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SOMMAIRE 

Les lymphocytes T sont essentiels aux fonctions du systeme immunitaire. Deux classes 

effectrices distinctes, les cellules T CD4 auxiliaires et les cellules T CD8 cytotoxiques, se 

developpent dans le thymus. Les mecanismes de maturation des lymphocytes T dans cet 

organe se deroulent de facon tres ordonnee et sont strictement regules pour assurer 

l'homeostasie du systeme immunitaire. Dans le but de decouvrir de nouvelles molecules 

impliquees dans ces processus de maturation, le groupe du Dr Steimle a effectue une etude 

transcriptomique sur des thymocytes de souris C57/BL6 en developpement soit du stade DP 

immature au stade SP mature. Avec une approche de micropuces a ADN, plusieurs genes ont 

ete identifies comme etant fortement modules au cours des differentes etapes de maturation. 

Nous nous sommes interesses a un transcrit nomme scotin qui est fortement module dans les 

cellules post-DP et qui a ete associe a la selection negative via nos analyses. L'expression de 

cette proteine dans le thymus est observee surtout chez les cellules semi-matures de type 

R3/R4 de la medulla. Le gene scotin possede 3 promoteurs internes qui permettent 

P expression de 2 isoformes dans le thymus. Ceux-ci ont des fonctions differentes dans 

l'apoptose chez les cellules HeLa et leur localisation sub-cellulaire Test aussi. L'expression 

de scotinl et de scotin4 augmente avec la maturation des thymocytes, mais c'est scotin4 

qu'on retrouve en majorite a toutes les etapes du developpement. Des DP qu'on induit 

chimiquement avec un signal mimant celui fourni par le TCR lors de la selection negative ne 

montrent pas d'augmentation de la synthese de scotin. Cependant, des lignees de thymomes 

ayant des reponses pro- et anti-apoptotiques face a ce meme stimulus montrent une 

expression preferentielle de scotinl et scotin4 respectivement. Si on inhibe la production des 

transcrits communs de scotin via shRNA chez ces lignees de thymomes, on inverse leur 

reponse face a la stimulation au PMA/Ionomycin et le ratio scotinllscotin4 est aussi inverse 

comparativement aux cellules meres. Ce dernier serait important pour le controle de la 

reponse apoptotique des thymomes. Nous croyons que les deux isoformes de scotin sont 

impliquees dans le developpement thymique et ce, de facon independante l'une de l'autre. 
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1 INTRODUCTION 

1.1 Le systeme immunitaire 

La defense contre les pathogenes et les molecules etrangeres chez les organismes vertebres 

est assuree par le systeme immunitaire. Ces fonctions sont assurees par un ensemble de 

cellules specialisees et de molecules biologiques solubles (complement, cytokines). On peut 

diviser le systeme immun en deux branches dont les roles sont distincts. Tout d'abord, le 

systeme immunitaire inne s'occupe de la defense primaire contre les agresseurs grace a des 

recepteurs (ex : Toll Like Receptor) permettant la reconnaissance de motifs structuraux 

communs aux bacteries ou aux virus (Kawai et Akira, 2006; Meylan et Tschopp, 2006). C'est 

en fait la premiere ligne de defense de l'organisme. Le systeme immunitaire adaptatif va 

permettre une action qui est plus ciblee envers l'agresseur et qui s'affine avec le temps. 

Ultimement, la branche adaptative eliminera 1'infection et empechera une recidive en 

generant des cellules memoires. Dans le but d'avoir une immunite contre un univers presque 

illimite de pathogenes, notre systeme immunitaire requiert une cooperation etroite entre ses 

branches innees et adaptatives (Medzhitov et Janeway, 1998). Au coeur du systeme de 

defense adaptatif, on retrouve deux types cellulaires principaux qui gerent ses fonctions. Ce 

sont les lymphocytes B et T qui permettent de mettre en place une reponse focalisee envers 

les envahisseurs ou les cellules dysfonctionnelles. Chaque lymphocyte exprime un recepteur 

membranaire qui reconnait un seul epitope antigenique. Lorsque cet antigene specifique est 

lie par le recepteur, cela entraine l'activation des lymphocytes. Un grand potentiel de 

reconnaissance des antigenes est genera grace a differents mecanismes de recombinaisons 

somatiques dans les sequences genomiques des recepteurs. Cela permet une grande 

specificite de la reponse immune. La fonction principale des cellules B est la production 

d'anticorps qui sont les formes solubles du recepteur des cellules B (BCR). Ces lymphocytes 

sont responsables de 1'immunite humorale et peuvent agir en tant que cellules presentatrices 
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d'antigenes (APC). Les lymphocytes T ont des capacites effectrices plus diversifiees via le 

recepteur des cellules T (TCR) present exclusivement a la surface membranaire. II y a deux 

types de TCR fonctionnels qui sont produits selon la nature des chatnes proteiques qui 

composent 1'heterodimere du recepteur. Cela genere des cellules T de classes distinctes. On 

differencie les cellules exprimant un TCRa(3 de celles exprimant un TCRyo. Ces dernieres 

sont impliquees dans l'elimination des infections bacteriennes (Born et al., 2006). Dans ce 

memoire, nous traiterons seulement des cellules ayant un TCRap\ Ces cellules sont divisees 

en deux categories fonctionnelles qu'on distingue par l'expression des co-recepteurs 

membranaires CD4 et CD8. Les cellules T 'helper' (CD4) ont la capacite de diriger Taction 

des autres cellules du systeme de defense par l'intermediaire d'interactions cellules-cellules 

et par la production de cytokines. II y a aussi un autre niveau de diversite chez les cellules T 

CD4. Ces lymphocytes se differencient en plusieurs sous-classes effectrices. Les CD4 Thl 

stimulent les fonctions des macrophages et des cellules T cytotoxiques alors que les CD4 

Th2 favorisent la production d'anticorps par les lymphocytes B. Les cellules T CD4 

regulatrices (Treg) ont un pouvoir immunosuppresseur envers les autres lymphocytes T (Itoh 

et al., 1999; Baecher-Allan et Hafler, 2006). Elles expriment le marqueur de surface CD25 a 

l'etat naif ce qui permet de les differencier des autres cellules T CD4. Pour leur part, les 

cellules T cytotoxiques (CD8) vont eliminer directement les cellules aberrantes de 

l'organisme qu'elles soient infectees, cancereuses, etc (Janeway et al., 2006). 

Les precurseurs des lymphocytes sont produits dans la moelle osseuse comme toutes les 

cellules sanguines. Les deux types de lymphocytes se developpent dans des tissus 

lymphoides primaires differents. Alors que les precurseurs des cellules B effectuent la totalite 

de leur maturation dans la moelle osseuse, les precurseurs des cellules T (thymocytes) la 

debutent au meme endroit, mais la terminent dans le thymus, un petit organe situe dans la 

cage thoracique, juste au-dessus du coeur (Miller, 1961). La reconnaissance par le TCR est 

bien differente de celle du BCR. Ce dernier reconnait les antigenes solubles alors que le TCR 

a une double specificite face a l'antigene et au complexe majeur d'histocompatibilite (CMH). 
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Pour qu'il y ait signalisation via le TCR, l'antigene doit etre presente sous forme peptidique 

en complexe avec une molecule de CMH a la surface des cellules (pCMH). II y a une autre 

distinction importante entre les deux recepteurs des lymphocytes. Pour pouvoir se developper 

adequatement, les thymocytes doivent exprimer un TCR capable de reconnaitre un peptide 

du 'soi' dans le thymus. Chez les cellules B, les BCR pouvant lier un antigene du 'soi' 

permettent la deletion du clone lymphocytaire en question. Comme les peptides presentes par 

le CMH au niveau du thymus sont derives d'un antigene du corps, les processus de 

developpement auxquels les cellules T font face sont extremement selectifs. En effet, le TCR 

doit acquerir la capacite de distinguer les molecules du 'soi' des molecules etrangeres. Cette 

capacite est developpee grace a un ensemble de processus appele tolerance centrale (Gallegos 

et Bevan, 2006). La rencontre de differents types cellulaires specialises du stroma thymique 

