-II
(Stern et Wiley, 1994). Le peptide est fixé par des résidus d’ancrage retrouvés a des
distances variables des extrémités laissant celles-ci libres. De plus, le peptide est plus
profondément ancré dans le sillon peptidique, comparativement au CMH de classe 1, et
les interactions ne se font pas uniquement avec les chaines latérales mais aussi avec les

atomes du squelette du peptide.

Les peptides retrouvés sur les CMH de classe II proviennent de protéines de
pathogénes synthétisées dans des vésicules intracellulaires ou encore de protéines
exogénes. Les vésicules infectées ou formées suite a ’endocytose des protéines exogenes
vont s’acidifier ce qui va activer des protéases qui vont dégrader les protéines en peptides.
Les CMH de classe II sont aussi synthétisés dans le RE comme les CMH de classe I mais
grice a une protéine qui les stabilise, la chaine invariante (li), ils amorcent leur transport
vers la surface cellulaire sans avoir fixé de peptide. Ce n’est que lorsque la vésicule
contenant le CMH fusionne avec une vésicule acide contenant des peptides que la fixation
d’un peptide est possible. Suite a la fusion, la chaine invariante est clivée, ne laissant
qu’un petit fragment, CLIP, dans le sillon peptidique. C’est la molécule HLA-DM,
présente dans la méme vésicule que le CMH, qui catalyse le transfére de CLIP pour un
peptide. Le complexe peptide/CMH peut alors étre transporté a la surface de la cellule
(Thorsby, 1999).

Comme une molécule de CMH ne lie pas le peptide par tous ses acides aminés,

plusieurs peptides peuvent avoir un ou des résidus d’ancrage nécessaire a sa liaison. Une
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molécule lie donc un groupe de peptides possédant des résidus d’ancrage de méme nature.
Il n’est pas nécessaire que ce soit le méme a.a. mais il doit posséder des caractéristiques

similaires (Thorsby, 1999).

1.3.1.1 Grande variabilité des molécules du CMH

Les CMH varient sous deux différents aspects, ils sont a la fois polygéniques et
polymorphiques. Ils sont polygéniques puisqu’ils sont codés par plusieurs génes (il
existe plusieurs CMH de classe I (A, B et C) et de classe II (DP, DQ et DR)). De plus, la
molécule DR posséde deux loci de la chaines B. Les génes du CMH sont également
polymorphiques puisqu’il existe plusieurs all¢les pour chacun de ces geénes, certains loci

comptes des centaines d’alleles (Bodmer et al., 1997).

Les génes du CMH sont d’ailleurs les plus polymorphes connus. Il n’y a que la
chaine DRa qui n’a pas de variant, elle est monomorphe. Comme chaque individu
posséde deux alléles pour chacun des locus, pour lequel il est souvent hétérozygote, le
polygénisme combiné au polymorphisme permet I’expression de six différentes

molécules de CMH de classe I et de huit molécules de classe II (parfois plus).

Le polymorphisme est principalement localisé au sillon peptidique (Rammensee et
al., 1995). Les points les plus variables sont situés aux endroits les plus exposés du sillon
c’est-a-dire les endroits qui entrent en contact avec le peptide ou le TCR. La variabilité
des différents CMH se fait particuliérement sentir dans les poches qui accueillent les
chaines latérales des a.a. des peptides. Les différentes tailles, formes et charges que
peuvent prendre ces poches vont influencer quel type acides aminées elles peuvent

accueillir et donc quel profil de peptide le CMH peut lier.

1.3.2 Interaction TCR /pCMH

Les premieres structures cristalographiées de complexe TCR/pCMH sont apparues
en 1996 (Garboczi et al., 1996; Garcia et al., 1996). 11 existe depuis uniquement 11

structures de ces complexes qui représentent seulement 6 TCR différents. Il n’y a pas eu
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Figure 4. Nombre cumulatif de structure de CMH, de TCR et de complexes
TCR/pCMH cristallographiés au cours des années. (Rudolph et Wilson, 2002)
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d’augmentation spectaculaire comme ce fut le cas aprés les premiéres cristallographies de
complexes peptide/CMH (Rudolph et Wilson, 2002) (Figure 4). Cette réalité démontre

bien la difficulté a produire le TCR sous une forme soluble et en quantité suffisante.

Le TCR entre en contact, en général, avec le complexe peptide/CMH dans une
orientation diagonale. Il existe par contre une légéere différence entre une interaction avec
un CMH de classe I ou de classe II (Rudolph et Wilson, 2002). Un complexe fait
cependant exception en ayant été récemment décrit avec une orientation orthogonale
(Reinherz et al., 1999). De plus, I’orientation s’inscrit dans le sens ot le domaine Vo est
toujours plus prés de I’extrémité N-terminal du peptide et le domaine VP de ’extrémité
C-terminale (Hennecke et Wiley, 2001). En plus de tourner (twist) par rapport au plan du
CMH, le TCR s’incline (tilt) et bascule (roll) par rapport a ce dernier. Le TCR présente
donc une déviation dans les trois plans lorsqu’il se lie & un complexe peptide/CMH
(Figure 5a). Cette déviation peut s’expliquer par I’inclinaison des domaines variables du
CMH qui constituent la niche peptidique (Ding ef al., 1998; Teng et al., 1998). Elle peut
également étre influencée par 1’inclinaison des domaines variables du TCR lui-méme

(Rudolph et Wilson, 2002).

Les régions du TCR ne sont pas toutes impliquées au méme niveau dans la
reconnaissance du pCMH (Figure 5b). Le domaine variable de chaque chaine est
constitué de trois régions plus importante dans la reconnaissance soit les CDR1, 2 et 3
(régions déterminant la complémentarité). Les CDR3 sont situés au centre du site de
reconnaissance et sont les régions les plus variables puisqu’elles sont composées de la
jonction des segments ¥.J pour la chaine o et ¥DJ pour la chaine 8. Les CDR2 sont les
plus & I’extérieur du site de reconnaissance alors que les CDR1 sont entre ceux-ci et les
CDR3 (Reinherz et al., 1999). Le CDR1 et le CRD2 sont codés & méme le génome et se
retrouvent dans la région variable des chaines a et B du TCR. Lorsque les différents
complexes cristalographiés sont comparés, on remarque que le CDR3 de la chaine 8
entre en contact avec le complexe pCMH beaucoup plus souvent que les CDR1 et 2 de la

méme chaine. Dans le cas de la chaine o, c’est le CDR2 qui n’a presque pas de contact
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Figure 5. Complexe TCR/pCMH. A) Structure en trois dimensions du complexe 2C-
K°-SIYR. Le TCR est au dessus, chaine o en rose et chaine B en bleu pile alors que le
CMH est en dessous en vert avec la B,-microglobuline en vert foncé. Le peptide est en
jaune. Les boucles CDR du TCR sont aussi identifiées; 1o en bleu, 2a en violet, 3o en
vert, 1B en bleu péle, 2 en rose, 3p en jaune (Degano ef al., 2000). B) Orientation du
TCR et emplacement des CDR lors de la reconnaissance du complexe p/CMH (adapté de
(Hennecke et Wiley, 2001)).
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avec le pPCMH. De fagon générale, c’est la boucle CDR3 qui est la plus impliquée dans
les contacts avec le pPCMH (Rudolph et Wilson, 2002). De plus, c’est cette méme boucle
qui entre le plus souvent en contact avec le peptide. La relation entre la boucle CDR3 et
le peptide était prévisible puisque le peptide est 1’élément le plus diversifié dans le
complexe et que la boucle CDR3 représente I’endroit le plus variable du TCR. La boucle
CDRI entre aussi en contact avec le peptide mais également avec le CMH, tout comme
CDR3. Il n’y a que CDR2 qui n’entre pas en contact avec le peptide (Hennecke et Wiley,
2001).

De plus, ce n’est pas tout le peptide qui entre en contact avec le TCR.
Habituellement seulement 2 & 5 chaines latérales vont étre impliquées dans un contact
direct avec le TCR. Dans le cas du CMH de classe I c’est évidemment les résidus
débordant du sillon qui vont étre les plus impliqués. Ces résidus représentent les points
chauds fonctionnels de I’interface TCR/pCMH, particuliérement les positions P4, P6 et
P7 dans un peptide de 8 acides aminés. Pour le CMH de classe II, les chaines latérales
impliquées sont plus dispersées le long du peptide et représentent les positions P-1, P2,
P3, P5 et P8 (Rudolph et Wilson, 2002).

Un TCR n’est pas spécifique a un seul complexe peptide/CMH. Cette
particularité est esssentielle afin que les lymphocytes T puissent réagir dans un délai
rapide 4 la multitude de peptides qui leur sont présentés. Ce sont plutdt les signaux
engendrés par la liaison a différents complexes peptide/CMH qui vont définir le type de
réponse de la cellule T. Par exemple, une substitution d’une arginine pour une lysine
dans le peptide dEV8 lors de la reconnaissance de H-2K" par le TCR 2C n’a pas eu
d’effet notable sur la structure du complexe mais a eu des conséquences spectaculaires

sur la cytotoxicité de la réponse cellulaire (Degano et al., 2000).

Ces études avec des TCR et des complexes p/CMH solubles a également permis
de mesurer I’interaction entre ceux-ci. Avec les composantes solubles, il a été possible de
réaliser des tests d’interactions récepteur-ligand avec la technologie de résonance

plasmatique en surface (SPR-surface plasmon resonance). Ces études ont permis de
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caractériser la liaison TCR/pCMH comme étant de faible affinité, avec une cinétique

lente et avec de haut niveau de réactivité croisée (Davis et al., 1998; Willcox et al., 1999).

1.3.2.1 Le contact physiologique

Les différents parametres décrits précédemment concernent le contact d’un
récepteur de cellule T sous forme soluble avec un complexe peptide/CMH tout aussi
soluble. Or, dans un contexte physiologique, le contact s’établit plut6t entre deux cellules
et implique donc plusieurs autres protéines. Il est connu depuis assez longtemps que le
TCR avait des co-récepteurs, soit la molécule CD4 et CD8 (Portoles et al., 1989). Ces
molécules reconnaissent respectivement les CMH de classe II et de classe I. Les co-
récepteurs n’orientent pas la liaison du TCR avec un complexe peptide/CMH mais
stabilisent, renforcent plutét une liaison déja existante. La liaison du TCR avec son

ligand est indépendante de la liaison de CD4 ou CD8 avec un CMH (Gao et al., 2002).

Il est vrai que les molécules CD4 et CD8 sont impliquées directement dans la
formation du complexe TCR/pCMH mais d’autres protéines interviennent également de
maniére indirecte. Il a ét€ démontré, il y a quelques années, que la région de contact entre
une cellule T et une CPA contenait différentes protéines dans des regroupements
particuliers. Cette région de contact est une synapse immunologique (Delon, 2000). La
synapse immunologique est un contact complexe qui comprend plusieurs étapes de
formation et implique divers types de molécules (Bromley et al., 2001). La synapse est
en fait composée de plusieurs regroupements supramoléculaires de molécules activatrices
nommé SMAC (supramolecular activation cluster) (Figure 6). Au centre de la synapse,
les cSMAC sont enrichis de deux a trois fois en TCR et en complexes peptide/CMH
(Grakoui et al., 1999; Monks et al., 1998). On y retrouve aussi de petites molécules
comme CD2 et CD58. En périphérie on retrouve plutdt des molécules d’adhésion comme
I’intégrine LFA-1 et son ligand ICAM-1 (Grakoui et al., 1999). L’anneau formée en
périphérie aurait pour but d’éloigner les molécules avec des trop gros domaines
extracellulaire qui pourrait empécher le contact TCR/pCMH qui rapproche les cellules a

environ 15 nm (van der Merwe, 2000).
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1.4 PRODUCTION DE TCR CHIMERIQUES

L’obtention de complexes cristallographiés est difficile puisque le TCR n’existe
pas sous forme soluble comme c’est le cas pour les immunoglobulines, les récepteurs de
cellules B. Pour obtenir des TCR solubles il a fallu attendre le développement de la
biologie moléculaire. Les premiéres structures d’anticorps remontent a la fin des années
70, début des années 80 (Amzel et Poljak, 1979; Davies et Metzger, 1983) alors qu’il a
fallu attendre jusqu’en 1996 pour obtenir un hétérodimére de TCR (Garcia et al., 1996).
Des fragments de TCR que ce soit des domaines, Vo et V3 ou encore une chaine, la
chaine {3, ont été produits & défaut de pouvoir le produire en entier. Depuis, il n’y a
toujours pas eu d’explosion du nombre de structure comme ce fut le cas pour les
anticorps, pour la simple raison qu’il n’existe pas encore de méthode générale efficace

pour tous les TCR.

Certaines caractéristiques des TCR, en plus de sa forme uniquement membranaire,
compliquent la tdche lors de I’expression de celui-ci. Premiérement, le TCR est un
hétérodimere et le pairage de ses chaines n’est pas trés efficace (faible affinité)
comparativement aux anticorps. De plus, le TCR est stabilisé par le complexe CD3 lors
de son expression a la surface des cellules. Afin de remédier a ces contraintes, plusieurs
approches ont été tentées. Certains ont lié les domaines extracellulaires & un lien clivable,
naturel ou ajouté, comme le lien GPI (Corr et al., 1994; Turner et al., 1990), ou encore la
partie transmembranaire et cytoplasmique de la chaine-{ CD3 (Chung et al., 1994; Engel
et al., 1992; Seth et al., 1994). D’autres ont fusionné les domaines extracellulaires au
domaine constant des anticorps (Gregoire et al., 1991; Weber et al., 1992) ou a des motifs
leucines (leucine zippers) (Chang et al., 1994). Des équipes ont méme complétement
évité le probleme de pairage en exprimant uniquement les domaines variables (Vo/B)
sous la forme d’un scFv (Grégoire, Malisen et Mazza, 1996) ou encore sous la forme d’un
TCR de trois domaine (Va.VBCP) (Chung et al., 1994; Plaksin et al., 1997). Dans ces
cas, les domaines variables étaient liés par une charni¢re flexible. Il a été démontré que la
région constante pouvait avoir un réle dans le bon repliement et/ou la stabilisation du

scTCR (Chung et al., 1994).