est necessaire a la reussite de deux processus physiologiques d'une importance capitale pour 

la production de cellules T fonctionnelles. En effet, la fonctionnalite du TCR est verifiee par 

sa capacite a reconnaitre des complexes peptides du soi-CMH (pCMH) a la surface des 

cellules du stroma (Starr et al., 2003). Pour que les precurseurs survivent, ils doivent recevoir 

un signal via la selection positive et cela implique qu'ils doivent interagir faiblement avec un 

complexe pCMH dans le thymus. Sans cette reconnaissance, les thymocytes enclenchent un 

processus d'apoptose appele mort par negligence. Done, les thymocytes doivent etre 

capables de lier un antigene du 'soi'. Cette etape franchie, le potentiel auto-reactif des 

cellules est teste par la selection negative et il y a elimination des cellules reagissant trop 

fortement contre les pCMH. La majorite des precurseurs sont detruits, car ils ne reussissent 

pas a produire de TCR capable de reconnaitre un pCMH avec une affinite moyenne pour les 

molecules du 'soi' (Marsden et Strasser, 2003). Malgre toutes les etapes de controle 

associees a la tolerance centrale ayant lieu dans le thymus, certaines cellules T reactives face 

a des antigenes du 'soi' reussissent a survivre et a se rendre dans les organes peripheriques. 

D'autres mecanismes, nommes globalement tolerance peripherique, existent et empechent 

ces cellules de causer des dommages dans l'organisme. On parle alors d'ignorance 

immunologique, d'anergie des lymphocytes T, de compartimentalisation des cellules T ou de 

cellules Treg (Parham, 2003; Janeway et al., 2006). 
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1.2 Reconnaissance des antigenes par les cellules T 

1.2.1 Structure et biosynthese du TCR 

Le TCR est une glycoproteine heterodimerique membranaire composee d'une sous-unite a et 

d'une (3. Chacune de ces sous-unites est constitute d'une region variable et d'une region 

constante. Les regions variables se situent dans la partie amino-terminale du recepteur alors 

que les regions constantes sont dans la partie carboxy-terminale. Le site de liaison a 

l'antigene est situe dans la partie distale des regions variables des chaines a et (3 (Garcia et 

al., 1999). Au niveau de la population de cellules T, ce site presente une forte 

hypervariabilite de sequences et les lymphocytes T ont un immense potentiel de 

reconnaissance des molecules etrangeres grace a cette diversite. L'enorme variabilite des 

sites de liaison du TCR est generee par des mecanismes de recombinaisons somatiques 

complexes au niveau des genes des chaines variables. En effet, des rearrangements geniques, 

nommes recombinaison V(D)J, doivent avoir lieu dans les loci codant les chaines a et p du 

TCR avant qu'une cellule produise un TCR fonctionnel (Livak et Petrie, 2002). Lorsqu'il y a 

synthese d'un tel recepteur, il sera exporte a la surface. Avant 1'expression du TCR a la 

membrane cellulaire, il sera associe a six sous-unites proteiques dans le reticulum 

endoplasmique pour former le complexe de reconnaissance specifique. Le recepteur produit 

doit etre couple de fa?on non-covalente au complexe CD3 qui comprend quatre proteines 

soit: 5, E, y et t,. Elles sont retrouvees sous forme de trois dimeres : CD3ey, CD35e et C D 3 ^ 

(Sun et al., 2001). Cet ensemble correspond au complexe TCR fonctionnel. Les chaines a et 

(3 du TCR reconnaissent les pCMH et ce sont les proteines CD3 qui transmettent le signal 

vers l'interieur. Les domaines cytoplasmiques des proteines CD3 contiennent de nombreux 

motifs de transduction du signal, comme les ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based 

Activation Motif), pouvant etre phosphoryles sur certains residus. Avec les co-recepteurs 
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CD4 et CD8, ces motifs sont impliques dans la transmission du signal suivant la liaison du 

TCR alors que les chaines a et (3 n'ont pas de role connu dans la signalisation intracellulaire 

(Germain, 2001). 

1.2.2 Le CMH et la presentation antigenique 

La liaison du TCR est dite restreinte au CMH (Zinkernagel et Doherty, 1974). Comme on l'a deja 

mentionne, en plus de lier Pantigene, le recepteur doit reconnaitre specifiquement la molecule de 

CMH sur laquelle le peptide se situe pour qu'il y ait attachement et signalisation intracellulaire par la 

suite (Figure 1). Les alleles du CMH sont fortement polymorphes entre les individus d'une population 

et si on transfere des cellules exprimant des CMH distincts de ceux de l'hote, elles peuvent etre 

reconnues comme 'etrangeres'. Les problemes de rejet de greffes lors des transplantations sont un bon 

exemple de l'effet de cette diversite sur la reconnaissance par les cellules T. Les lymphocytes T d'un 

individu sont selectionnes pour reconnaitre les molecules de CMH presentes a la surface de ses 

propres cellules. 

Figure 1. Reconnaissance des 
complexes pCMH par les cellules T. 
Le recepteur des cellules T a une 
double specificite de reconnaissance. 
II doit fixer le CMH et le peptide lie a 
celui-ci. Les CMH de classe I sont 
exprimes a la surface de toutes les 
cellules nuclees alors que le CMH de 
classe II ne Test que par les APC. 
Les co-recepteurs permettent de 
stabiliser l'interaction en liant le 
CMH. 
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On retrouve deux classes de CMH qui auront des roles de presentation distincts. Le 

chargement des peptides sur ces deux types de molecules s'effectue dans des compartiments 

intracellulaires differents. Le CMH I est retrouve a la surface de toutes les cellules nuclees. 

Son role est de presenter les peptides qui sont generes lors de la degradation des pathogenes 

intracellulaires dans le cytosol par le proteasome puis qui sont transported au reticulum 

endoplasmique. Les molecules de CMH II ne sont exprimees que par les cellules specialisees 

dans la presentation d'antigene, les APC. Ces cellules ingerent et degradent les 

microorganismes extracellulaires et les peptides derives sont appretes dans le lysosome et les 

compartiments d'endocytose. Les molecules de CMH I et II ne presentent les peptides qu'a 

une classe de cellules T en particulier selon le co-recepteur que celles-ci expriment. En effet, 

le CMH I ne peut etre lie que par les cellules T CD8 et le CMH II que par les CD4. C'est le 

processus de choix de lignee {lineage decision) au niveau du thymus qui permet la 

production de cellules T ayant des fonctions differentes. En se liant aux molecules de CMH, 

les co-recepteurs apportent une stabilisation additionnelle a la liaison du TCR a son ligand 

(Janeway et al., 2006). 

1.3 Les stades de differentiation des cellules T et les marqueurs membranaires 

lymphocytaires 

Tout au long de leur maturation, les divers signaux cellulaires transmis aux precurseurs 

lymphocytaires permettent leur passage a travers differentes etapes de developpement. Cela 

se traduit phenotypiquement par l'expression de diverses proteines membranaires. II devient 

alors possible de suivre le developpement des thymocytes en observant le changement 

d'expression de proteines de surface caracteristique aux differents stades de maturation. 

Grace a la cytometric de flux, qui permet un marquage cellulaire avec plusieurs molecules 

fluorescentes simultanement, on peut subdiviser le developpement thymique en etapes 

distinctes selon le phenotype membranaire des sous-populations. II y a plusieurs types de 
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marqueurs lymphocytaires, mais les plus utilises pour suivre la maturation des thymocytes 

sont les co-recepteurs CD4 et CD8 (Figure 2A). Cependant, Barthlott et al. ont demontre 

qu'il etait possible de diviser le developpement thymique en cinq stades differents grace au 

marqueur d'activation CD69 et au TCR (Barthlott et al., 1997). On les classifie de Rl a R5 

selon 1'expression de ces deux molecules de surface (Figure 2B). La progression via 

cesstades represente la voie majeure de differentiation des cellules T (Barthlott et al., 1997). 
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Figure 2. Etapes du developpement des thymocytes visualises par les marqueurs membranaires. 
La maturation des thymocytes suivie par FACS a l'aide de marqueurs de surface comme les co-
recepteurs CD4 et CD8 (A). Les molecules CD69 et TCR permettent de diviser le passage des DN 
vers les SP CD4 et CD8 en cinq etapes distinctes (B) du stade Rl vers R5. On peut voir la coloration 
simultanee de CD69 vs TCR en parallele avec 1'expression de CD4 vs CD8 (C). On remarque 
l'apparition des cellules CD4+CD8faible chez les R3. 
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1.3.1 Developpement thymique precoce 

Lorsque les precurseurs lymphocytes T penetrant dans le thymus, ils n'expriment aucun des 

co-recepteurs glycoproteiques. Ils sont double negatif (DN) et n'expression ni CD69 ni TCR. 

Ces cellules sont au stade Rl selon la classification de Barthlott et al. Les loci |3 et a du TCR 

sont rearranges successivement via la recombinaison V(D)J au debut de la maturation aux 

stades DN et DP respectivement (Livak et Petrie, 2002). Ces processus sont strictement 

regules et comportent plusieurs points de controle pour assurer leur bon deroulement. Tout 

d'abord, les cellules DN rearrangent la chaine (3 du locus TCR. II y a ensuite expression a la 

surface cellulaire d'un recepteur compose de la chaine (3 fonctionnelle et d'une chaine a de 

substitution (preTct) qui sont associees au complexe CD3. L'expression de ce pre-TCR a la 

membrane amene la proliferation de ce clone thymique tout en arretant le rearrangement de 

la chaine beta (von Boehmer et Fehling, 1997). Ce processus est appele selection-p\ I l y a 

alors induction de l'expression des deux co-recepteurs CD4-CD8 simultanement et les 

cellules passent au stade double positif (Alam et al.) (Alam et al., 1996). L'etape suivante 

consiste a rearranger le locus de la chaine a. Ces sont les DP qui l'effectuent et lorsque cela 

est fait, ceux-ci expriment un TCRap1 complet a leur surface (Livak et Petrie, 2002). On est 

alors au stade R2 de phenotype CD69 et TCRfaIble. Les cellules incapables d'effectuer des 

rearrangements productifs ne recoivent aucun signal de survie et entrent en apoptose via un 

phenomene appele mort par negligence. Ces cellules seront phagocytees par les macrophages 

du thymus (Werlen et al., 2003). 

1.3.2 Developpement thymique tardif 

Les cellules R2 qui sont capables de lier un pCMH complementaire a leur TCR passent au 

stade R3 (TCRinterm6diaire et CD69+). Comme CD69 est exprime lorsqu'il y a transmission d'un 
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signal intracellulaire via le TCR (Yamashita et al., 1993), les R3 sont les premieres cellules a 

montrer un signe de liaison. A ce stade, le patron d'expression des co-recepteurs CD4 et CD8 

est plus complexe (Figure 2C). Nous y reviendrons a la section 1.5.5. Au stade R4, 

l'expression de CD69 et du TCR est a son plus haut niveau. Les premieres cellules simple 

positif (SP) pour CD4 ou CD8 sont alors detectables, car l'expression d'un des deux co-

recepteur a ete arretee a ce moment. La maturation se termine avec la baisse d'expression 

membranaire de CD69. On est alors au stade R5 et les thymocytes sont TCRfort et CD69. 

Finalement, chez la souris, ces cellules passent 14 jours dans le thymus apres avoir acquis 

leur phenotype mature CD4 SP ou CD8 SP (Hayday et Pennington, 2007). On croit que ces 

SP continuent a tester la capacite de liaison de leur TCR face aux pCMH du soi (Hayday et 

Pennington, 2007). 

1.4 Migration des precurseurs thymiques et developpement des thymocytes 

1.4.1 Morphologie etfonction du thymus 

Le thymus fournit un micro-environnement tres organise permettant le developpement 

complet des cellules T (Anderson et Jenkinson, 2001; Starr et al., 2003). Le stroma thymique 

contient des cellules epitheliales thymiques (TEC), des macrophages, des cellules 

dendritiques et des fibroblastes. Les TEC entourent les thymocytes en developpement et les 

guident dans ce processus (Anderson et Jenkinson, 2001). On peut diviser le thymus en deux 

parties morphologiques distinctes. Une coloration cellulaire nous permet de bien differencier 

les regions thymiques. II y a le cortex, ayant une forte densite cellulaire, qui contient les 

cellules immatures DN et DP alors que la medulla est la region ou se concentrent les cellules 

plus matures SP. Cette derniere contient beaucoup moins de cellules que le cortex. 
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1.4.2 Etapes de migration des thymocytes et roles des chimiokines dans ceprocessus 

Les precurseurs thymiques entrent dans le thymus au niveau de la jonction cortico-medullaire 

(Figure 3 (1)). lis migrent vers la region sub-capsulaire (Lind et al., 2001) et ils sont alors de 

phenotype DN pour CD4 et CD8 (Figure 3 (2)). CXCR4 est impliquee dans cette 

relocalisation, car chez une souche de souris deficiente pour cette chimiokine dans le thymus 

exclusivement on observe un arret de la differentiation au stade DN et les precurseurs ne 

peuvent pas migrer vers la region sub-capsulaire (Plotkin et al., 2003). 

Figure 3. Schema du developpement thymique dans le temps et dans l'espace au niveau du thymus. 
Les precurseurs lymphocytaires arrivent de la moelle osseuse via la circulation sanguine. Ils se 
dirigent alors vers la region sub-capsulaire du thymus (1). A ce stade, les cellules sont appelees 
double negatif, car elles n'expriment aucun des co-recepteurs CD4 ou CD8 (2). Elles rearrangent leur 
chaine TCR(3 et exprimeront un preTCR a la membrane. Cela fourni un signal de survie qui permet 
aux thymocytes de passer au stade double positif (3). A ce moment, ils rearrangeront la chaine alpha 
du TCR et produiront un TCRa|3 complet. Les cellules subiront par la suite les mecanismes de 
selection positive, selection negative de meme que le choix de lignee qui permettra de produire des 
cellules CD4 et CD8 simple positive (4) fonctionnelles qui seront exportees vers la peripherie (5) 
(modifiee de Janeway 2003). 
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Les cellules DN continuent leur maturation et reviennent vers le cortex ou le rearrangement 

des genes du TCR est termine et permet le passage au stade DP (Figure 3 (3)). La plupart des 

cellules contenues dans le cortex meurent par negligence (Goldrath et Bevan, 1999). 

Cependant, certains thymocytes de type DP recoivent un signal de survie grace a une 

interaction avec un pCMH presente par les cellules du stroma thymique. C'est la selection 

positive et elle provoque l'augmentation de l'expression du recepteur CCR7 a la surface des 

DP (Figure 3 (3)). Comme les TEC medullaires produisent beaucoup de CCR7L, le ligand de 

CCR7, les cellules en developpement se dirigent vers cette region pour terminer leur 

maturation et subir la selection negative (Figure 3 (4)). Si on mute CCR7, les DP ne migrent 

plus vers la medulla et les SP se developpent dans le cortex (Ueno et al., 2004). Au cours de 

la transition du stade DP vers le stade SP, les thymocytes synthetisent le recepteur SIP^ 

Cette molecule est presente en forte concentration dans le sang et elle stimule l'exportation 

des lymphocytes T matures (Figure 3 (5)) (Matloubian et al., 2004). La sortie des cellules T 

matures constitue la derniere etape du developpement (Rosen et al., 2003). Seul un petit 

nombre de cellules ayant survecu aux etapes de developpement dans le thymus peuvent 

quitter celui-ci. Ces cellules circulent dans le sang pour se rendre dans les organes 

lymphoi'des secondaires (rate, ganglions lymphatiques, tissus lymphatiques associes aux 

muqueuses). Les zones riches en cellules T de ces tissus forment des sites specialises oil les 

cellules T nai'ves peuvent etre activees par leur antigene specifique pour entreprendre la 

derniere phase de leur developpement et devenir des cellules effectrices (Parham, 2003; 

Janeway et al., 2006). 