29

La difficulté majeure dans la production de TCR demeure d’obtenir une grande
quantit¢é de TCR dans la bonne conformation. Lors de production pour la
cristallographie, I’homogénéité des sucres ajoutés au TCR, par N-glycosylation, est
également un facteur important. Presque tous les systémes d’expressions ont été utilisés.
Le plus répandu est I’expression dans E. coli, un syst¢tme qui permet de haut niveau
d’expression a faible colt et qui élimine également la présence des sucres qui sont
habituellement ajoutés par glycosylation. La majorité des TCR produit a I’aide de ce
systéme a été reformée a partir de corps d’inclusion (Ding et al., 1998; Garboczi et al.,
1996; Hennecke et al., 2000; Reinherz ef al., 1999). Le processus de renaturation est une
technique empirique qui ne donne pas toujours de bon rendement. Une seule équipe a
réussi a produire un hétérodimere de TCR sécrété par E. coli avec de bon rendement
(Golden et al., 1997). Les cellules d’insecte, de Drosophila melanogaster, ont aussi été
employées, principalement pour son systéme de glycosylation plus simple que celui des
cellules de mammifére. Les protéines y sont généralement glycosylées de maniére plus
petite et plus simple (Roberts e al., 1998). Pour ’instant un seul TCR, le 2C, a été
cristallographi€ suite a une production avec des cellules d’insecte (Garcia et al., 1996).
L’infection au baculovirus a aussi été utilisée comme systéme d’expression avec les
cellules sf9 ou High 5 (Chang et al., 1994; Kappler ef al., 1994). Certaines €quipes ont
également utilisé les cellules de mammiféres. Parfois un ou plusieurs sites de N-
glycosylation ont été éliminés de la séquence du TCR pour favoriser la formation de bons
cristaux. Les cellules myélomateuses, COS ou CHO sont quelques-unes des cellules qui
ont été utilisées. Afin d’augmenter 1’efficacité de sécrétion d’un TCR, une équipe a
méme utilisé la présentation en surface (yeast surface display) de levure (S. cerevisiae)
afin de prédire la stabilité thermodynamique de TCR ayant des mutations (Shusta et al.,
1999).

Peu de TCR ont été produit en quantité et en qualité intéressante pour étre
cristallographié (Tableau 1) mais plusieurs tentatives, alliant une ou plusieurs des
approches mentionnées ci haut, ont été utilisées pour ces mémes TCR ou pour d’autres.
Sept années apres la premiére structure, la production de TCR soluble est encore une

approche empirique et fastidieuse ot la solution est presque spécifique a chaque TCR.



Tableau 1. Liste des TCRaf cristallographiés.
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TCR lié complexe Forme Systéme Référence
p/CMH d’expression
HLA-A2/Tax (Garboczi et al.,
1996)
A6 | HLA-A2/TaxP6A | Hétérodimére |E. coli (corps
HLA-A2/TaxV7R d’inclusion) (Ding et al., 1999)
HLA-A2/TaxY8A
2C | Non Hétérodimeére (Garcia et al.,
Motif a leucines | D. melanogaster | 1996)
H-2K"/dEV8 (Garcia et al.,
1996)
H-2K"/SIYR (Degano et al.,
2000)
N15 | Non (Fab-H57) Hétérodimeére Cellule CHO (Wang et al.,
1998)
D10 | Non Chaine unique | E. coli (corps | (Reinherz et al.,
d’inclusion) 1999)
I-A*/CA (Reinherz et al.,
1999)
HA1.7 | HLA-DR1/HA Hétérodimeére | E. coli (corps | (Hennecke et al.,
HLA-DR4/HA d’inclusion) 2000)
BM3.3 | H-2K"/pBM1 ScFv Cellules (Reiser et al.,
myélomateuses 2000)
B7 | HLA-A2/Tax hétérodimere E. coli (corps | (Dingetal., 1998)
d’inclusion)
KBS5- | Non (Fab-Desiré 1) | ScFv Cellules (Housset et al.,
C20 myélomateuses 1997)
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1.5 MODELE BASE SUR LA CELLULE T 2.102

La cellule T 2.102 fait partie d’un modele basé sur la reconnaissance de I’allele d de
la chaine B de ’hémoglobine de souris (HbB?) par des clones de cellules T et des
hybridomes. Les cellules du modéle, dont la cellule T 2.102, reconnaissent comme
peptide immunodominant les acides aminés 64 a 76 de I’hémoglobine de souris, Hb(64-
76), lorsque présenté par la molécule de classe II I-E* (Lorenz et Allen, 1988). La cellule
T 2.102 a également été décrite comme reconnaissant les molécules de classe II I-E,
définissant par le fait méme un modéle d’alloréactivité (Daniel et al, 1998a).
L’allomimotope EPM est une séquence de 13 acides aminés mimant le peptide impliqué
dans I’alloréactivité de la cellules T 2.102, et ayant été identifié a I’aide d’une banque de
peptides combinatoires (Daniel et al., 1998b). La cellule T 2.102 peut donc reconnaitre le
complexe Hb(64-76)/1-E* de fagon naturelle et le complexe EPM/I-EP par
alloreconnaissance. Des lignées cellulaires ainsi que des lignées de souris ont été
générées afin de permettre d’étudier les voies d’alloréactivité in vivo lors de greffe de

peau.

1.5.1 Le TCR 2.102

Le complexe Hb(64-76)/I-E¥ a déja fait I’objet d’études biologiques et
biochimiques importantes ainsi que la liaison du TCR 2.102 avec celui-ci (Evavold et al.,
1992; Fremont et al., 1996; Lorenz et Allen, 1988). Il est connu que quatre résidus du
peptide sont impliqués dans la liaison avec le CMH, et cinq avec le TCR. De plus, c’est
le CDR3 qui est principalement implique dans la reconnaissance. Dans le cas de la
liaison du TCR 2.102 avec EPM/I-EP, les caractéristiques biologiques ont aussi été
étudiées (Daniel ef al., 1998b). Il en a été conclu que les résidus polymorphiques situes
sur les hélices o de la molécule de classe II I-E, CMH allogénique dans le modéle,
participent également lors du contact. Leur participation modifie probablement le rdle
des autres points de contact ce qui a comme conséquence d’élargir le spectre de
spécificité pour la portion centrale du peptide. Les résidus P3 et P5, qui sont au centre du

contact avec le TCR sont spécifiques mais beaucoup plus flexible que dans la liaison avec
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Hb(64-76)/I-E*. L’obtention du sc2.102 sous une forme soluble cristallisable serait trés
utile pour confirmer et compléter les connaissances en déterminant 1’orientation du TCR
lors du contact avec les différents ligands et les points réels de contacts. La forme soluble
permettrait également de déterminer avec différents tests, I’affinité du TCR2.102 avec les
ligands ainsi que les vitesse d’association (Koq) et de dissociation (Kos). Toutes ces
informations permettraient de mieux comprendre les différences et similitudes

d’interaction entre I’alloligand et le ligand.



2 MATERIEL & METHODES



Liste des produits commerciaux utilisés

2-B-mercaptoéthanol (ICN)

Acétate de potassium (ICN)

Acétate de sodium (J.T. Baker Chemical)
Acide acétique glaciale (Fisher)
Acrylamide (ICN)

Agar (ICN)

Agarose (Fisher)

Ampicilline (ICN)

Ase 1 (New England BioLabs)

Azide de sodium (Sigma)

BamH 1 (New England BioLabs)

Bleu brillant de coomassie R250 (Sigma)
Bleu de bromophénol (Sigma)
Bromure d’éthidium (ICN)

BSA (Fisher)

BSA réaction enzymatique (New England BioLabs)
BspH I (New England BioLabs)

BstB 1 (New England BioLabs)
DMEM (Gibco BRL)

dNTPs (Amersham Pharmacia Biotech)
Dpn 1 (BOEHRINGER MANNHEIM)
EcoR I (Amersham Pharmacia Biotech)
EcoR V (New England BioLabs)
EDTA (ICN)

Ethanol (Fisher)

Extrait de levure (ICN)

GENECLEAN II (BIO 101, Inc).
GENECLEAN Spin Kit (BIO 101, Inc)
Geneticin® (G-418) (Gibco BRL)
Glucose (BDH)

Gluta-MAX™-] (Gibco BRL)
Glycérol (ICN)

Glycine (Sigma)

Hind 111 (Amersham Pharmacia Biotech)
Hpa 1 (New England BioLabs)
Imidazole (ICN)

Interleukine-2 (R&D System)

IPTG (ICN)

Kanamycine (ICN)

KCl (Merck)

KH,PO4 (J.T. Baker Chemicals)
Lysozyme (ICN)

MEMo (Gibco BRL)
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Méthanol (Fisher)
N’N’-bis-méthyléne-acrylamide (ICN)

NaCl (ICN)

NaOH (J.T. Baker Chemical)

Nco I (New England BioLabs)

Nde 1 (New England BioLabs)

Not 1 (Amersham Pharmacia Biotech)

Persulfate d’ammonium (Sigma)

Pfu (Stratagene)

Phosphatase alkaline-CIP (Amersham Pharmacia Biotech)
PI-PLC (Sigma)

Puromycine (Sigma)

RNAase pancréatique sans DNAase (Roche BOEHRINGER MANNHEIM)
RPMI 1640 (Gibco BRL)

Sal I (Amersham Pharmacia Biotech)

SDS (ICN)

Sérum bovin de veau- CBS (HyClone)

Sérum bovin foetal- FCS (HyClone)

Sma I (GibcoBRL)

Sodium de phosphate (Fisher)

Stu I (Amersham Pharmacia Biotech)

Sulfate de nickel (NiSO4) (ICN)

T4 DNA ligase (Gibco BRL)

T4 DNA polymérase (New England BioLabs)
T4 polynucléotide kinase (New England BioLabs)
TEMED (ICN)

Tétracycline (BOEHRINGER MANNHEIM)
Thrombine (Novagen)

Thymidine (méthyl->H) (ICN)

Tris base (Roche BOEHRINGER MANNHEIM)
Triton X-100 (ICN)

Tryptone peptone (DIFCO)

Vent (New England BioLabs)

Xba I (Amersham Pharmacia Biotech)

Xho I (Amersham Pharmacia Biotech)

Xyléne cyanol FF (Sigma)

Zéocin™ (Invitrogen)
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2.1 CELLULES

2.1.1 Souches de E. coli

Les différentes souches utilisées ont été cultivées a 37°C et avec du milieu LB
(Luria-Bertani) (1% (p/v) NaCl, 1% (p/v) Tryptone, 0,5% (p/v) extrait de levure, ajout de
1,5% (p/v) agar pour les milieux solides, autoclavé). Les cultures liquides ont été
oxygénées par agitation a 250 rpm. Des concentrations de 50 pg/ml d’ampicilline et 30
ug/ml de kanamycine ont été utilisées pour les cellules transformées avec un vecteur. Les

souches utilisées ainsi que leur génotype sont détaillées a la Tableau 2.

2.1.2 Cellules de mammifére

Toutes les cellules ont été incubées dans une étuve a 37°C avec 5% CO, dans une
atmosphére humide. Les cellules adhérentes ont été décollées avec un grattoir a cellules
ou avec du verséne (EDTA 0.01 M dans du PBS 1X (NaCl 0,8% (p/v), KCI1 0,02% (p/v),
KH,PO4 0,024% (p/v), Na,HPO4-7H,0 0,268% (p/v) 4 pH7.4)). Le détail des cellules

utilisées et de leur entretien spécifique est décrit a la Tableau 3.

2.2 VECTEURS

Trois vecteurs d’expression (pET-32b, pET-43.1b et pcDNA3.1) ainsi qu’un
vecteur de clonage (pBluescript® SK-) ont été utilisés lors de la construction des vecteurs
d’expression du sc2.102. Trois autres (2.1020/pSK-, TCRBshuttle et scTCR2.102/pSK-)
ont servit de base pour la construction de la séquence méme du sc2.102. Le
scTCR2.102/pSK- a été construit en joignant la séquence de la région variable de la
chaine o (V40ar) au domaine variable et constant de la chaine B (VB1CB1) a I’aide d’une
séquence qui permet 1’expression d’une région charniére composée du motif G4S répété

trois fois. Les vecteurs sont détaillés a la Tableau 4.