1.4.3 Visualisation en trois dimensions (3D) de la migration thymique 

Les premieres etudes sur les deplacements des thymocytes ont ete effectuees en culture 

cellulaire ou sur des tissus fixes. L'avenue de la microscopie biphotonique a permis de faire 

plusieurs avances dans le domaine de la migration in vivo. Cette methodologie permet la 
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visualisation des cellules dans un organe entier non fixe sans endommager les tissus (Bousso 

et al., 2002). Elle a permis de resoudre plusieurs questions concernant la migration des 

thymocytes et les interactions qu'ils ont avec les cellules stromales dans leur environnement 

naturel. Dans le cortex, la majorite des thymocytes immatures visualises bougent lentement 

et de facon aleatoire. Ces thymocytes arretent frequemment leur mouvement pour interagir 

avec les cellules stromales. La reconnaissance du CMH sur les cellules stromales augmente 

le temps de contact (Bousso et al., 2002). En effet, sur un fond genetique CMH qui n'est pas 

compatible, les thymocytes font moins d'arret pour interagir. On observe aussi un petit 

groupe de cellules qui se deplacent rapidement vers la medulla. La frequence de ces cellules 

migrant rapidement correle avec la frequence des cellules en selection positive (Witt et al., 

2005). De plus, il a ete demontre que l'augmentation de la concentration intracellulaire de 

calcium est essentielle et suffisante pour amener l'arret du mouvement des thymocytes 

(Bhakta et al., 2005). Done, lorsque les thymocytes corticaux lient un pCMH a la surface 

d'une cellule stromale, ils augmentent leur concentration de calcium intracellulaire, puis 

s'immobilisent. Si le ligand rencontre permet la transmission d'un signal de selection 

positive, le calcium intracellulaire va diminuer et les thymocytes migrent vers la medulla 

(Bhakta et al., 2005). 

1.5 Les mecanismes de selection thymique 

C'est grace au processus de presentation antigenique via les molecules de CMH au niveau du 

thymus que les cellules T deviennent fonctionnelles et qu'elles developperont leur specificite. 

Apres avoir effectue des rearrangements efficaces pour produire un TCR membranaire, ce 

recepteur doit etre teste pour verifier son potentiel de reconnaissance des pCMH exprimes 

par les cellules stromales du thymus (TECs et cellules dendritiques). La majorite des 

thymocytes DP expriment un TCR qui est incapable de lier un complexe pCMH et meurent 

par negligence (Werlen et al., 2003). Les thymocytes qui sont capables d'une interaction avec 

12 



un pCMH recevront un signal qui menera a leur differentiation (selection positive) ou a leur 

mort par apoptose (selection negative) selon la force de la liaison (Starr et al., 2003). 

Finalement, la liaison du pCMH avec son complexe TCR-co-recepteur correspondant sur les 

thymocytes dirige le processus de choix de lignee lymphocytaire. 

1.5.1 Roles des TEC corticaux et medullaires dans le developpement thymique 

Les compartiments thymiques sont definis par la presence de differents types de TEC qui 

forment des regions specialises dans certaines etapes de maturation et de selection des 

lymphocytes T. La maturation des cellules est concomitante avec la migration des 

thymocytes dans ces differentes regions du thymus. En consequence, les thymocytes a 

diverses phases de leur maturation sont retrouves dans des zones precises du thymus et 

rencontrent des cellules specialisees pour leur fournir des signaux de developpement 

adequats (Lind et al., 2001). II faut specifier que l'interaction lympho-stromale des cellules 

du thymus est bidirectionnelle. C'est-a-dire que les thymocytes en developpement aident 

aussi a la maturation des cellules stromales (van Ewijk et al., 1994). On parle de 'crosstalk' 

et une deficience dans le developpement des TEC medullaires (mTEC) est accompagnee de 

maladies du systeme immunitaire (Boehm et al., 2003). En evaluant la capacite de 

stimulation des differentes cellules du stroma thymique face aux cellules T naives, il a ete 

demontre que ce sont les TEC qui ont le role predominant dans les mecanismes de selection 

(Gray et al., 2006). Du point de vue fonctionnel, les TEC corticaux (cTEC) chapeautent la 

selection positive alors que les mTEC sont responsables en grande majorite de la selection 

negative (Hanahan, 1998; Kyewski et Derbinski, 2004) 
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1.5.2 Transmission differentielle des signaux de selection posititve et negative via le TCR 

Differents modeles ont ete proposes pour expliquer la capacite des cellules T a transmettre un 

signal intracel lull aire indiquant une liaison avec un pCMH. Selon un de ces modele, les 

peptides apportent des modifications conformationelles dans le complexe TCR et celles-ci 

sont transmises aux proteines CD3 (Janeway, 1995; Krogsgaard et al., 2003). Cependant, les 

analyses par cristallographie ne soutiennent pas ce modele, car a l'exception d'une etude 

(Kjer-Nielsen et al., 2003), aucun changement de conformation du TCR n'a ete note. Un 

autre modele stipule que les pCMH induisent une agregation des complexes TCR-CD3 a la 

membrane ce qui permet une phophorylation massive des ITAM au niveau des chaines 

cytoplasmiques du CD3 et cree un site ou plusieurs molecules de signalisation possedant des 

domaines SH2 peuvent s'assembler. Le fait que des pCMH monomeriques solubles ne soient 

pas capables d'induire un signal TCR, contrairement a des pCMH oligomeriques, supporte 

cette vision (Boniface et al., 1998; Cochran et al., 2000). Recemment, ces deux concepts ont 

ete associes (Minguet et al., 2007). En effet, l'agregation des complexes TCR-CD3 lors de la 

liaison au pCMH induit un changement conformationel des queues cytoplasmiques des 

chaines CD3e sans affecter la structure du TCRa(3 (Gil et al., 2002). Cette modification 

permet la liaison de la proteine adaptatrice Nek au niveau du CD3e. Nek serait important 

pour la reorganisation de l'actine et la formation de la synapse immune avec les APC. Ce 

changement de conformation est reversible apres la dissociation du pCMH et il est 

necessaire, mais non suffisant a la signalisation via le TCR. II est interessant de noter que la 

majorite des thymocytes chez un modele murin de selection negative presente ce changement 

dans la structure de CD3e (Risueno et al., 2006). 

Les mecanismes de selection sont bases sur la reconnaissance de courtes sequences 

peptidiques de facon tres specifique. Des etudes ont demontre que le changement d'un seul 

acide amine chez un peptide qui lie fortement le TCR cause une diminution de 2 X 104 fois 
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du potentiel d'attachement chez la sequence modifiee (Kersh et al., 1998). Le temps de 

liaison du peptide au TCR est alors seulement cinq fois moins long. Pour analyser l'affinite 

des ligands conduisant soit a la selection positive ou a la selection negative, des etudes de 

spectroscopic de resonance plasmique de surface ont ete faites sur ces differents ligands. On 

a decouvert que les peptides menant a la selection negative sont seulement trois fois plus 

avides face au TCR que ceux donnant le signal de survie (Alam et al., 1996). Ces donnees 

demontrent qu'il y a une forte correlation entre l'affinite, le temps de liaison et le mecanisme 

de selection enclenche par un pCMH donne. Done, de petits changements au niveau du 

ligand conduisent a de grandes differences dans les reponses enclenchees. En plus d'etre 

extremement sensible face a la sequence peptidique reconnue, la reponse du TCR est tres 

rapide. La signalisation chez les cellules T enclenche la reponse calcique aussi peu que 15 

secondes apres la liaison du TCR au pCMH (Li et al., 2004). 