Tableau 2. Détails des différentes souches de E. coli utilisées.
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Cellules Génotype
SupE44 hsdR17 recAl endAl gyrA46 thi relAl lac
XL1Blue F’(proAB” lacl® lacZAM15 Tn10(tet")) (25 ug tétracycline/ml)
DHI10pB A(mrr-hsd RMS-mcrBC) mcrA recAl
F ompT hsdSp(rs” mg’) gal dem trxB15 : :Kan (DE3)
BL217rxB(DE3) | (15 pg kanamycine/ml)




Tableau 3. Détails des différentes cellules de mammifére utilisées.
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Cellules Description Entretien
Milieu DMEM avec 10% de
COS-7 Fibroblaste de rein de singe vert sérum bovin feetal et 2 mM de
d’Afrique transformé avec SV40 GLUTA-MAX™-]
Milieu MEMa avec 5% de
CHO-K1 Cellules épithéliales d’ovaires | sérum bovin feetal et 2 mM de
de hamster chinois GLUTA-MAX™-1
CH27 Lymphome B de souris
500 pg/ml
CH27 EP-EPM CH27 exprimant le CMH de G418 et 200 Milieu RPMI
classe II I-E” présentant le pg/ml 1640 avec 10%
peptide EPM Zeocin™ de sérum bovin
CH27 exprimant I’épitope 1 pg/ml de veau, 0,5 uM
CH27 mHEL-Hb | Hb(64-76) dans une construction | puromycine | 4¢ 2-ME et2 mM
membranaire GLUTA-MAX™.-1
G2B9 Hybridome T 2.102 de souris
Milieu RPMI
CTLL-2 Clone de cellule T dépendant de | IL-2 (dose 1640 avec 10%
I’interleukine-2 (IL-2) pour sa variable) de sérum bovin
croissance de veau et 2 mM
GLUTA-MAX™-1]




Tableau 4. Détails des différents vecteurs utilisés.
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Vecteurs Description Résistance chez les
(Origine) bactéries
2.1020/pSK- ADNc de la chaine o du TCR Ampicilline
(P.Allen) 2.102 dans le vecteur pSK-
pBluescript® SK- | Vecteur de sous-clonage, grand site Ampicilline
(Stratagene) de clonage multiple
Promoteur CMYV et site de Ampicilline et Zeocin™
pcDNA3.1 polyadénylation BGH chez les cellules de
(Invitrogen) mammifére
Contient la séquence de la
pET-32b thiorédoxineA en N-terminal de la Ampicilline
(Novagen) région codante sous le contrdle du
promoteur T7/ac
pET-43.1b Contient la séquence de NusA en Ampicilline
(Novagen) N-terminal de la région codante
sous le contrdle du promoteur
T7lac
Séquence du sc2.102
scTCR2.102/pSK- | (Va4VB1CB1) sous la forme d’une Ampicilline
(au laboratoire) chaine unique, dans pSK-
Séquence du CB1 de TCR avec en
TCRfshuttle C-terminal la séquence permettant Ampicilline
(P. Allen) ’ajout d’un lien GPI, dans le

vecteur pKS-
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2.3 ANTICORPS

La liste des anticorps utilisés soit pour le marquage en cytométrie en flux ou pour
la révélation d’une immunoempreinte est a la Tableau 5. La S-protéine (ribonucléase)
biotinylée, protéine de 104 acides aminés obtenue de Novagen, a aussi été utilisée pour

identifier les protéines ayant le marqueur S-protéine, une séquence de 15 acides aminés.

2.4 OLIGONUCLEOTIDES

Tous les oligonucléotides ont été synthétisés par le laboratoire de Frangois Shareck
de P’INRS-Institut Armand-Frappier a I’exception de T7 term, synthétisés par la
compagnie Alpha DNA. La séquence des différents oligonucléotides est disponible a la
Tableau 6.

2.5 MODIFICATION DE L’ADN

2.5.1 Digestion avec des enzymes de restrictions

L’ADN a été digéré avec 5 & 20 U des différentes enzymes dans un tampon qui
assure une bonne efficacité (recommandation du fournisseur). Le volume final a été
toujours suffisant pour maintenir un maximum de 10% de glycérol, provenant des
solutions d’enzymes. Pour certaines enzymes de la BSA 1X (0,1 mg/ml) a été ajoutée a
la solution de réaction. Les digestions ont été réalisées a 37°C pendant 1 heure sauf

exception pour la digestion impliquant Sa/ I qui a été réalisée pendant 16 a 20 heures.

2.5.2 PCR

La réaction de polymérisation en chaine permet ’amplification d’une séquence et
aussi la modification de celle-ci & 1’aide des amorces. Un PCR d’extension permet

d’ajouter des nucléotides a la séquence alors qu’un PCR de chevauchement permet de



Tableau 5. Liste des anticorps utilisés.
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Spécificité Clone Isotype Conjugué Provenance
Anti-CD16/32 2.4G2 IgG2b, k de Non PharMingen
(FeyIII/IT) rat
Anti-chaine o du 14.4.4 IgG2a de Non Produit au
CMH I-E de souris souris laboratoire
Anti-chaine B de H57-597 IgG de Biotine PharMingen
TCR de souris hamster
Anti-IgG2a de 5.7 IgG3 de Biotine PharMingen
souris(lgh-1b) souris Balb/c
Anti-IgG de souris N.D. N.D. Peroxydase de Sigma
rainfort type VI
Anti-IgG de souris N.D. IgG de chevre FITC Cerderlane
(H+L)
Anti-polyhistidine HIS-1 IgG2a de Non Sigma
souris
Streptavidine / / FITC PharMingen
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Tableau 6. Liste des oligonucléotides utilisés.

Nom Séquence
2.102PLAP 5°-G GGG CGC CAG ATG GTG ATG GTG ATG-3°
NcolNcol/sc2.102 5’-CCA TGG CCA TGG ACG ATT CAG TG-3’
PLAP+2 5’- CAC CAT CAC CAT CAC CAT CTG GCG CCC CCC
GCC-3°
RGS(H)s 5’-GAA TTC CTA ATG GTG ATG GTG ATG GTG GGA
GCCCCGTTTTTT CTT GTC TGC TCG GCC CCA-¥
SallSall 5’-GTC GAC GTC GAC ATG AAT ACT TCT CCA GTT TTA
G-3’
Sma2.102 5°-CCC CGG GCT ATG GAT TCA GTG AC-3
T7 term 5’-GCT AGT TAT TGC TCA GCG G-3°
Xho2.102 5°-CTC GAG CTC GAG ATG AAT ACT TCT-3’
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joindre deux séquences ensemble. Pour réaliser la réaction, I’ADN parental a été mis en
présence de I’ADN polymérase choisit soit la Pfu ou la Vent, de leur tampon de réaction
1X, de 50 pmol de ’amorce sens (+) et de 1’amorce antisens (-) et de 10 mM de
nucléotides (ANTPs) (10 mM dATP, 10 mM dTTP, 10 mM dGTP, 10 mM dCTP dans du
Tris-HC] 10 mM). La réaction a débuté en dénaturant les brins parentaux en chauffant a
94°C pendant 2 minutes. Ensuite ont débuté les cycles d’élongation. Le cycle a
commencé en chauffant & 94°C pendant 30 secondes pour désapparier les double brins
éventuellement formés. Ensuite, les amorces se sont appariées aux brins d’ADN & une
température variant entre 50°C et 70°C pendant 30 secondes. Finalement I’élongation a
été réalisée a la température optimale pour la polymérase (72°C pour la Pfu et 75°C pour
la Vent) et a durée environ une minute par kb & amplifier. Trente cycles ont été réalisés
par PCR. La réaction a été terminée par une amplification supplémentaire de 10 minutes.
Pour le PCR de chevauchement, deux PCR d’extension différents ont été réalisés afin de
créer le segment situé en 5’ et celui situé en 3’de la séquence finale. Ensuite, un
troisieme PCR a été réalisé afin de joindre les deux segments en utilisant ceux-ci comme
ADN de départ afin de créer un brin nouveau comprenant les deux segments. Des
amorces, situées a chaque extrémité de la séquence finale, ont aussi été ajoutées afin de

générer suffisamment de la nouvelle séquence.

2.5.3 Ligation

Dans la construction des différents plasmides, le vecteur déphosphorylé et I’insert,
dans un ratio qualitatif de 1 : 3, ont été ligués ensemble en ajoutant 0,5 U de T4 DNA
ligase et son tampon de ligation 1X. Lorsque les extrémités étaient franches, I’incubation
a été faite a 14°C pour la nuit alors que lorsque les extrémités étaient cohésives,

’incubation a été faite 4 22°C pendant une a deux heures.

2.5.3.1 Déphosphorylation/Phosphorylation (kinase)

Pour augmenter les chances d’obtenir une ligation réussie, deux approches ont été
employées. Premi¢rement, les vecteurs ont été¢ déphosphorylé afin d’éviter que ceux-ci

ne se liguent avec eux-méme. Le vecteur a été mis en présence phosphatase alcaline
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d’intestin de veau pendant 30 minutes & 37°C et ’enzyme a ensuite été inactivée pendant
15 minutes a 85°C. Deuxiémement, certaines amorces ont été kinasées afin d’augmenter
I’efficacité de ligation d’un produit de PCR avec un vecteur aux extrémités franches. Les
amorces ont été mises en présence de T4 polynucléotide kinase qui a été activée pendant

30 minutes a 37°C et inactivée par la suite pendant 20 minutes & 75°C.

2.6 TRANSFORMATION DE L’ADN DANS E. coLI

2.6.1 Préparation des bactéries compétentes

Il est important de préparer les bactéries en fragilisant leur membrane pour
permettre une bonne transformation de celles-ci avec I’ADN. Un inoculum a d’abord été
étalé sur un plat de Pétri et incubé pour la nuit. Une colonie isolée a été prélevée pour
ensemencer 3 ml de milieu SOB sans Mg (2% (p/v) bacto-tryptone, 0,5% (p/v) extrait de
levure, 0,05% (p/v) NaCl, 0,250 mM KCl, autoclavé) avec I’antibiotique appropri€ et la
culture a été incubée pendant 6 a 8 heures. Cette culture a été utilisée pour obtenir 400 ml
de culture dont la densité optique & 600 nm était de 0,6 a 0,7 (phase exponentielle de
croissance). La mesure a été faite avec 1’appareil LKB-Ultrospec III de Pharmacia
(Amersham Pharmacia Biotech). Les bactéries ont été placées sur glace pendant 30
minutes et ensuite centrifugées a 4000xg pendant 20 minutes & 4°C. Le culot de bactéries
a été remis en suspension dans 125ml ddH,O stérile froide et centrifugé a nouveau dans
les mémes conditions. Le culot a été alors remis en suspension dans 125ml de glycérol
10% (v/v) froid et centrifugé. Le culot a été remis en suspension dans le glycérol résiduel
et le volume amené jusqu’a 1,5ml avec le glycérol 10% (v/v). Des aliquotes de 50ul ont

été congelées dans un mélange de glace séche et d’éthanol et placées a -80°C.

2.6.2 Transformation par électroporation

Toutes les étapes ont été effectuées sur glace et le plus rapidement possible afin de
favoriser I’entrée de I’ADN dans les bactéries. Les souches XL1blue ou DHI108 ont été

utilisées pour produire les différents vecteurs. Un volume de 20 ul de bactéries
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compétentes a été ajouté a 4 ul d’ADN. Ensuite, le mélange a été soumis 4 un courant
électrique grice a I’appareil Cell-Porator® E. coli Pulser de Life Technologies
(Invitrogen). Les bactéries ont été récupérées avec 1 ml de milieu LB et incubée de 30 a

45 minutes pour étre ensuite étalées sur plat de Pétri.

2.7 ANALYSEDEL’ADN

2.7.1 Electrophorése sur gel d’agarose

L’ADN a visualiser a d’abord été dilué 1/6 avec du tampon de chargement 6X
(0,25% bleu de bromophénol, 0,25% xyléne cyanol FF, 30% glycérol). L’ADN a ensuite
été chargé sur un gel d’agarose. Le gel a été réalisé en ajoutant 1% (p/v) d’agarose dans
du tampon d’électrophorése Tris-acétate (TAE) (0,04 M Tris-acétate, 0,001 M EDTA).
Du bromure d’éthidium a été ajouté a raison de 0,5 pug/ml afin de marquer I’ADN, et le
gel a été coulé dans I’appareil Mini-Sub® cell GT Electrophoresis Cell de Bio-Rad. Le
marqueur utilisé a été le 1 Kb DNA ladder de Invitrogen. L’ADN a été visualisé grice a

’appareil GelDoc 1000 et du logiciel Molecular Analysis, tous deux de BioRad.

2.7.2 Séquengage de PADN

Toutes les constructions ont été vérifiées par séquengage. Le séquengage a été

réalisé par le laboratoire de Frangois Denis de I’'INRS-Institut Armand-Frappier.

2.8 CONSTRUCTION DES VECTEURS

Lors de la construction des différents vecteurs, les fragments d’ADN utilisés lors
de ligation ont été récupérés par extraction & partir de bande d’agarose a ’aide de
I’ensemble commerciale GENECLEAN II ou GENECLEAN Spin Kit. Le produit de
ligation a toujours été transformé dans les bactéries compétentes par électroporation et
I’ADN plasmidique a été extrait des clones par mini-préparation Maniatis (Sambrook et

Gething, 1989) pour permettre le criblage par digestion avec des enzymes de restrictions.
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2.8.1 sc2.102/pET-32b

2.8.1.1 sc2.102(Nco I)/pSK-

Un PCR d’extension a été réalisé sur le vecteur sc2.102/pSK- a I’aide des amorces
kinasées NcoINcol/sc2.102 (+), contenant le site Nco I, et T7 term (-) afin de générer un
sc2.102 avec un site Nco I en 5’ suivit de 1’ajout de deux nucléotides, afin de permettre
une expression en phase avec le géne de la thiorédoxineA. Le vecteur pSK-, digéré avec
EcoR V, et le produit de PCR sc2.102(Ncol) ont été ligués ensemble et les clones criblés
en effectuant une digestion avec X#o I et Nco I pour confirmer la présence du sc2.102

(Figure 7A).

2.8.1.2 Sous-clonage dans pET-32b

Le sc2.102 a été cloné dans le vecteur pET-32b puisque celui-ci permet
’expression d’une protéine en fusion en C-terminale avec la thiorédoxineA. Le vecteur
pET-32b, digéré Xho I et Nco 1, ainsi que le sc2.102(Ncol), du vecteur 2.102(Ncol)/pSK-
digéré Xho 1 et Nco I ont été ligués ensemble. Les clones ont été criblés en digérant
I’ADN avec Xho I et Nco I afin de confirmer la présence du sc2.102. Puisqu’un site Nco
I était présent avant la fin du sc2.102, la derniére portion était manquante. La correction a
été effectuée en remplagant la séquence de la construction erronée par la séquence
compléte présente dans le vecteur sc2.102(Nco I)/pSK-. Le vecteur sc2.102(Nco I)/pET-
32b, digéré Hind 111 et Xho 1, et le fragment Hind III/Xho I, du vecteur sc2.102/pSK-
digéré Hind 111 et Xho 1, ont été ligués ensemble. Les clones ont été criblés en digérant
I’ADN avec Hind 111 et Xho 1 (Figure 7B). Une midi-préparation d’ADN plasmidique a

été réalisée 4 1’aide de I’ensemble commercial MidiPrep.
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A)

EcoR 'V
NcolINcol/sc2.102
coINcol/sc 7 term
PCR - b + — sc2.102(Ncol)/
pSK-
sc2.102 de
sc2.102/pSK-
B)
Ncol Xhol Neol
Nco 1 Xho 1
| (Neo D) ™, sc2.102(Ncol)
+ pET-32b = /pET-32b
sc2.102 de

sc2.102(Ncol)/pSK-

Hind 111

Hind Il  Xhol
| |

sc2.102(Ncol)

+ /pET-32b s¢2.102/
sc2.102 de pET-32b

sc2.102/pSK-

Figure 7. Schéma de la construction du vecteur sc2.102/pET-32b. Construction du
vecteur A) sc2.102(Nco I)/pSK-, B) sc2.102/pET-32b.
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2.8.2 sc2.102/pET43.1b
2.8.2.1 sc2.102(Sma I)/pSK-

Un PCR d’extension a été réalisé sur le vecteur sc2.102 /pSK- avec les amorces
kinasées sma2.102 (+), contenant le site Sma I, et T7 terminator (-) afin de générer le
sc2.102 avec une site Sma I en 5°. Le vecteur pSK-, digéré EcoR V, et le produit de PCR
sc2.102(Sma I) ont été ligués ensemble et les clones ont été criblés en digérant ’ADN

avec Xho I afin de vérifier la présence du sc2.102(Sma) (Figure 8A).

2.8.2.2 Sous-clonage dans pET-43.1b

Le sc2.102 a été cloné dans le vecteur pET-43.1b puisque celui-ci permet
I’expression d’une protéine en fusion en C-terminale avec la protéine NusA. Le vecteur
pET-43.1b, digéré Sma 1 et Xho 1, ainsi que le sc2.102(Sma), du vecteur
sc2.102(Sma)/pSK- digéré Sma I et Xho 1, ont été ligués ensemble (Figure 8B). Les
clones ont été criblés en digérant I’ADN avec Xho I pour confirmer le succés de la
ligation . Une midi-préparation d’ADN plasmidique a été réalisée a I’aide de I’ensemble

commercial MidiPrep.

2.8.3 sc2.102PLAP/pcDNA3.1

2.8.3.1 sc2.102L/pSK-

La séquence codant pour le peptide signal a d’abord été ajoutée au sc2.102. Le
vecteur 2.1020/pSK- a été digéré avec EcoR I et Nde I afin de récupérer la séquence du
peptide signal. Le vecteur sc2.102/pSK- a été digéré avec Nde I et Xho 1 pour obtenir le
sc2.102. Le vecteur pSK- a aussi été digéré avec EcoR I et Xho I et ligué aux fragments
EcoR I/Nde I et Nde I/Xho I du sc2.102 (Figure 9A). Les clones ont été criblés en
digérant I’ADN avec EcoR I et Xho I pour vérifier la construction du sc2.102L (avec le
peptide signal- leader).
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A)

EcoR 'V
Smal
Sma2.102 T7 term
PCR - = + — sc2.102(Smal)/
pSK-
s¢2.102 de
sc2.102/pSK-
B)
Smal Xhol
Sma l Xho 1
l I SC2.102/
+ | pET-43.Ib pET-43.1b

sc2.102 de
sc2.102(Smal)/pSK-

Figure 8. Schéma de la construction du vecteur sc2.102/pET-43.1b. Construction du
vecteur A) sc2.102(Sma I)/pSK-, B) sc2.102/pET-43.1b.
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2.8.3.2 sc2.102RGS6H/pSK-

Un PCR d’extension a été réalisé sur le vecteur sc2.102L/pSK- avec les amorces
kinasées SallSall (+) et RGS(H)s (-), contenant la séquence codant pour le motif RGS(H)g
qui permet la reconnaissance & 1’aide d’un anticorps, et également pour trois lysines qui
augmentent la solubilité et la stabilité d’un scTCR (Garcia et al., 1997) afin de générer le
sc2.102RGS6H. Le vecteur pSK-, digéré EcoR V, et le sc2.102RGS6H ont été ligués
ensemble (Figure 9B) et les clones ont été criblés en digérant I’ADN avec EcoR I pour

vérifier la présence du sc2.102RGS6H.

2.8.3.3 sc2.102PLAP/pSK-

L’ajout de la séquence codant pour un site (PLAP) permettant le transfert du lien
glycosylphosphatidylinositol (GPI) a été fait par PCR de chevauchement. Le premier
PCR fut réalisé sur le vecteur sc2.102RGS6H/pSK- a I’aide des amorces Xho2.102 (+) et
2.102PLAP (-) contenant la séquence de chevauchement afin de générer le fragment 5°,
sc2.102. Le deuxiéme PCR a été réalisé sur le vecteur TCRBshuttle & ’aide des amorces
PLAP+2 (+) contenant la séquence de chevauchement et de T7 term (-) afin de générer le
fragment 3°, PLAP. Un troisiéme PCR fut réalisé afin de joindre les deux fragments et de
créer le fragment en entier. Ce troisieme PCR fut réalisé sur les fragments sc2.102 (5°) et
PLAP (3’) a I’aide des amorces Xho2.102 (+) et T7 term (-) afin de générer le
sc2.102PLAP. Le sc2.102PLAP produit par PCR, digéré Xho I et EcoR I, ainsi que le
vecteur pSK-, digéré Xho I et EcoR I, ont été ligués ensemble (Figure 9C). Les clones
ont été criblés en digérant I’ADN avec Xho I et EcoR I afin de vérifier la présence du
sc2.102PLAP.

2.8.3.4 Sous-clonage dans pcDNA3.1

Le sc2.102PLAP a été cloné dans le vecteur pcDNA3.1 puisqu’il permet une
expression constitutive dans les cellules eucaryotes. Le vecteur sc2.102PLAP/pSK- et le
vecteur pcDNA3.1 ont été digérés avec Xho I et Xba 1, ligués ensemble (Figure 9D) et les
clones ont été criblés en digérant ’ADN avec Xho I et Xba I. Une maxi-préparation

d’ADN fut réalisée a I’aide de I’ensemble commerciale MaxiPrep.



Figure 9. Schéma de la construction du vecteur sc2.102PLAP/pcDNA3.1.
Construction du vecteur A) sc2.102L/pSK-, B) sc2.102 RGS6H/pSK-, C) sc2.102
PLAP/pSK-, D) sc2.102PLAP/pcDNA3.1-.
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2.9 EXPRESSION DU SCTCR2.102

2.9.1 Induction a PIPTG chez E. coli

Une colonie a été utilisée pour ensemencer 3 ml de milieu contenant 1% de glucose
afin d’empécher I’expression basale. De cette culture, 30 ul ont été utilisés pour
ensemencer un autre 3 ml de milieu jusqu’a ce que la densité optique & 600 nm soit de 0,6
(phase exponentielle). L’expression a alors été induite en ajoutant de I’isopropyle B-D-
thiogalactopyranoside (IPTG) a une concentration finale de 0,5 ou 1 mM et I’incubation
poursuivit jusqu’au temps désiré. Un échantillon a été prélevé, centrifugé pendant 30
secondes & 12000xg et le surnageant ainsi que le culot ont été séparés et congelés a -20°C.

Un échantillon a également été prélevé avant induction pour servir de témoin.

2.9.2 Transfection des cellules de mammifére avec la Lipofectamine 2000

Des plateaux 6 puits confluant 4 95% ont été préparés en ensemengant ceux-ci avec
0,3x10° cellules par puits la veille de la transfection. Dans un ratiode 1:3 I’ADNet la
Lipofectamine 2000 dans du milieu, ont été ajoutés aux cellules et incubées 24 heures. A
ce moment, les cellules ont été criblées pour vérifier I’expression transitoire du transgene.
Pour I’obtention de lignées cellulaires stables exprimant le transgéne, les cellules ont été

sélectionnées, clonées et criblées.

2.10 PURIFICATION DU SCTCR

2.10.1 Séparation des fractions solubles et insolubles chez E. coli

Les protéines cytoplasmiques obtenues suite a 1’induction chez E. coli ont été
récupérées en ajoutant du tampon TE pH 8.0 au culot de bactéries décongelé pour le
remettre en suspension. Ensuite, une solution de Triton X-100 & 0,1% (v/v) et du
lysozyme & 100 pg/ul ont été ajoutés a la suspension bactérienne et le tout a été incubé

pendant 15 minutes & 30°C et ensuite déposé sur glace. La suspension a été traitée aux
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ultrasons pendant 30 secondes & une intensité d’environ 1,5 et ce, de 2 & 4 reprises ou
jusqu’a ce que la solution soit limpide. Le traitement a été réalisé & ’aide de la sonde
HS-418 et de I’appareil Sonicator® Ultrasonic Processor XL de Mandel. L’échantillon a
été ensuite centrifugé pendant 15 minutes & 12000xg et les fractions solubles (surnageant)

et insolubles (culot) ont été séparées et conservées a 4°C.

2.10.2 Clivage enzymatique
2.10.2.1 Thrombine

Les solutions de protéines ont été traitées avec la thrombine, diluée 1/200 dans son

tampon, pendant 16 a 18 heures a 22°C.

2.10.2.2 PI-PLC

Les cellules exprimant les protéines liées & la membrane par un lien GPI ont été
mises en suspension dans le tampon de suspension (10mM Tris-HCI et 144mM NaCl a
pH 7.4) et la phospholipase C spécifique au phosphatidylinositol (PI-PLC) a été diluée
dans le tampon de dilution (tampon de suspension avec 0,05% (p/v) de BSA). Les
cellules ont alors été traitées avec la PI-PLC, dans un rapport de volume de 1: 1, et
incubée pendant 3 heures a 37°C sous faible agitation, 100 rpm. Les protéines clivées ont
été ensuite récupérées en centrifugeant les cellules a 600xg pendant 5 minutes, les

protéines étant dans le surnageant. Les protéines ont été conservées a 4°C.

2.10.3 Immunoprécipitation

Les billes Streptavidine Sepharose™ High Performance de Amersham Pharmacia
Biotech ont été lavées au PBS 1X et centrifugées a 12000xg pendant 30 secondes. Les
billes ont été lavées encore 2 autres fois. Les billes ont ensuite été couplées a 20ul de S-
protéine biotinylée diluée dans du PBS 1X pendant 16 heures a 4°C sous agitation par
inversion & I’aide de I’appareil Roto-Rack® de Fisher. Les billes ont été lavées 3 fois et

incubées avec I’extrait de protéine pendant 2 heures & 4°C sous agitation par inversion.
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Le surnageant a été conservé a 4°C ainsi que les billes qui ont été préalablement lavées 3

trois fois avec du PBS 1X.

2.10.4 Chromatographie d’affinité avec chélation de métaux (nickel)

Une colonne Hi-Trap® chelating de 5ml de Amersham Pharmacia Biotech a été
utilisée pour réaliser la chromatographie. Toute la procédure a été réalisée a 4°C en
utilisant une seringue pour I’injection et en maintenant un débit d’environ 5 ml/minute.
La colonne a d’abord été lavée avec 5 volumes ddH,O. La colonne a ensuite été couplée
au nickel (Ni) en ajoutant 2,5 ml d’une solution de 0,1 M de NiSQ,. La colonne a été
lavée avec 5 volumes ddH,O. Le nickel ayant une couleur bleu-vert, il a été facile de
confirmer que celui-ci a bien été couplé a la colonne, puisqu’il n’est pas élué avec les

lavages.

La colonne a ensuite été équilibrée avec 10 volumes de tampon de départ (0,2 M
phosphate de sodium, 0,5 M NaCl a pH 7.4). Tout le volume de I’échantillon a été chargé
sur la colonne. La colonne a été lavée avec environ 5 volumes de tampon de lavage (0,2
M phosphate de sodium, 1M NaCl, 0,025 mM imidazole & pH 7.4) jusqu’a ce qu’il ne
sorte plus de protéine de la colonne. La présence des protéines a été vérifiée par un
dosage aux U.V. (§ 2.11.1). L’élution des protéines fixées & la colonne a été faite avec 2
volumes de tampon d’élution (tampon de départ avec 0,5 M imidazole), chaque millilitre
(fraction) étant récolté individuellement. Chaque fraction a été par la suite dosée aux

U.V. et conservées a 4°C.

La colonne a alors été rééquilibrée avec 5 volumes de tampon de départ. Lors de
I’entreposage & court terme, la colonne a été lavée avec 5 volumes d’éthanol 20% et les
extrémités fermées afin d’éviter que la colonne ne séche. Lors de ’entreposage a long
terme, le nickel a été enlevé de la colonne avec 5 volumes de tampon de découplage
(tampon de départ avec 0,5 M EDTA) et entreposé de la méme fagon que lors de

I’entreposage a court terme.
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2.10.5 Concentration

La solution de protéine a été concentrée par ultrafiltration grice & des Centricon®
Plus-20 PL-10 d’Amicon selon les recommandations du fabricant. La concentration a été

réalisée a 2500xg et la solution concentrée récupérée par une centrifugation a 1000xg.