Comme les deux signaux de selection negative et positive passent par un seul et meme 

recepteur, il doit y avoir une signalisation differentielle qui entre en jeu pour conduire au bon 

choix. Le modele cinetique de signalisation propose que la distinction entre la survie et la 

mort des precurseurs thymiques est possible grace au 'calcul' du temps de liaison des pCHM 

au TCR (McKeithan, 1995). En effet, les peptides conduisant a la selection negative ont 

tendance a Her longuement le TCR alors que ceux menant a la selection positive ont une 

liaison plus ephemere. C'est la dissociation du ligand qui limite la duree de l'interaction 

(Matsui et al., 1994). En effet, de petites differences dans la longevite de l'association au 

TCR amenent de grandes divergences dans les signaux actives en aval. Pour demontrer ce 

fait, le groupe de Palmer a genere des peptides OVA (SIINFEKL) ayant des affinites 

distinctes pour le TCR de souris transgeniques (Tg) OT-I (Daniels et al., 2006). Cela a 

permis d'etablir une hierarchie de ligands selon leur capacite a induire la selection negative 

ou positive. Des differences dans les signaux proximaux enclenches par ces divers peptides 

ont ete notees. Grace a ces peptides modifies, ils ont montre qu'a la limite d'avidite entre la 

selection negative et positive, il y a des changements marques dans 1'activation et la 
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localisation sub-cellulaire de differentes molecules de signalisation, surtout de ERK (Daniels 

et al., 2006). Par exemple, les peptides menant a la selection negative apportent une 

concentration plus forte de ZAP-70 phosphoryle a la membrane, ce qui permet la 

phosphorylation de LAT, cause le recrutement de Grb2-SOS et puis, active ERK a la 

membrane. Dans le contexte de la selection positive, ZAP-70 et Grb2-SOS ne sont pas 

relocalises a la membrane et meme si ERK est active, elle n'est pas recrutee a la membrane 

plasmique. De son cote, JNK est phosphorylee par les deux types de peptides selecteurs et sa 

forme active est retrouvee dans l'ensemble de la cellule. Done, lors de la selection negative, 

il y a une segregation dans la localisation cellulaire de ERK et JNK. Comme on le voit, la 

liaison du TCR par un peptide conduisant soit la selection negative soit a la selection positive 

n'amene pas l'activation d'une voie de signalisation unique. Cependant, il a ete montre que 

ERK et JNK activees ont des roles opposes dans les deux mecanismes de selections 

thymiques (Dong et al., 2002; Alberola-Ila, 2003). JNK est essentielle a la selection negative 

et son niveau d'activite en presence des deux types de peptides est le meme (Rincon et al., 

1998). On observe une difference de cinetique d'expression de ERK selon le type de ligands 

impliques (Werlen et al., 2000). En presence d'un peptide de selection negative, les 

thymocytes induisent une forte, mais courte activite de ERK alors que les peptides 

conduisant a la selection positive vont produirent une activite plus faible, mais soutenue de 

ERK (McNeil et al., 2005). Les voies que ERK activent au cours de ces deux mecanismes 

cellulaires ne sont pas bien connues. Pourquoi 1'activite soutenue de ERK mene-t-elle a la 

selection positive alors que lorsque JNK est active plus longuement que Erk, on enclenche la 

selection negative? On peut speculer que la segregation subcellulaire de ERK et JNK 

influence ce processus et permet a JNK phosphorylee d'activer preferentiellement certains 

facteurs de transcriptions impliques dans la selection negative. 

Voici maintenant les processus moleculaires actives en aval de ces voies de signalisation et 

qui sont impliques dans les evenements de selection. 
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1.5.3 Mecanisme de selection positive 

La selection positive se deroule dans le cortex et est mediee par les complexes pCMH 

presents a la surface des cTEC. Ce processus permet de contourner la voie de 'mort par 

defaut' des thymocytes en maturation, notamment en augmentant la production de Bcl-2 

(Linette et al., 1994; Strasser et al., 1994). Les cellules DP du cortex expriment faiblement le 

TCR. Elles representent le repertoire 'non selectionne' de thymocytes et c'est la population 

qui subira les mecanismes de selection positive (Kisielow et al., 1988). En grande partie via 

1'etude de souris TCR transgeniques, on a decouvert plusieurs molecules qui sont essentielles 

a ce processus. Une mutation dans un domaine de la chaine alpha du TCR (a-CPM) cause un 

deficit dans la selection positive et est associee a une activation deficiente de Erk (Werlen et 

al., 2000). La voie de Ras/Erk est aussi importante. En effet, il y a un arret du 

developpement thymique chez les souris mutantes pour Erk-1 et elles ne montrent aucun 

signe de selection positive (Pages et al., 1999). C'est le facteur d'echange de guanine (GEF) 

RasGRP qui relie le TCR a la voie Ras/Erk dans la selection positive. Les souris mutantes 

pour ce GEF sont deficientes pour ce processus (Dower et al., 2000). La voie Ras/Erk 

enclenchee lors de la selection positive active ensuite le facteur de transcription Egr-1. Les 

souris surexprimant Egr-1 montrent une surproduction de cellules SP CD4+ et CD8+ et ce, 

meme sur un fond genetique moins favorable a la selection positive (Bettini et al, 2002). La 

proteine inhibitrice Id3 est aussi un joueur important dans les mecanismes de transcription 

mises en branle pendant la selection positive. Les proteines Id lient les facteurs de 

transcription de la classe des E proteins, comme E2A, et empechent leur activite. Dans le 

thymus, les proteines E2A et Id3 sont fortement exprimees. II est interessant de constater que 

la liaison du TCR cause une augmentation de 1'expression de Id3 et une repression de 

l'activite de E2A (Bain et al., 2001). De plus, il a ete demontre que des souris exprimant un 

Id3 inactif montrent un blocage dans la selection positive (Rivera et al., 2000). En resume, 

lorsque la selection positive est initiee, le TCR active lie RasGRP, qui enclenche la voie des 

MAPK Ras/Erk qui a son tour active le facteur de transcription Egr-1 qui apporte 
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l'expression de Id3 ce qui inactive E2A et permet la transcription de differents effecteurs de 

la selection positive, par exemple Bcl-2 et NF-KB qui sont importants pour ce processus 

(Alberola-Ila, 2003). 

L'importance de la specificite de reconnaissance face au peptide lors de la selection positive 

a ete un sujet de debat intense (Hogquist et al., 1994; Jameson et al., 1994; Baldwin et al., 

2004). II a ete demontre qu'en donnant des dose distinctes d'un peptide du 'soi' dit agoniste, 

c'est-a-dire qui induit la selection negative, on peut selectionner positivement les thymocytes 

specifiques a ce peptide normalement auto-reactif (Sebzda et al., 1994). Done, est-ce que les 

thymocytes en developpement ont reellement besoin de reconnaitre specifiquement un 

peptide ou est-ce que le signal de selection positive est independant de la nature de celui-ci? 

Une decouverte recente faite par un groupe japonais permet de fournir une piste de reponse a 

cette question (Murata et al., 2007). Le proteasome est un complexe forme de plusieurs sous-

unites proteiques essentielles a la degradation des proteines et permettant la presentation des 

peptides par les molecules du CMH I. Chez les APC, on retrouve des sous-unites 

proteolytiques specifiques qui forment 1'immunoproteasome et qui generent des peptides 

ayant un potentiel antigenique plus eleve que les complexes ubiquitaires normaux. Le groupe 

de Tanaka a decouvert une nouvelle sous-unite catalytique de 1'immunoproteasome qui est 

exprimee exclusivement par les cellules corticales du thymus (Murata et al., 2007). lis l'ont 

nomme (35t et en complexe avec les proteines proteolytiques |31i et |32i de 

1'immunoproteasome, elle forme le thymoproteasome. Les souris deficientes en |35t ont un 

defaut de developpement des cellules T CD8+, qui sont diminuees de 80% par rapport aux 

souches normales (Wt), sans que cela n'affecte celui des CD4+. (35t attenue l'activite 

proteolytique 'chymotrypsine-like' du thymoproetasome comparativement a celle des autres 

types de proteasomes. Cela a pour effet de produire des peptides de plus faible affinite 

exprimes par le CMH I sur les cellules corticales, ce qui pourrait favoriser la selection 

positive a ce niveau en fournissant un signal intracellulaire attenue lors de la liaison du TCR. 