2.11 ANALYSE DES PROTEINES

2.11.1 Dosage
2.11.1.1 Dosage aux U.V.

Les protéines ont été dosées & une longueur d’onde de 280 nm & I’aide de
I’appareil GeneQuant de Pharmacia. La valeur obtenue a été ensuite divisée par un

facteur 1.5 afin d’obtenir une concentration en mg/ml.

2.11.1.2 Dosage colorimétrique (Lowry)

Les protéines ont été dosées a 1’aide de 1’ensemble commerciale DC Protein
Assay de BioRad qui modifie légérement la technique de Lowry (Lowry, 1951). Le
dosage a été réalisé selon les instructions du fabriquant et la mesure de la densité optique
a été réalisée a I’aide de 1’appareil Spectronic 1201 de Milton Roy. Le standard utilisé a
été la fraction V de la BSA de Pierce.

2.11.2 SDS-PAGE

Pour réaliser une électrophorése sur gel de polyacrylamide en condition
dénaturante (SDS-PAGE), les protéines ont été d’abord diluées, dans un ratio 1 : 1, avec
du tampon d’échantillon 2X (100mM Tris-HCL pH 6.8, 2% (p/v) SDS, 20% (v/v)
glycérol, 0,006% (p/v) Bleu de bromophénol et 2% (v/v) 2-mercaptoéthanol) et elles ont
été ensuite chauffées dans un bain & 100°C pendant 5 minutes. Les échantillons ainsi
qu’un marqueur de poids moléculaire, le SDS-PAGE Standard Low Range de BioRad,

ont été chargés dans le gel de polyacrylamide composé du gel de regroupement de 4%
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(0,125 M de Tris-HCL pH 6,8, 0,1% de SDS, 4% d’acrylamide/bis (29,2% (p/v)
d’acrylamide et 0,8% (p/v) de N’N’-bis-méthylene-acrylamide), 0,05% (p/v) de persulfate
d’ammonium et 0,001% (v/v) de TEMED) et du gel de séparation de 12% [méme
protocole que le 4% a la différence que 0,375 M de Tris-HCL pHS8,8 et 12%
d’acrylamide/bis ont été utilisés] montés a 1’aide de I’appareil Mini-Protean® II de
BioRad. Les échantillons ont été¢ migrés dans du tampon d’électrode (0,3% (p/v) de Tris
base, 1,44% (p/v) de glycine et 0,1% (p/v) de SDS ).

2.11.3 Coloration au bleu brillant de coomassie R250

Les protéines contenues dans le gel SDS-PAGE ont été révélées suite a une
incubation dans une solution de bleu brillant de coomassie R250 (0,25% (p/v), 45% (v/v)
méthanol, 10% (v/v) acide acétique) pendant une heure sous faible agitation, 60 RPM. Le
gel a ensuite été décoloré avec la solution de décoloration (40% (v/v) méthanol, 10%
(v/v) acide acétique) sous agitation jusqu’a la décoloration désirée. Le gel a été séché a
’aide de I’appareil Gel Slab Dryer de BioRad entre un papier buvard et une membrane de

cellulose, tous deux de BioRad et préalablement trempé dans 1’eau.

2.11.4 Immunoempreinte de type Western

Un gel SDS-PAGE a été d’abord réalisé (§2.11.2) mais le marqueur utilisé a été le
Prestained SDS-PAGE Standard Low Range de BioRad. Les protéines ont été transférées
du gel de polyacrylamide & la membrane de nitrocellulose de BioRad a 1’aide de
’appareil Mini Trans-Blot® cell de BioRad. Le transfert a été réalisé dans du tampon de
transfert (0,58% (p/v) de Tris base, 0,29% (p/v) de glycine, 0,037% (p/v) SDS et 20%
(v/v) de méthanol) pendant une heure & 100 Volts. La membrane a ensuite été bloquée
dans une solution de PBS 1X contenant 5% (p/v) de lait écrémé pendant une heure a 22°C
ou a 4°C pendant 16 & 18 heures et dans les deux cas sous faible agitation, environ 60
RPM. Le marquage a été réalisé en incubant une heure avec chaque anticorps, selon la
dilution appropriée dans du PBS 1X-5% de lait écrémé, en lavant aprés chaque incubation

2 fois 5 minutes suivit de 10 minutes avec du PBS 1X. Le tout a été réalisé a 22°C sous
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agitation. La révélation par chimiluminescence a été obtenue avec I’ensemble
commercial ECL de Amersham Pharmacia Biotech. La membrane a alors été exposée de
15 secondes & 5 minutes sur films Medical de Konica et les films développés a I’aide de
’appareil MINI-MED/90 de AFP imaging.

2.11.5 Marquage en cytométrie en flux

Entre 0,5 et 1x10° cellules ont été lavées deux fois avec du tampon de cytométrie
(PBS1X, 0,1% (p/v) de BSA et 0,02% (p/v) d’azide de sodium) et centrifugées a 600xg
pendant 5 minutes. Le marquage a été réalisé¢ en incubant 30 minutes sur glace avec
chaque anticorps selon la dilution appropriée dans du tampon de FACS, en lavant les
cellules 2 fois aprés chaque incubation. Lorsque l’anticorps était couplé a un
fluorochrome 1’incubation a été réalisée a la noirceur. A la fin du marquage, les cellules
ont été mises en suspension dans du tampon de FACS et conservées a la noirceur jusqu’a

leur utilisation (24 heures maximum).

2.12 TEST DE FONCTIONNALITE DU SC2.102

2.12.1 Multimérisation du sc2.102
2.12.1.1 sc2.102-Anticorps

L’objectif de cette approche était de former un complexe théoriquement composé
par huit molécules de sc2.102 pour une molécule de streptavidine et de 1’utiliser comme
un anticorps dans un marquage en cytométrie en flux. Les ratios pour le complexe
sc2.102-Ac ont été établis selon le ratio moléculaire 1 streptavidine : 4 anti-chaine B de
TCR biotinylés : 8 sc2.102. Le sc2.102 a été ajouté en saturation pour s’assurer d’un
effet de multimérisation. La streptavidine-FITC, 0,25 ug, a été incubé sur glace et 3 la
noirceur avec 0,5 pug de I’anticorps anti-TCRf biotinylé pendant 30 minutes. Ensuite, le

sc2.102 a été ajouté en saturation (10 pg) a cette solution et incubé pour 30 minutes.
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2.12.1.2 sc2.102-billes

L’utilisation de billes de polystyréne visait a augmenter la densité du sc2.102 et
donc I’avidité de I’interaction de celui-ci avec ses ligands ainsi qu’a éliminer les sc2.102
non fixés qui était présent dans la solution des complexes sc2.102-Ac. Les billes de
polystyréne avidine couplées a de la fluorescence jaune de Spherotech (SPHERO™
Avidin coated yellow fluorescent particules) ont été lavées avec du PBSIX et
centrifugées a 12000xg pendant 30 secondes. L’anticorps anti-chainef de TCR a été
couplé a raison de 0,25 pg pour 10 pg de billes (recommandations du fabricant) pendant
une heure sur glace. Les billes lavées ont ensuite été couplées avec 7 pg de sc2.102 pour
10 pg de billes afin de saturer ’anti-chaine 3 de TCR. Les billes ont été lavées et remises

en suspension dans du PBS1X.

2.12.2 Test de compétition d’activation d’hybridome T

Dans un plateau 96 puits, 1x10° cellules présentatrices d’antigéne, les CH27, ont
été déposées par puit. Ensuite, le peptide Hb(64-76) a été ajouté aux puits contenant les
CH27 a des concentrations variant de 1 & 0,003 uM dans du milieu de culture.
L’hybridome T 2.102 a alors été ajouté aux CH27 chargé du peptide Hb(64-76) a raison
de 2,5x10° cellules par puit. Le sc2.102 a également été ajouté 4 une concentration fixe
dans chacun des puits. Les plateaux ont été incubés pendant 24 heures afin de permettre
’interaction entre les cellules présentatrice d’antigénes et les hybridomes T. Une partie
du surnageant a ensuite été transférée dans un nouveau plateau. Le plateau a été placé a -
70°C pour 1 heure ou & -20°C pour un minimum de 24 heures pour permettre de tuer les

cellules qui auraient pu €tre transférées accidentellement.

Les cellules CTLL-2 sevrées d’IL-2 ont été ajoutées aux plateaux a raison de
5x10° cellules par puits. Pour le témoin positif, 2 ng/ml d’IL-2 ont été ajoutés aux CTLL-
2 et aucun IL-2 n’a été ajouté pour le témoin négatif. Les plateaux ont été incubés

pendant 16 & 20 heures. Ensuite, de la H3-thymidine a été ajouté a raison de 0,4 pCi par
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puits. Le plateau a été incubé de nouveau 16 a 20 heures pour poursuivre la croissance

des cellules et marquer celles-ci a la thymidine.

L’ADN des cellules a été absorbé sur un filtre en fibre de verre de Wallac grace a
’appareil « harvester » de Tomtec. Le compte de radioactivité a été déterminé a 1’aide de
’appareil MicroBeta Trilux et du logiciel MicroBeta Windows Workstation, tous deux de
Wallac.



3 RESULTATS
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3.1 EXPRESSION DU SC2.102 EN FUSION AVEC LA THIOREDOXINE

La fusion du sc2.102, insoluble lorsqu’exprimé chez E. coli, avec une protéine
soluble comme la thiorédoxineA avait pour but d’augmenter la solubilité du sc2.102 i.e
d’éviter la formation de corps d’inclusion. 1l est difficile et empirique de récupérer de
corps d’inclusion des protéines dans leur forme native. Le sc2.102, composée dans
’ordre de Va1, d’une charniére, de VB4 et de CB1 contenant un marqueur Hg, a donc été

fusionné en C-terminale de la thiorédoxineA dans le vecteur pET-32b (Figure 10).

Afin de favoriser le bon repliement du sc2.102, I’expression a été faite dans la
souche BL21TrxB(DE3) qui est déficiente pour la thiorédoxinef3 et donc permet la
formation de pont disulfure. Puisque méme s’il n’existe plus de pont inter-chaine, il n’y a
qu’une seule chaine, il existe toujours des ponts intrachaines essentiels au bon repliement
de la protéine. La présence de la thiorédoxineA comme protéine de fusion dans un tel
systéme ne nuit pas a la formation des ponts disulfures mais aide plutot a la catalyse de

ceux-ci (Stewart et al., 1998).

L’induction de I’expression a été faite dans les conditions standards, avec 1 mM
d’IPTG, mais aussi avec 0,5 mM afin de vérifier si des concentrations plus faibles
d’inducteur ne favorisaient pas une expression plus lente et donc une formation de corps
d’inclusion moindre. De plus, des températures de croissance inférieures, 30 et 22°C, a la
température optimale, 37°C, ont aussi €té testées pour ralentir 1’expression et donc
augmenter la proportion de protéines solubles. Le temps d’induction a également été
varié pour vérifier si un temps plus court, en limitant la quantité de protéines produites, ne

permettait pas d’accroitre le ratio de sc2.102 solubles.

On remarque a la Figure 11 que le sc2.102 en fusion avec la thiorédoxine se
retrouve a environ 60 kDa, valeur légérement supérieur au 56 kDa attendus, la
thiorédoxineA faisant 11 kDa et le sc2.102 a été estimé a 45 kDa. On remarque
également que peu importe la température, le temps ou la concentration d’IPTG utilisé

lors de I’induction, la protéine se retrouve majoritairement dans la fraction insoluble.
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Figure 10. Organisation de la séquence du sc2.102 en fusion avec la thiorédoxineA.
La séquence de la protéine de fusion thiorédoxineA est en N-terminal suivit de la
séquence codant pour le sc2.102 qui est composée de la région Vol, d’une charniére
(motif G4S répété 3 fois), de la région VB4 et de la région CB1 contenant un marqueur He.
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Figure 11. Expression du sc2.102 en fusion avec la thiorédoxine. Les bactéries
BL21TrxB(DE3) ont été transformées avec le vecteur sc2.102/pET32b et I’expression
induite avec 0,5 ou ImM d’IPTG pendant 1,2,3 ou 20 heures a A) 37°C, B) 30°C ou C)
22°C. Les protéines ont été séparées en fraction soluble et insoluble suite a un traitement
au Triton X-100, au lysozyme et aux ultrasons. Leur présence a été révélée par
chimiluminescence d’une immunoempreinte de type Western incubée avec I’anticorps
anti-polyhistidine (dilution 1/1000) suivit de I’anticorps anti-IgG couplé a la peroxydase
du raifort (dilution 1/4000).
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Donc, la fusion avec la thiorédoxine n’a pas permis d’obtenir le sc2.102 sous une forme

soluble.

3.2 EXPRESSION DU SC2.102 EN FUSION AVEC NUSA

Une deuxiéme protéine de fusion a été utilisée puisqu’il a été démontré que la
protéine NusA a une meilleure capacité que la thioredoxineA a produire en phase soluble
des protéines insolubles (Harrison Roger G, 2000). De plus, la protéine NusA, 60 kDa,
est plus grosse que le sc2.102, 45 kDa, comparativement a la thiorédoxineA, 11 kDa. Le
sc2.102, composée dans I’ordre de Voul, d’une charniére, de V4 et de CB1 contentant un
marqueur Hg, a donc été fusionné en C-terminale de NusA, contentant aussi un marqueur
He mais également un marqueur S-protéine, dans le vecteur pET-43.1b (Figure 12). La

construction a été exprimée dans les mémes conditions qu’avec la thiorédoxine.

Apres son expression chez E. coli, la protéine de fusion se retrouve a une valeur
légérement supérieure aux 105 kDa attendus (Figure 13). On observe qu’a toutes les
températures d’induction, la protéine se retrouve a la fois dans la fraction soluble et
insoluble. Par contre, plus la température d’induction diminue, plus la proportion de
protéines dans la fraction soluble augmente par rapport aux protéines de la fraction
insolubles. La température idéale est donc celle de 22°C. On remarque aussi une
augmentation de la quantité de protéines produites en fonction du temps d’induction et
que ceci a également pour effet d’augmenter la quantité de fragments de dégradation de
protéines (bandes inférieurs & 105 kDa). Plusieurs temps d’induction ont été testés
(résultats non montrés) pour optimiser le rapport protéines produites et dégradées et les
meilleurs résultats ont été obtenus avec une induction de 6 heures. Une concentration de 1
mM d’IPTG a été conservée puisqu’il s’agissait de la concentration standard et qu’une

diminution n’avait pas d’effet sur la quantité de protéines produites.

L’expression du sc2.102 en fusion avec NusA a donc permis d’obtenir la protéine
de fusion dans la fraction soluble avec des conditions optimales d’induction qui sont de

22°C pendant 6 heures et qui ont été conservées pour la suite des expériences.
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Figure 12. Organisation de la séquence du sc2.102 en fusion avec NusA. La séquence
de la protéine de fusion NusA contenant un marqueur S-protéine et un Hg est en N-
terminal suivit de la séquence codant pour le sc2.102 qui est composé de la région Val,
d’une charniére (motif G4S répété 3 fois), de la région VB4 et de la région CB1 contenant

un marqueur Hg.
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Figure 13. Expression du sc2.102 en fusion avec NusA. Les bactéries BL21Trx(DE3)
ont été transformées avec le vecteur sc2.102/pET43b et ’expression induite
avec 0,5 ou ImM d’IPTG pendant 1,2,3 ou 20 heures & A) 37°C, B) 30°C ou C)
22°C. Les protéines ont été séparées en fraction soluble et insoluble suite 4 un
traitement au Triton X-100, au lysozyme et aux ultrasons. Leur présence a été
révélée par chimiluminescence d’une immunoempreinte de type Western
incubée avec I’anticorps anti-polyhistidine (dilution 1/1000) suivit de 1’anticorps
anti-IgG couplé€ a la peroxydase du raifort (dilution 1/4000).
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3.3 PURIFICATION DU SC2.102 EN FUSION AVEC NUSA

3.3.1 Clivage du sc2.102 de NusA

Suite a I’expression de la protéine de fusion dans les conditions établies
précédemment, le sc2.102 a été séparé de NusA par un clivage a la thrombine. Le site de
clivage était situé exactement a la jonction entre les deux protéines. Un témoin a été
utilisé pour obtenir le patron de clivage a la thrombine de la protéine NusA. La protéine
NusA a été produite suite & I’expression du vecteur pET-43b dans les mémes conditions

qui ont été utilisées pour le vecteur sc2.102/pET-43b.

La Figure 14A permet d’observer simultanément les deux protéines, NusA et
sc2.102, puisqu’elles ont toutes deux été révélées a I’aide de I’anticorps anti-
polyhistidines, dirigé contre le marqueur Hg. Dans cette figure, la protéine de fusion
retrouvée a 105 kDa a complétement disparue suite au clivage, ce qui signifie que toutes
les protéines ont été clivées. Les protéines résultant du clivage se situent a environ 60,
45, 40 et 38 kDa. Deux bandes seulement étaient attendues, celle de NusA & 60 kDa et
celle du sc2.102 a 45 kDa. Il y a donc deux bandes supplémentaires mais elles peuvent
étre dues aux protéines de dégradations observées auparavant. Etonnamment, le patron
de clivage obtenu avec NusA est le méme que celui de NusA/sc2.102. La présence de la
bande a 45 kDa s’explique difficilement puisqu’elle représente le sc2.102, cependant elle
semble présente en plus petite quantité. La révélation avec la S-protéine (Figure 14B),
marqueur retrouvé uniquement sur NusA, avait pour objectif de confirmer 1’appartenance
des bandes de 60, 40 et 38 kDa a la protéine NusA. Seule les bandes correspondant &
NusA, a 60 kDa, et celle de NusA soluble non-clivée, 8 70 kDa ont été révélées.
L’absence des autres bandes peut s’expliquer par le fait que le marquage avec la S-
protéine semble beaucoup moins sensible que le marquage avec I’anticorps anti-
polyhistidine. Seules les bandes qui semblent saturées avec 1’anti-polyhistidine ont été

révélées avec la S-protéine.

Le clivage de la protéine de fusion NusA/sc2.102 est efficace mais la présence du

sc2.102 n’a pu étre confirmée.
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Figure 14. Clivage du sc2.102 de la protéine NusA. Les bactéries BL21Trx(DE3) ont
été transformées avec le vecteur sc2.102/pET43b et pET-43b. L’expression a été ensuite
induite avec ImM d’IPTG pendant 6 heures a 22°C. Les protéines ont été séparées en
fraction soluble (s) et insoluble (i) suite & un traitement au Triton X-100, au lysozyme et
aux ultrasons. Les protéines retrouvées dans les fractions solubles ont été clivées a la
thrombine (sc). La présence du sc2.102 (%) et de NusA a été révélée par
chimiluminescence d’une immunoempreinte de type Western incubée avec A) I’anticorps
anti-polyhistidine (dilution 1/1000) et 1’anticorps anti-IgG couplé a la peroxydase du
raifort (dilution 1/4000) et B) la S-protéine (dilution 1/1000) et la streptavidine couplée &
la peroxydase du raifort (dilution 1/1000).
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3.3.2 Immunoprécipitation de NusA (sélection négative)

Un enrichissement du sc2.102 a été tenté en éliminant les autres protéines par une
immunoprécipitation avec la S-protéine. Le marqueur S-protéine étant spécifique a la
protéine NusA, I’immunoprécipitation avait pour but d’isoler, par sélection négative, le

sc2.102 des protéines provenant de NusA et de NusA elle-méme.

Les billes couplées a la S-protéine ont retenu toutes les protéines présentes, tel
qu’illustré a la Figure 15. La bande & 45 kDa, correspondant a la masse attendue pour le
sc2.102, semble étre autant retenue par les billes que les autres protéines. Aucun

enrichissement n’est notable dans la solution provenant du sc2.102/NusA

Il est impossible de conclure que le sc2.102 était présent dans la solution de
protéines suite au clivage avec la thrombine. Nous n’avons pas pu détecter
spécifiquement ni enrichir le sc2.102 dans la solution suite au clivage a la trombine de la

protéine de fusion. Une autre approche a donc été envisagée.

3.4 EXPRESSION DU SC2.102 LIE A LA MEMBRANE PAR UN LIEN GPI

Le peptide signal nécessaire & I’expression dans un systéme eucaryote a été ajouté
a la construction du sc2.102, composée dans I’ordre de Voul, d’une charniére, de VB4 et
de CB1 contenant un marqueur Hg. De plus, la séquence nommée PLAP, provenant de
I’alcaline phosphatase de placenta humain, a été ajouté en C-terminal de la séquence du
sc2.102 afin de permettre, lors du passage dans le réticulum endoplasmique, le transfert
de la protéine sur un lien GPI (Figure 16). Ce lien permet I’expression en surface tout en
étant clivable par une enzyme, la PI-PLC. Le sc2.102 peut donc étre récupéré dans une
phase soluble. La construction a été faite dans le vecteur pcDNA3.1 qui permet une

expression constitutive sous le contrdle du promoteur CMV.
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Figure 15. Immunoprécipitation de NusA. Les bactéries BL21Trx(DE3) ont été
transformées avec le vecteur sc2.102/pET-43b et pET-43b et ’expression induite avec
ImM d’IPTG pendant 6 heures a 22°C. Les protéines ont été séparées en fraction soluble
(s) et insoluble suite & un traitement au Triton X-100, au lysozyme et aux ultrasons. Les
protéines retrouvées dans les fractions solubles ont été clivées & la thrombine (sc). La
protéine NusA a été ensuite adsorbée a des billes couplées & la S-protéine (b) et le sc2.102
retrouvé dans le surnageant (scp) a été récupéré. La présence du sc2.102 et de NusA a été
révélée par chimiluminescence d’une immunoempreinte de type Western incubée avec
’anticorps anti-polyhistidine (dilution 1/1000) et I’anticorps anti-IgG couplé & la
peroxydase du raifort (dilution 1/4000).
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Figure 16. Organisation de la séquence du sc2.102 en fusion avec une séquence
permettant le transfert d’un lien GPI. La séquence codant pour le sc2.102 est
composée du peptide signal, de la région Va4, d’une charniére (motif G,4S répété 3 fois),
de la région VPB1, de la région CB1 contenant un marqueur H¢ et d’une séquence
permettant le transfert d’un lien GPI lors de I’expression.
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3.4.1 Expression transitoire

Afin de vérifier si le vecteur sc2.102PLAP/pcDNA3.1 permettait I’expression du
sc2.102, les cellules COS-7 ont été transfectées et les cellules récupérées aprés 24 heures.
Les cellules COS-7, qui exprime I’antigéne T du virus SV40, permettent une forte
expression du sc2.102 suite a la réplication multi-épisomale du plasmide
sc2.102PLAP/pcDNA3.1, qui contient I’origine de réplication de SV40. La présence du
sc2.102 a la surface des cellules a été détectée a ’aide d’un marquage en cytométrie en

flux.

On remarque 2 la Figure 17A que 80% de la population exprime une protéine qui
est reconnue par ’anticorps anti-polyhistidine et a la Figure 17B que 30% exprime une

protéine qui est reconnue par I’anticorps anti-chaine 3 de TCR.

La construction permet donc I’expression du sc2.102 en surface de la cellule. De
plus, le sc2.102 semble étre dans une bonne conformation puisque I’anticorps anti-chaine
B de TCR est connu pour reconnaitre uniquement les hétérodiméres de TCR exprimés 4 la

surface des cellules, donc un épitope conformationnel (Kubo et al., 1989).

3.4.2 Expression a long terme (stable)

Afin d’obtenir une lignée cellulaire qui exprime le sc2.102, les cellules CHO-KI
ont été transfectées de fagon stable avec le vecteur sc2.102PLAP/pcDNA3. Un sous-
clone a été sélectionné, identifié par marquage en cytométrie en flux, pour sa forte
expression du sc2.102. Les cellules CHO-KI ont été utilisées puisque les cellules Cos-7,
avec I’expression de I’antigéne T, ne survivent qu’un certain temps en présence d’un
plasmide contentant I’origine de réplication SV40. De plus ces cellules n’expriment
aucune chaine de TCR ni du complexe CD3 ce qui simplifie les marquages en cytométrie
en flux en étant assuré d’un marquage spécifique. La présence du sc2.102 4 la surface des
cellules a été détectée de la méme fagon que lors de I’expression transitoire 4 I’exception

que seulement ’anticorps anti-polyhistidine a été utilisé. La détection du sc2.102 a été
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Figure 17. [Expression transitoire du sc2.102PLAP. Les cellules COS-7 ont été
transfectées avec le vecteur sc2.102PLAP/pcDNA3.1 & la Lipofectamine 2000 et les
cellules ont été récupérées aprés 24 heures. La présence du sc2.102 a la surface des
cellules a été détectée a I’aide d’un marquage en cytométrie en flux utilisant soit A)
lanticorps anti-polyhistidine (dilution 1/200) suivit de [’anticorps anti-IgG-FITC
(dilution 1/200) ou le témoin négatif (isotypique) utilisé est I’anticorps 14.4.4 (dilution
1/200) en remplacement de 1’anticorps anti-polyhistidine, soit B) ’anticorps anti-chaine 8
biotinylé de TCR (dilution 1/100) suivit de la streptavidine-FITC (dilution 1/200) ou le
témoin négatif est un marquage sans I’anticorps anti-TCRp.
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faite a différents temps apres la sélection d’un clone stable (jour 1) et a permis de vérifier

la stabilité de I’expression.

La figure 18A montre le profil de cytométrie obtenue suite au marquage du clone
de cellule CHO-KI exprimant le sc2.102 au jour 1. On peut y remarquer que le pic de
population est défini autour de la troisiéme décade et que I’intensité moyenne de
fluorescence (IMF) est de 410.5. On observe ensuite au fil du temps, 4 la Figure 18B,C
et D, une diminution constante de I’intensité moyenne de fluorescence ainsi que
I’hétérogénéité croissante de 1’expression du sc¢2.102 par la population ce qui signifie
qu’il y a perte d’expression du sc2.102. Il y a donc expression du sc2.102 2 la surface des

cellules CHO-KI mais elle n’est pas stable.

3.5 PURIFICATION DU SC2.102 LIE A LA MEMBRANE PAR UN LIEN GPI

3.5.1 Clivage du sc2.102 de la membrane

Les expérimentations ont été effectuées avec les cellules CHO-KI exprimant le
sc2.102PLAP, maintenues en culture entre 9 et 40 jours aprés la sélection d’un sous-
clone. Les cellules ont été traitées avec la PI-PLC afin de vérifier s’il était possible de
cliver la protéine de la surface de la cellule. L’absence du sc2.102, a la surface des

cellules apres clivage, a été vérifiée a ’aide d’un marquage en cytométrie en flux.