De meme, les proteases lysosomales necessaires a la presentation par le CMH II sont 
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differentes dans les cellules de la peripheric et chez celles du thymus (Nakagawa et al., 

1998). Les cellules corticales expriment la sous-unite lysosomale cathepsin L pour la 

presentation des peptides du 'soi' aux thymocytes CD4+ restreints au CMH II alors que c'est 

la cathepsin S qui est utilisee en peripheric par les APC. Ces deux sous-unites produisent des 

peptides differents a partir d'un merae antigene. La deletion du gene de la cathepsin L chez la 

souris cause un defaut de la selection positive des cellules T CD4. Done, les peptides derives 

d'antigenes du 'soi' dans le cortex et ceux produits en peripheric ne sont pas de nature 

identique. Ces deux etudes indiquent que si on change le pool de peptides du 'soi' presentes 

aux thymocytes dans le cortex, on affecte la selection positive. Alors, il se peut que la 

selection positive soit effectuee via des peptides du 'soi' qui sont specifiques au thymus et 

qui ne seront pas rencontres hors de celui-ci. De plus, ces decouvertes suggerent qu'il doit y 

avoir une reconnaissance specifique d'un peptide dans le thymus lors de la selection positive. 

1.5.5 Mecanismes de selection negative (deletion clonale) 

Cette deletion vise a eliminer les cellules qui ont une affinite trop forte pour les antigenes du 

'soi'. Des defauts dans le deroulement de la selection negative causent des desordres 

immunitaires importants comme les maladies auto-immunes, les lymphomes, les leucemies, 

etc (Strasser, 2005). Ce sont les cellules dendritiques et les mTEC qui s'en chargent 

(Gallegos et Bevan, 2006). Ces dernieres expriment des genes dont l'expression est 

normalement restreinte a la peripherie (Derbinski et al., 2001; Derbinski et al., 2005). 

L'insuline est l'exemple le plus documente de ce fait (Smith et al., 1997). Cette expression 

est rendue possible grace au facteur de transcription Aire. Ce mecanisme permet de verifier 

la reactivite des thymocytes en maturation face aux antigenes du 'soi ' qui seront rencontres 

dans le reste de l'organisme. L'importance de ce processus est demontree par le 

developpement de maladies auto-immunes lorsque le gene Aire est mute (Anderson et al., 

2002). Cette deficience cause une alteration de la presentation antigenique (Anderson et al., 
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2005) et chez l'humain, provoque une maladie nommee syndrome auto-immun 

polyendocrine (APECED) (Nagamine et al., 1997; Aaltonen et Bjorses, 1999). La deletion 

thymique peut survenir a deux stades de differentiation des precurseurs lymphocytaires, soit 

au niveau des DP ou des cellules semi-matures CD4+CD8-HSA+ qui correspondent en fait 

au R3 de Barthlott et al (Kishimoto et Sprent, 1997; Cho et al., 2003). Ces dernieres cellules 

sont en contact tres etroit avec les APC de la region cortico-medullaire ce qui les rend une 

cible ideale pour la deletion clonale (Surh et Sprent, 1994). Ce mecanisme d'epuration est 

independant des voies d'apoptose via les recepteurs Fas et les 'death receptor' impliques 

dans la mort des cellules T matures activees. Plusieurs membres de la famille Bcl-2 ont un 

role a jouer dans ce processus en affectant la permeabilite des mitochondries (Liu et al., 

2003). La surexpression de Bcl-2 peut inhiber la selection negative alors que celle de Bim la 

favorise (Villunger et al., 2004). Plusieurs molecules telles que PTEN, JNK et p38 ont ete 

identifiers comme modulateurs du mecanisme de selection negative. Cependant, les deux 

plus etudiees et caracterisees sont Bim et Nur77. 

1.5.5.1 bim 

Bim est un membre de la famille Bcl-2. II ne possede qu'un seul des domaines d'homologie 

(BH) partage par les proteines de cette famille et fait done partie de la sous-classe BH3-only. 

Le groupe de Strasser a montre qu'il est un regulateur essentiel de l'homeostasie des 

lymphocytes et qu'il est en quelque sorte un 'gardien' contre le developpement de l'auto-

immunite (Bouillet et al., 1999). En perdant 50% de l'activite de Bim chez la souris bim+/-, 

on observe deja une deficience dans la selection negative et le developpement des 

thymocytes. En fait, l'apoptose induite des thymocytes via le TCR/CD3 necessite la presence 

de Bim (Bouillet et al., 2002). Au moins trois isoformes de Bim sont produites via epissage 

alternatif soit BimEL, BimL et Bims. Elles different dans leur potentiel pro-apoptotique 

(O'Connor et al., 1998). II est a noter que Bax et Bak, deux membres pro-apoptotiques de la 

20 



famille Bcl-2, sont aussi essentiels a la mort cellulaire via le TCR (Rathmell et al., 2002). Les 

voies que Bim utilise pour conduire a l'apoptose ne sont pas connues. On specule qu'il 

agirait en inhibant les fonctions anti-apoptotiques de Bcl-2 ou en activant le potentiel pro-

apoptotique de Bax/Bak (Strasser, 2005). Comme les souris Bak-I-Bax-I- presentent les 

memes deficiences au niveau du systeme immunitaire que les souris bim-1- (Rathmell et al., 

2002), la deuxieme hypothese semble plus attirante. Le groupe de Goodnow a demontre que 

la resistance a la deletion clonale des souris non obese diabetique (NOD) est en partie due a 

un deficit d'induction de 1'expression de Bim lors de la selection negative (Liston et al., 

2004). 

1.5.5.2 nur77 

Le recepteur hormonal nucleaire Nur77 est aussi essentiel a ce processus. Le groupe de 

Winoto l'a etudie exhaustivement. Le niveau de nur77 augmente fortement apres la 

stimulation via le TCR chez les thymocytes immatures et on a montre que cette modulation a 

la hausse est necessaire a l'induction de l'apoptose par le signal TCR (Liu et al., 1994). En 

fait, les deux voies majeures de signalisation induite par la liaison du TCR, la voie de la 

Proteine Kinase C (PKC) et la voie du calcium, convergent vers Nur77 (Dequiedt et al., 

2005). Sa production est maintenant considered comme un marqueur specifique de la 

deletion clonale (Cho et al., 2003). Chez la souris, 1'expression d'une forme 'dominante 

negative' de Nur77 cause une augmentation des cellules T matures alors que si on 

surexprime Nur77, on observe une apoptose massive des thymocytes (Calnan et al., 1995). 

Cependant, une souche murine deficiente en Nur77 ne montre aucune anormalite dans le 

processus d'apoptose via le TCR. De la redondance fonctionnelle avec Nor-1, un autre 

membre de la famille de recepteurs nucleaires orphelins, serait la raison de cette absence de 

phenotype (Cheng et al., 1997). L'expression de Nor-1 est tout aussi fortement augmentee 

que celle de Nur77 lors de l'apoptose induite par le TCR. Cependant, Nur77 n'est pas produit 
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significativement lors de la selection positive (Cho et al., 2003). Le mode d'action 

qu'emploie Nur77 pour causer l'apoptose n'est pas connu. II a ete montre que sa liaison a 

l'ADN de raerae que sa fonction transcriptionnelle sont necessaires a son action pro-

apoptotique chez les thymocytes (Kuang et al., 1999). Cependant, d'autres etudes ont postule 

que Nur77 est relocalise a la mitochondrie ou il interagit avec Bcl-2 et cause le relargage du 

cytochrome c vers le cytosol (Lin et al., 2004). Dans cette optique, il est interessant de noter 

que les thymocytes DP et les cellules T matures augmentent toutes deux 1'expression de 

Nur77 apres un signal TCR. Cependant, les DP sont incapables d'hyperphosphoryler Nur77 

suite a ce signal et la proteine n'est retrouvee qu'au noyau. L'hyperphosphorylation de Nur77 

chez les cellules T matures stimulees induit sa relocalisation vers le cytosol, mais la 

production de Nur77 chez les cellules T activees ne cause pas leur apoptose (Cunningham et 

al., 2006). Ces resultats appuient l'hypothese de la fonction transcriptionnelle de Nur77. Le 

controle de l'expression de Nur77 est en partie effectue via des mecanismes de remodelage 

de la chromatine. L'activation de Nur77 via le TCR amene une hyperacetylation locale des 

histones de son promoteur. HDAC7, une histone deacetylase de classe II specifique au 

thymus, inhibe l'expression de Nur77 et agit aussi comme regulateur de l'apoptose chez les 

thymocytes (Dequiedt et al., 2003). 