On observe suite au marquage avec ’anti-polyhistidine, a la Figure 19A, qu’il y a
perte d’expression en surface du sc.2012 aprés un traitement a la PI-PLC. La perte
d’expression est aussi confirmée suite au marquage avec I’anti-chaine f de TCR 4 la
Figure 19B. On peut par contre constater que la perte d’expression n’est pas totale avec
le marquage a I’anti-polyhistidine. Plusieurs conditions de clivage ont été testées et les
résultats présentés sont ceux qui ont permis un maximum de molécules clivées. Ces
résultats suggérent donc que certains sc2.102 seraient exprimés 3 la surface des cellules
mais qu’il serait impossible de les cliver avec la thrombine et également impossible de les

détectés avec 1’anticorps anti-chaine f de TCR, qui reconnait un épitope conformationnel.
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Figure 18. Instabilité d’expression du sc2.102PLAP dans le temps. Les cellules
CHO-KI ont été transfectées de fagon stable avec le vecteur sc2.102PLAP/pcDNA3.1 4 la
Lipofectamine 2000. Suite a la sélection d’un clone, la présence du sc2.102 4 la surface
des cellules a été détectée a I’aide d’un marquage en cytométric en flux utilisant
l’anticorps anti-polyhistidine (dilution 1/200) suivit de [P’anticorps anti-IgG-FITC
(dilution 1/200) ou le témoin négatif (isotypique) utilisé est ’anticorps 14.4.4 (dilution
1/200) en remplacement de I’anticorps anti-polyhistidine au jour 1 (A) au jour 9 (B), au
jour 41 (C) et au jour 86 (D).
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Figure 19. Clivage du sc2.102 de la surface cellulaire. Les cellules CHO-KI
exprimant le sc2.102 (220X10° cellules) ont été traitées avec 5 U de la PI-PLC. La
présence du sc2.102 a la surface des cellules a été détectée a I’aide d’un marquage en
cytométrie en flux utilisant soit A) I’anticorps anti-polyhistidine (dilution 1/200) suivit de
Ianticorps anti-IgG-FITC (dilution 1/200) ou le témoin négatif a ét€ un témoin isotypique
soit ’anticorps 14.4.4 (dilution 1/200), soit B) P’anticorps anti-chaine p de TCR (dilution
1/100) suivit de la streptavidine-FITC (dilution 1/200) ou le témoin négatif a été un
marquage sans premier anticorps.
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Une certaine proportion des sc2.102 exprimés a la surface des cellules I’est donc

par un lien GPI puisqu’il est possible de cliver ce lien avec la PI-PLC.

3.5.2 Purification du sc2.102 par chromatographie

Le sc2.102 présent dans le surnageant obtenu suite au clivage a la PI-PLC a été
purifié par chromatographie d’affinité par chélation de métal. C’est le marqueur de 6

histidines (Hs) qui a chélaté le nickel et a permis au sc2.102 d’étre retenu sur la colonne.

La purification a permis de récolter, avec 220x10° cellules, 540 pg de protéine,
déterminée par dosage aux U.V. et colorimétrique. Il est possible d’identifier sur le gel
SDS-PAGE, a la Figure 20A, la présence d’une seule bande importante 4 environ 65
kDa. Cette masse est par contre supérieure aux 45 kDa attendue. Il est important de
noter qu’une partie du lien GPI était toujours rattachée a la protéine et qu’il a pu
influencer la migration dans le gel. L’immunoempreinte vient confirmer I’appartenance
de la bande au sc2.102. La présence d’une seule bande prouve également que le produit

de purification est pur (Figure 20B).

3.6 CARACTERISATION DU SC2.102 PRODUIT

Suite a la production et & la purification du sc2.102, il restait & vérifier s’il était
actif biologiquement. Les tests visaient a vérifier si le sc2.102 était en mesure de

reconnaitre ses ligands, le complexe Hb(64-76)/I-EX et le complexe EPM/I-E’.

3.6.1 Reconnaissance en cytométrie en flux

Ce test a permis d’utiliser le sc2.102 comme un anticorps i.e de vérifier s’il était
apte & se fixer sur des ligands présents a la surface d’une cellule. Les cellules CH27 E-
EPM et CH27 mHEL-Hb, qui expriment respectivement de fagon constitutive les ligands
EPM/I-E” et Hb(64-76)/I-EX, ont été utilisées comme cellules présentatrices. Un

complexe sc2.102-Ac ou un complexe sc2.102-billes de polystyréne a été crée afin de
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Figure 20. Purification du sc2.102 par chromatographie d’affinité. Le sc2.102 a été
obtenu suite au clivage de 220X10° cellules CHO-KI exprimant celui-ci a I’aide de 5U de
PI-PLC. Le sc2.102 a été purifié par chromatographie d’affinité par chélation du nickel,
dilué avec du PBS 1X et concentré a un volume de 1ml par ultrafiltration. Une quantité
de 10pg de protéine a été utilisée pour réaliser A) un SDS-PAGE coloré au bleu brillant
de coomassie et B) une immunoempreinte de type Western révélée par
chimiluminescence suite & une incubation avec 1’anticorps anti-polyhistidine (dilution
1/1000) et I’anticorps anti-IgG couplé a la peroxydase du raifort (dilution 1/4000).
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multimériser le sc2.102 pour augmenter la stabilité et la sensibilité du marquage.
L’utilisation de I’anti-CD16/32 a permis de bloquer les récepteurs Fc et ainsi diminuer le
bruit de fond. Suite & des mises au point, les quantités de complexe utilisées

correspondent a un signal maximal avec un bruit de fond minimal.

Lorsque ’on examine la Figure 21, on ne distingue aucune différence entre les
cellules présentatrices de ligands et le témoin et ce avec les deux types de complexes de
sc2.102 utilisés. Avec le complexe sc2.102-billes de polystyréne, Figure 21B, on
remarque que les populations ne sont pas homogeénes et que les cellules analysées avec ce
complexe ont été moins marquées que celles analysées avec les billes témoins seulement.
Cette particularité est probablement du au fait que le témoin négatif n’était pas associé a
un autre TCR puisque aucun autre TCR soluble n’était disponible au laboratoire. Les

anticorps anti-chainef} de TCR étaient alors davantage disponible pour une fixation non

spécifique.

Il n’a pas été possible de démontrer une réaction spécifique du sc2.102 soluble,
lorsque celui-ci était multimérisé avec des anticorps, avec des ligands présentés par des
cellules dans le cadre d’un marquage en cytométrie en flux. Il est par contre difficile de
juger de D’efficacité de la multimérisation avec des billes de polystyréne puisqu’il a été

impossible d’obtenir un vrai témoin négatif.

3.6.2 Compétition d’activation d’hybridome T 2.102

Un test de compétition avec I’hybridome T 2.102 a été réalisé en présence du
sc2.102 purifié. Ce test a permis d’évaluer si le sc2.102 reconnaissait suffisamment ses
ligands pour qu’en s’y liant, il empéche 1’accés de ceux-ci & I’hybridome T 2.102.
L’hybridome T bloqué, celui-ci ne peut étre activé et donc ne produit pas d’IL-2. Un
blocage des ligands résulte donc en une diminution de production de I’IL-2 et par le fait
méme en une diminution de la croissance des CTLL-2. C’est cette diminution de
croissance qui est observable dans le test par I’entremise de 1’incorporation de thymidine

radiomarquée.
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Figure 21. Analyse de la réactivité du sc2.102 soluble par cytométrie en flux.
récepteurs Fc des cellules CH27 (témoin), CH27 E*-EPM et CH27 mHEL-Hb ont été
bloqués avec I’anticorps I'anti-CD16/32 dilué 1/100. Ensuite, un complexe A) sc2.102-
Ac, formé de 10 pg de sc2.102 purifié, de 0,5 ug de ’anti-chaine B de TCR et de 0,25 pg
de la streptavidine ou un complexe B) sc2.102-billes, formé de 7 pg de sc2.102 purifié, de
0,25 pg de P’anti-chaine B de TCR et de 10 pg billes avidine couplées & une fluorescence
jaune, ont été utilisés pour le marquage des cellules. Les témoins négatifs ont été réalisés

avec des complexes formés sans le sc2.102.
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Le test a été réalisé avec les cellules CH27 qui ont été chargées avec le peptide
Hb(64-76). Le sc2.102 a ensuite été ajouté simultanément avec I’hybridome T 2.102 aux
cellules CH27 chargées du peptide. Apres un incubation de 24 heures, le surnageant a été
utilis¢ comme supplément d’IL-2 pour les cellules CTLL-2 et leur croissance mesurée par
incorporation de thymidine radioactive. L’expérience présentée n’a pu étre réalisé qu’une

seule fois en raison du manque de sc2.102.

Il semble que 2 pg de sc2.102 par puits ait une petite influence sur I’hybridome T
2.102. En effet lorsque 1’on observe la Figure 22, on remarque une diminution de moitié
du compte de radioactivité pour une concentration de 0,01 uM de peptide soit de 1866
(+/-400) uCi pour le témoin négatif & 760 (+/-226) uCi pour 2 pug de sc2.102. De plus, on
remarque ’apparition d’un plateau a une concentration en peptide de 0.1 uM. Le plateau
se situe 4 des comptes de radioactivité moins élevés que le témoin négatif. Cette
diminution est par contre difficile a interpréter puisque I’écart type est trés important pour
ces valeurs. Il aurait évidemment été intéressant de comparer I’effet avec des quantités

plus importantes de sc2.102 mais celui-ci n’était pas disponible en quantité suffisante.

Le sc2.102 pourrait affecter I’activation de I’hybridome T 2.102 en reconnaissant
les complexes Hb(64-76)/I-E* présentés par les cellules CH27 mais des tests

supplémentaires devraient étre effectués avant de tirer une conclusion définitive.
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Figure 22. Test de compétition d’activation d’hybridome T2.102. Les cellules
présentatrices d’antigéne CH27 chargées avec différente concentration du peptide Hb(64-
76) ont été mises en présence le I'hybridome T 2.102 (G2.B9) et du sc2.102 purifié 4 2 pg
par puits ou a 0,4 pg par puits pendant environ 24 heures. Le surnagent a ensuite été
utilisé comme source d’IL-2 lors de la croissance des cellules CTLL-2. Leur prolifération
a été mesurée en cpm suite a ’ajout de *H-thymidine dans le milieu. Un témoin négatif a
été réalis€ en absence du sc2.102 mais en présence de son tampon.



4 DISCUSSION
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Les informations disponibles a ce jour sur les récepteurs de cellule T ne répondent
qu’a une partie des interrogations de la communauté scientifique. Chaque nouveau TCR
étudi¢ apporte de précieux renseignements. L’obtention du TCR 2.102 sous une forme
soluble pourrait permettre une meilleure compréhension des interactions d’un TCR
alloréactif avec ses ligands en déterminant par exemple ’affinité avec le ligand, la vitesse
d’association et de dissociation. La cristallographie du sc2.102 en complexe avec ses
ligands permettrait pour sa part de confirmer plusieurs hypothéses ainsi que de répondre a
d’autres questions comme confirmer I’implication du CDR3 et des autres portions du
TCR et du complexe pCMH, déterminer ’orientation du TCR par rapport au CMH, les
résidus du peptide qui entrent directement en contact avec le TCR. Toutes ces
informations conduiraient a établir de fagon claire les différences et similitudes entre
I’alloligand et le ligand du TCR 2.102 et peut-étre aussi améliorer les connaissances
générales sur I’alloréactivité. De plus, une meilleure connaissance du récepteur définirait
de maniére plus fine le modéle d’alloréactivité basé sur la cellule T 2.102. II pourrait
également étre possible de produire un anticorps clonotypique au TCR 2.102 a I’aide du

TCR sous une forme soluble, peaufinant d’avantage le modéle.

L’obtention du récepteur de la cellule T 2.102 dans une forme soluble était
objectif principal de ce projet. Comme il n’existe pas de stratégie efficace pour la
production de TCR s’appliquant & tous les récepteurs, il a fallu en choisir certaines dans la
panoplie déja utilisée et les combinaisons possible entre celles-ci. L’utilisation d’un TCR
sous la forme d’une chaine unique a été choisie puisque qu’elle présageait 1’obtention
d’un site de reconnaissance fonctionnel tout en évitant les problémes de pairage
réguli¢rement rencontrer lors de la production de TCR (Chung et al., 1994; Plaksin et al.,
1997).

4.1 EXPRESSION CHEZ E. coLI

L’expression chez E. coli a été choisit puisqu’il s’agit d’un systéme d’expression
efficace, peu dispendieux et qui avait déja été utilisé avec succés dans la production de

TCR (§ 1.4). La fusion d’une protéine soluble en C-terminal avait pour but d’augmenter
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la solubilité de la protéine de fusion et donc du TCR 2.102. Deux protéines, la
thiorédoxineA ainsi que NusA, ont été utilisées puisqu’il avait été démontré qu’elles
augmentaient la solubilité d’une protéine lorsqu’elles étaient exprimées en fusion avec
celle-ci (Harrison Roger G, 2000; LaVallie et al., 1993).

Il est évident que la fusion du sc2.102 avec la thiorédoxineA n’a pas eu les
résultats escomptés. En effet, le sc2.102 n’a pas été obtenu dans la fraction soluble
(Figure 12), alors qu’il s’agissait de 1’objectif principal du projet. Il est possible
d’invoquer la petite taille de la protéine relativement a celle du sc2.102 comme cause de
I’échec. L’hypothése de la taille de la protéine fusionnée comme facteur influengant la
solubilité de la protéine de fusion, a été partiellement confirmée avec la fusion a NusA.
Suite a la fusion du sc2.102 avec cette protéine de taille plus importante, il a été possible

de retrouver la protéine de fusion dans la fraction soluble.

La fusion avec la protéine NusA a permis de retrouver le sc2.102 dans la fraction
soluble par contre, il a été impossible de le purifier. Suite au clivage du sc2.102 de NusA,
il a été impossible de confirmer sa présence dans la solution de protéine. Beaucoup de
temps et d’efforts ont été investi pour tenter de trouver des réponses. Premiérement, il
avait déja été vérifié qu’aucun site de clivage de la thrombine, dont la séquence est
LVPA/GS, ne se retrouvait dans la séquence en a.a. du sc2.102. De plus, différents temps
de clivage et différentes quantités d’unité d’enzyme (résultats non montrés) ont été testées
afin d’éviter une protéolyse a des sites secondaires. Méme dans les conditions minimales
de clivage, les bandes non prévues apparaissaient. Il y a peut-étre eu des problémes au
niveau méme de la protéine NusA ou du vecteur puisque des bandes supplémentaires sont
apparues lors du clivage des protéines produites suite a 1’expression du vecteur original,
en absence de la séquence du sc2.102 (Figure 14). Un test a également été effectué
(résultat non présenté) avec 1’autre site de clivage disponible dans le vecteur, qui était
celui de ’entérokinase, et des résultats semblables ont été obtenus. Plusieurs bandes non
attendues sont apparues suite au clivage. D’autres souches d’expression ont aussi été
utilisées (résultats non montrés) afin de vérifier si le probléme provenait de la souche

utilisée, mais aucun changement n’a été noté. Comme il en a été mention dans la section
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des résultats, il se pourrait que ces bandes proviennent du clivage des bandes de

dégradations observées lors de la production.

Un autre obstacle a la détection du sc2.102 produit en fusion avec NusA était la
sensibilité de la S-protéine. Cette protéine devait permettre la reconnaissance d’un
marqueur sur NusA et ainsi la discriminer avec le sc2.102. La dilution recommandée est
de 1: 10 000 pour une immunoempreinte de type Western alors que j’ai du utiliser une
dilution de 1 : 1000. Etait-ce du au lot de production ou bien était-ce seulement la
capacité de la protéine a reconnaitre le marqueur qui explique ce grand écart?
Probablement que I'utilisation d’un marqueur spécifique au sc2.102 pourrait discriminer
plus facilement le sc2.102 de NusA comme par exemple 1’ajout de 1’épitope reconnu par

’anticorps anti-HA ou I’anticorps anti-c-myc.

L’expression du sc2.102 en fusion avec la protéine NusA semblait au départ étre
prometteuse mais plusieurs problémes non résolus ont miné cette approche. De plus,
cette approche a été menée de front avec le systéme utilisant les cellules de mammifére et

puisque celui-ci a donné de meilleurs résultats, ’utilisation de E. coli a été abandonnée.

4.2 EXPRESSION AVEC UN LIEN GPI

L’utilisation de cellules de mammifére comme systéme d’expression se voulait
une alternative a celui de E. coli. C’était un systéme qui nous était plus familier que celui
des cellules d’insectes et qui avait réussi dans le passé & permettre la production de TCR
(§ 1.4). L’expression a la surface de la cellule permettait une validation rapide de
I’expression du TCR et I’utilisation du lien GPI permettait un clivage efficace sans danger

pour le TCR, le site reconnu par I’enzyme n’étant pas présent dans le TCR.

L’expression du sc2.102 avec un lien GPI clivable a la surface de cellules de
mammiferes est une approche qui a bien réussi mais qui doit étre améliorée. Un

probléme important de stabilité d’expression a été détecté (Figure 18) et il serait
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important de régler ce probléme pour permettre de plus haut niveau d’expression et donc

de meilleurs rendements.

La principale raison de cette perte d’expression est probablement le fait que le lien
GPI ne soit pas surexprimé et qu’il est aussi utilisé pour plusieurs enzymes dont la
p57(KIP) (Furuhata et al., 1996), pour des récepteurs comme le récepteur folate (Lacey et
al., 1989) ainsi que pour plusieurs autres types de molécules tel certains LERKs (Cerretti
et al., 1996) et la MMP-17 (Itoh et al., 1999). En effet, I’ancre GPI ne provient pas de
’expression du vecteur sc2.102PLAP/pcDNA3.1. L’ancre GPI se retrouve a la lumiére
du RE. L’ancre préformée est composée de deux chaines acyle grasses et de divers sucres
comme I’inositol, le N-acétylglucosamine, le mannose et se termine par un groupement
éthanolamine. Les protéines se retrouvent aussi 4 la lumiére du RE mais elles sont
ancrées dans la membrane par une région transmembranaire. Une séquence de cette
région, qui déborde dans la lumiére du RE, est reconnue par un complexe enzymatique
comme signal pour une transpeptidation du groupement éthanolamine de I’ancre GPI au
carboxyle terminal du dernier résidu conservé de la protéine. Donc en plus de I’ancre
GPI, il y a aussi le complexe transamidase impliquée dans la transpeptidation qui n’est
pas surexprimé dans la cellule. Ces deux facteurs tendent probablement 4 obliger la
cellule a favoriser I’utilisation de ces ressources limitées pour ses propres protéines afin
de survivre ou encore, favorise la sélection des cellules qui expriment des niveaux plus
faibles de sc2.102. Cette propriété pourrait également expliquer la présence de sc2.102
non clivable a la surface des cellules lors des tests réalisés (Figure 19). Cette fraction de
$¢2.102 exprimés sans le lien GPI n’est pas mise en évidence suite & un marquage avec
I’anticorps anti-chaine B de TCR, anticorps conformationnel. Ceci suggére que le
sc2.102, suite & son expression par cette approche, doit étre transférée sur un lien GPI

pour étre bien repliée.

Un moyen simple de contourner le probléme de perte d’expression serait d’utiliser
un systéme d’expression inductible comme par exemple le systéme tétracycline(Gossen et
Bujard, 1992). Il serait alors possible de produire de grande quantité de cellules viables et

ensuite d’induire 1’expression du sc2.102 avec un lien GPI en utilisant toutes les
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ressources de la cellule a cette fin. L’approche serait grandement facilitée par I’utilisation
de cellules en suspension comparativement a des cellules adhérentes comme ce fut le cas
lors de ce projet. L’utilisation de cellules en suspension permet de produire de grande

quantité de cellules plus rapidement et avec une logistique plus simple.

En changeant le systéme d’expression pour un systéme plus performant il serait
également intéressant de rentabiliser le clivage & la PI-PLC. Particuliérement, si le projet
est poursuivi et utilisé & plus grande échelle. La PI-PLC commerciale est une enzyme
dispendieuse, il serait donc important de considérer sa production en laboratoire. Le
protocole de production et de purification de 1’enzyme est déja établi (Low ef al., 1988)
alors il serait facile de mettre en application une telle mesure. Il est certain qu’une période

d’adaptation serait nécessaire mais les économies pourraient étre trés importantes.

4.3 TESTS D’ACTIVITE BIOLOGIQUE

Dl a la perte d’expression, il a été difficile d’obtenir de grande quantité de
sc2.102. Seulement trois productions ont pu étre réalisées, faute de temps, avec une
moyenne de 500 pg de sc2.102 produit. Les deux premiéres productions ont servi 4 la
mise au point des analyses en cytométrie ainsi que du test de compétition avec
I’hybridome T 2.102. Le manque de matériel a été un grand facteur limitant dans

’exécution des tests, tant en cytométrie qu’avec le test physiologique.

Les analyses réalisées en cytométrie n’ont pas donné les résultats escomptés. Il a
été difficile de réaliser tous les tests voulus avec le peu de matériel disponible. Des essais
ont d’abord été fait avec le TCR monomérique, révélé avec I’anti-chaine § de TCR
(résultats non montrés), mais sans résultat concluant. L’utilisation du sc2.102
multimérisé s’est avérée une solution pour tenter d'augmenter la sensibilité du marquage
et la stabilité d'une liaison potentielle du sc2.102 avec ses ligands. Le principal
désavantage de la multimérisation avec un anticorps est que 1’on ne peut se débarrasser

des molécules non liées. 11 demeure donc dans la solution du sc2.102 monomérique en
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mesure de se lier a la cellule et de faire compétition avec le sc2.102 multimérisé. Il est
évident qu’une telle situation vient diminuer les chances de voir une réponse positive.
L’utilisation des billes avait comme objectif d’éliminer la problématique du sc2.102 non
lié ainsi que d’augmenter I’avidité de liaison, propriété déja démontré avec d’autres
molécules (Viola et Lanzavecchia, 1999). Cette technique a été utilisée uniquement avec
la derniére production alors il a été difficile de faire une bonne mise au point avec le
matériel disponible a partager dans les différents tests. Le bruit de fond observé avec les
billes couplées au sc2.102 était inférieur & celui observé avec les billes témoins (Figure
21B). L’emploi d’un scTCR n’ayant aucune affinité pour les ligands du sc2.102 aurait
été un témoin idéal mais aucun n’était disponible au laboratoire. L’interaction non-
spécifique de I’anticorps fixé aux billes semble étre 1’origine du probléme. Peut étre que
I’utilisation d’un autre complexe anticorps/ligand aurait été un meilleur témoin négatif, ou
I’anticorps aurait été un témoin isotypique. De plus, par manque de matériel, il a été
impossible d’optimiser le ratio billes-anticorps-sc2.102. Cette approche devrait donc étre
développée d’avantage avec un systéme de production plus performant. Par contre il est
possible que la création d’un multimére de sc2.102 avec I’anticorps anti-chaine 3, avant
la liaison avec le complexe pCMH, ait bloqué le site de liaison. Le blocage pourrait étre
le résultat du pontage avec I’anticorps ou d’un encombrement stérique. Toute interaction
entre le sc2.102 et son ligand serait alors impossible. Il serait alors intéressant d’utiliser
une alternative qui n’utilise pas d’anticorps pour multimériser le sc.2012. La
biotinylisation directe du sc2.102 aprés purification suivit d’une multimérisation avec la

streptavidine est une option qui pourrait étre envisagée.

Le test de compétition d'activation de I'hybridome T 2.102 a permis de caractériser
le sc2.102 dans un aspect plus physiologique. Les résultats semblent indiquer une
inhibition de l'activation de 'hybridome mais comme mentionné précédemment, des
essais avec des quantités plus importantes de sc2.102 seraient & faire afin de confirmer le
potentiel d'inhibition du sc2.102. Ce n'est qu'avec un systéme d'expression plus
performant que de tels tests peuvent étre réalisés. Il est évident que I’utilisation d’un
TCR non spécifique aux complexes Hb(64-76)/I-E* comme témoin négatif aurait été idéal

mais aucun n’était disponible. L’ajout de protéines autres que des TCR comme témoin
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négatif (la BSA par exemple) pourrait également permettre d’évaluer le blocage non
spécifique des ligands du & I’ajout de protéines dans le milieu. Le test aurait également
pu étre amélioré en réalisant une préincubation du sc2.102 avec les cellules présentatrices.
Ceci aurait évité de faire une compétition directe et aurait permis au sc2.102 de se lier aux
complexes pCMH avant I’hybridome T 2.102 et donc de limiter I’obstruction des ligands
par encombrement du a la grosseur de I’hybridome. Le test ne visait pas & déterminer la
capacité directe de compétition du sc2.102 sur I’hybridome T 2.102 mais il s’agissait
plutdt d’une voie détournée pour identifier si le sc2.102 était en mesure de se lier & son
ligand Hb(64-76)/1-E~..

Il aurait également été possible de vérifier I’activité biologique du sc2.102 par un
systéme beaucoup plus sensible, la résonance a surface de plasmon. Cette méthodologie
permet de mesurer ’affinité de liaison ainsi que sa cinétique. Ce type d’analyse est
envisageable puisque des ligands dans une forme soluble ont déja été produits au
laboratoire. Par contre, cette technique nécessite la production d’une plus grande quantité
de matériel (sc2.102).

Avec un systeéme de production plus performant il serait important de vérifier la
stabilité du sc2.102 dans le temps. Les différents tests réalisés durant le projet n’ont pas
toujours pu étre faits avec des préparations fraiches. Peut-étre qu’une durée prolongée de
conservation du sc2.102 a pu influencer les résultats. Les tests devraient étre faits avec
des préparations de moins de 24 heures et ensuite avec des préparations plus vielles et

comparer pour évaluer la stabilité du sc2.102.



Conclusion
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A ce jour il n’existe que trés peu de TCR et de complexes TCR/pCMH
cristallographiés. La principale difficulté rencontrée est ’obtention sous une forme
soluble du récepteur. Le présent projet visait la production du récepteur de la cellule T
2.102 sous une forme soluble afin d’améliorer les connaissances sur le sujet et de raffiner

le modéle d’étude de rejet de greffe basé sur la cellule T 2.102.

Des trois approches utilisées, deux ont permis d’obtenir le sc2.102 sous une forme
soluble mais une seule a permis de le purifier. Plusieurs autres approches auraient pu étre
tenté, il n’existe pas de méthode qui fonctionne pour tous les TCR. Pour chaque TCR, il
faut travailler en essais et erreurs et dans le cas présent, trois essais ont été nécessaires.
C’est I’expression avec un lien GPI sur la membrane de cellules de mammiféres qui a été
la plus fructueuse comparativement a I’expression en fusion avec deux protéines chez E.
coli. Par contre, méme si ’approche a fonctionnée, elle devrait étre améliorée ce qui
implique entre autres I’utilisation d’un nouveau vecteur d’expression. Les problémes de
stabilité rencontrés lors de I’expression pourraient étre résolus en utilisant un systéme
d’expression inductible au lieu d’un systeéme constitutif. 11 est clair que la production de
TCR soluble n’est pas une tiche facile et qu’il faut persévérer a essayer plusieurs

méthodes.

Nous avons démontré que I’expression du TCR 2.102 sous la forme d’une chaine
unique soluble est possible en utilisant un syst¢éme impliquant un lien GPL. Il a par contre
été impossible de démontrer que le sc2.102 produit était biologiquement actif. Les
résultas obtenus avec le test de compétition d’activation sont toutefois prometteurs. Des
travaux supplémentaires devraient étre réalisés avec un systéme d’expression plus
performant afin de poursuivre la caractérisation. Ce n’est qu’aprés avoir confirmé
Pactivité biologique du sc2.102 que nous pourrons 1’utiliser a d’autres fins tel que 1’étude

de sa structure ou de sa liaison aux différents ligands.
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