1.5.5 Mecanismes du choix de lignee (lineage decision) 

La liaison du TCR au pCMH depend en grande partie de la 'qualite' des interactions. La 

capacite du pCMH a interagir avec le bon co-recepteur est essentielle en ce sens, car cette 

liaison stabilise l'interaction et permet la transmission d'un signal optimal notamment, par le 

recrutement de molecules de signalisation comme Lck ou LAT a la membrane (Bosselut et 

al., 1999). Done, pour qu'une cellule T assure adequatement ses fonctions, le choix d'un co-

recepteur ayant une specificite pour un CMH identique a celle de son TCR est essentiel lors 

de la maturation des thymocytes. Deux theories initiales ont ete proposees pour expliquer 
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cette decision, (Germain, 2002). Le modele stochastique stipule que les precurseurs vont 

exprimer soit un co-recepteur CD4 ou un CD8 aleatoirement et que lors de leur interaction 

avec le CMH, il y aura une etape de selection qui eliminera les cellules n'ayant pas de 

complementarite entre le TCR et le CMH (Chan et al., 1993; van Meerwijk et Germain, 

1993). Comme la liaison du TCR avec le CMH II sera moins efficace si le co-recepteur 

present est le CD8, les cellules mourront dans cette situation. Le deuxieme systeme propose 

est le modele instructif qui specifie que les cellules T en developpement recoivent un signal 

alternatif suite a la liaison du TCR (Borgulya et al., 1991). Les cellules dont la liaison passe 

par le CMH II transmettent un signal qui mene a l'arret de la synthese de CD8. Un modele 

plus recent, celui du signal cinetique. postule que la duree du signal TCR affecte le choix de 

lignee (Brugnera et al., 2000; Liu et Bosselut, 2004). En effet, il a ete demontre que les 

changements phenotypiques dans l'expression des co-recepteurs n'etaient pas aussi simples 

qu'une extinction d'un de ceux-ci apres le choix de lignee (Lucas et Germain, 1996). Cela est 

bien represente dans la Figure 2C. Tout d'abord, les DP exprimant un TCR arretent la 

production des deux co-recepteurs pour devenir CD4faible-CD8faible. Puis, il y a une re-

expression asymetrique de CD4 suivant les premiers signaux transmis par le TCR chez les 

DP et ce, peu importe que ceux-ci soient associes au CHM I ou au CMH II (Suzuki et al., 

1995). Les thymocytes reprennent la synthese de CD4 plus rapidement, ce qui donne des 

cellules CD4+CD8faible. C'est apres ce stade que le choix de lignee aurait lieu. Le modele 

cinetique stipule que, si les signaux fournis par le TCR et le co-recepteur persistent, il y a 

developpement de CD4 SP. Si ces signaux cessent, il y a l'arret de la synthese de CD4, re­

initiation de celle du CD8 pour mener vers la lignee CD8 SP. Au niveau moleculaire 

maintenant, il a ete demontre que le facteur de transcription Th-POK est suffisant et essentiel 

pour 1'engagement des precurseurs thymiques vers la lignee CD4 (He et al., 2005; Sun et al., 

2005). Chez les souris HD-/-, dont la signalisation via le TCR de merae que les mecanismes 

de selection positive et negative sont adequats, il y a une absence de cellules CD4 en 

peripheric (Dave et al., 1998). Cependant, le nombre de cellules T est normal et Ton observe 

une plus grande quantite de cellules CD8 pour compenser. Ce qui suggere une redirection des 

precurseurs vers la lignee CD8 plutot qu'un arret du developpement des CD4. Chez ces 

23 



souris, Th-POK a une mutation ponctuelle qui le rend non fonctionnel (Kappes et al., 2006). 

Ce facteur de transcription n'est pas exprime avant le stade semi-mature 

CD4+CD8faibleCD69+ et il est produit chez les thymocytes CD4 SP, mais non chez les 

thymocytes CD8 SP chez les souris normales (Wt). La surexpression de Th-POK chez les 

souris HD-/-, et meme chez des souris Wt va generer des cellules T CD4 exclusivement. Sa 

production constitutive dirige le developpement des cellules restreintes au CMH I vers la 

lignee CD4. Done, la selection positive enclenche un programme commun d'expression 

genique chez les thymocytes restreints soit au CHM I ou au CMH II, ce qui apporte 

initialement 1'engagement vers la lignee CD8. Si la signalisation via le pCMH est soutenue, 

les precurseurs seront diriges vers la lignee CD4 grace a l'expression de Th-POK. Cela 

demontre que la selection positive et le choix de lignee sont deux processus independants. 

1.6 Identification de genes candidats importants dans les mecanismes de differenciation 

tardifs des thymocytes 

Une question centrale dans la comprehension du mecanisme de developpement 

lymphocytaire est de savoir quels sont les signaux distaux que le TCR active pour permettre 

de differencier entre la maturation ou la mort des cellules en selection. Malgre les 

decouvertes dont nous avons discutees ci-dessus, il reste encore beaucoup d'inconnu dans ce 

domaine pour bien comprendre les evenements moleculaires dirigeant les mecanismes de 

selection qui se superposent dans les sous-populations thymiques. Comme la differenciation 

cellulaire est sous le controle de l'expression differentielle de genes specifiques, le groupe de 

recherche du Dr Steimle a emis l'hypothese que les genes dont la synthese est modulee lors 

de la maturation des thymocytes sont importants, voir essentiels, pour ce processus. A l'aide 

d'un tri cellulaire des sous-populations thymiques Rl a R5 suivi d'une extraction de leur 

ARN et d'une analyse via micropuces a ADN (Affymetrix), une serie de genes dont 

l'expression etait modulee lors des etapes tardives du developpement thymique a ete 
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identifiee (Knapp, 2003). Les DP sont considered comme des cellules non selectionnees et 

ont done servies de population de comparaison. Le profil d'expression des ARNm des 

cellules plus matures R3, R4 et des SP CD4 ou CD8 a ete compare avec celui des DP. Avec 

ces experiences, plusieurs genes interessants dont 1'expression etait augmentee ou diminuee 

lors des transitions entre les differentes sous-populations ont ete identifies. Pour valider les 

resultats obtenus, la modulation de genes connus pour leur implication dans le 

developpement thymique a tout d'abord ete verifiee lors de la transition DP vers R3. Par 

exemple, l'expression des genes ragl/2, qui permettent le rearrangement des chaines du 

TCR, est diminuee (Turka et al., 1991) alors que la production du marqueur d'activation 

lymphocytaire cd69 est augmentee. De meme, on note une hausse du marqueur de selection 

positive mIAN-1 et de marqueurs de selection negative tel bim et Nur77. Comme on le voit, 

les deux processus de selection sont enclenches lors de cette transition. Alors, la modulation 

d'un transcrit dans ces sous-populations ne peut pas etre simplement associee a l'un ou 

Fautre de ces processus. Pour resoudre ce probleme, des souris Tg, exprimant un type de 

TCR a specificite unique sur Fensemble de leurs cellules T, ont ete utilisees. Tout 

dependamment de Faffinite du TCR pour son ligand, un seul mecanisme de selection sera 

possible dans le thymus de ces souris. Le groupe du Dr Steimle a utilise la souris HA-TCR 

Tg comme modele de selection positive (Kirberg et al., 1994). C'est une souche murine qui 

exprime un TCR ayant une affinite moderee pour un peptide specifique de Fhemagglutinin 

du virus de Finfluenza, le peptide 111-119, presente sur une molecule de CMH II I-Ed 

(souris ABII/Rag2-/-). Comme tous les lymphocytes T expriment la meme molecule de TCR 

leur surface, la presence du CHM II complementaire est essentielle a leur survie. Ces souris 

sont deficientes dans le gene de recombinaison rag! pour qu'il n'y ait pas de rearrangements 

geniques aux niveaux des chaines a du TCR endogene. Dans ce contexte genetique, tous les 

thymocytes subissent exclusivement le processus de selection positive. Des tris cellulaires 

ont ete effectues sur les sous-populations thymiques en developpement et, contrairement a ce 

qu'on observait chez les souris C57/BL6, l'expression de nur77 n'est pas module dans les 

sous-populations de la souche HA-TCR Tg (Figure 4A), alors qu'un gene comme mIAN-1 

Fest de fa£on identique entre les deux souches (donnees non presentees). Cela demontre que 
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la methodologie utilisee est adequate et qu'elle permet d'associer un gene donne avec un des 

mecanismes de selection. Ces experiences ont mene a 1'identification d'un transcrit fort 

interessant (Figure 4B). 

A nur77 

8 
JlLJ_J2*wl_5Z30_L-2J2Ll_J*5_i 151 i !5KJ__«9» 

Figure 4. Modulation de nur77 
et de scotin chez un modele 
murin de selection positive. 
Les sous-populations 
thymiques de souris C57/BL6 
(fonce) et de souris HA TCR 
Tg (clair) ont ete isolees a 
l'aide d'un trieur electronique. 
Des qPCR pour doser nurll 
(A) et scotin (B) ont ete 
effectues sur les ADNc produits 
a partir de ces cellules. Les 
thymocytes totaux (TT) sont 
obten us des souris C57/BL6 
(tire de Knapp 2003). 
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C57/BL6 
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1.6.1 scotin 

Ce gene, nomme scotin, a tout d'abord ete identifie par le Dr Jean-Christophe Bourdon de 

l'Universite de Dundee alors qu'il voulait decouvrir des genes transactives par p53 (Bourdon 

et al., 2002). En reponse a l'exposition a des irradiations ionisantes, scotin est exprimee dans 

le thymus et la rate de souris p53+/+, mais pas chez les souris p53-/-. C'est une proteine 

transmembranaire de 25 kDa situee au niveau du reticulum endoplasmique et de la 

membrane nucleaire. La sequence proteique et les domaines fonctionnels de Scotin sont 

illustres a la Figure 5. 

26 106 128 

. Oomaine cysteine 

Sequence Domaine 
signal transmembranaire 

O 26 

JMAAPAPSLmLLLLLLLPPPP(^G|BL^ 

* 106 128 

PQRPWTNTTTTTWHAPYPQPQPQPVAPSIPGPTYQGIHPMPPQPGMPAAPYPTQYPPPYLAQPTGPPP 

YBESLAGASQPPYNPTYMDSLKTIP 

Figure 5. Representation et sequence proteique de Scotin. 
La proteine comprend (A) une sequence signal, un domaine transmembranaire, un domaine riche en 
residus cysteine et un domaine riche en residus proline. La position des acides amines separant les 
differents domaines proteiques est inscrite au-dessus de la figure. Scotin a un poids moleculaire de 25 
kDa. Sa sequence proteique (B) est presentee. Scotin 1 correspond a la forme complete de 235 acides 
amines. L'asterisque represente le debut de l'isoforme Scotin4 au niveau du domaine 
transmembranaire. Les domaines proteiques de la partie A sont encadres. 
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Scotin induit l'apoptose lorsqu'exprimee de fa9on ectopique chez la lignee H1299 (Bourdon 

et al., 2002). De plus, lorsqu'on traite des fibroblastes embryonaires de souris (MEF) pour 

stimuler la voie d'apotose du 'ER stress' a l'aide d'un inhibiteur de la N-glycosylation 

(tunlcamycin), on induit l'expression de Scotin. Si on inhibe sa synthese via un ARN 

antisens, on empeche l'enclenchement de cette voie de mort. Lors de nos experiences de 

micropuces a ADN, scotin etait fortement augmentee lors de la transition DP vers R3 et son 

expression restait soutenue chez les SP de C57/BL6. Tout comme ce qui etait observe pour 

nur77, scotin n'est pas modulee chez les HA-TCR Tg. Done, les caracteristiques de cette 

proteine, de meme que son profil d'expression chez les sous-populations thymiques triees, 

nous ont pousses a emettre l'hypothese que scotin est impliquee dans l'apoptose des 

thymocytes en selection negative. 

1.6.2 Autres etudes analysant les selections thymiques a l'aide de micropuces a ADN 

Au cours des dernieres annees, plusieurs groupes de recherche ont analyse le profil 

d'expression geniques des thymocytes en selection en utilisant des micropuces a ADN. 

Utilisant differents modeles de souris Tg et differentes methodes d'analyse de l'expression 

des transcrits, elles ont donne des resultats quelque peu divergents dans leur ensemble. Dans 

ce contexte, l'article le plus interessant est certainement celui de Baldwin et Hogquist 

(Baldwin et Hogquist, 2007). Les auteurs ont utilise une nouvelle version de la souris TCR 

Tg HY (HYcd4) qui exprime le TCR de faqon plus physiologique (Baldwin et al., 2005). lis 

ont compare le profil d'expression des DP de souris males (selection negative) avec celui des 

femelles (positive) et avec celui de souris sur un fond genetique ne permettant pas la 

selection (controle sans selection). Leur analyse a identifie certains genes qui etaient modules 

de fagon identique a ce que nous observions avec nos experiences de micropuces sur les 

thymocytes en developpement. Par exemple, tout comme nous, ils ont observe une 

augmentation des transcrits de bim, gadd45b, ikBNS et nur77 dans le contexte de la selection 
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negative. Cela valorise les resultats que nous avons obtenus avec les sous-populations 

thymiques triees representant different stade de maturation. De plus, ils ont fait une synthese 

des donnees fournies par les differents articles utilisant une approche transcriptomique pour 

analyser le developpement thymique au niveau moleculaire (Baldwin et Hogquist, 2007). 

Etonnamment, ce qui emane de cette comparaison est le fait que seulement deux transcrits 

sont modules de facon identique lors de la selection negative : bim et nur77. La nature des 

sous-populations utilisees pour les differentes analyses peut expliquer ces divergences. En 

effet, les auteurs ont tous utilise des classes de thymocytes distinctes triees differemment 

pour faire leur etude. Par exemple, chez Baldwin et al., les DP ont ete analyses alors que 

dans un autre article, ce sont les cellules CD69+ TCR+ qui sont utilisees. Ces deux 

populations de thymocyytes represented des cellules a des stades de maturation differents. 

Nous reviendrons plus en detail sur cet article dans la discussion, car d'autres points 

interessants en ont emane. II faut dire que toutes ces etudes ont ete effectuees avec des souris 

exprimant un TCR Tg. Notre approche est la seule, a notre connaissance, qui utilise des 

thymocytes normaux (Wt) pour l'analyse. 

1.7 But du projet 

Le present memo ire expose les donnees recueillit au cours d'un projet qui avait pour but 

d'obtenir des evidence fonctionnelles sur les roles de scotin lors du developpement thymique 

et d'aider a la caracterisation de cette proteine au niveau cellulaire. 
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2 MATERIEL ET METHODES 

2.1 Materiels 

2.1.1 Lignees cellulaires utilisees 

Bw5147 

Origine : lymphome thymique murin (ATCC TIB-47) 

Phenotype : double negatif pour CD4 et CD 8 

Milieu de culture : DMEM (Dubelco Modified Eagle's Medium High Glucose IX; Gibco) 

supplemente avec Pen/Strep/L-Glu IX (Wisent), |3-mercaptoethanol 0,05% (Sigma), HEPES 

2% (Gibco), CCS 10% deactive (HyClone) 

Conditions d'incubation : 37°C - 5% C02 

RMLU 

Origine : lymphome thymique murin 

Phenotype : CD4 simple positif 

Milieu de culture : DMEM supplemente avec Pen/Strep/L-Glu IX, |3-mercaptoethanol 

0,05%, HEPES 2% et CCS 10% deactive 

Conditions d'incubation : 37°C - 5% C02 

(Ehlers et al., 2003) 
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HEK293T 

Origine : cellules embryonaires humaines renales (ATCC CRL-11268) contenant l'origine de 

replication 'SV40 large T antigen' 

Milieu de culture : DMEM supplemente avec 5% de CCS et Pen/Step/L-Glu IX 

Conditions d'incubation : 37°C - 5% C02 

HeLa 

Origine : cellules epitheliales humaines du col de 1'uterus prelevees d'un tissu cancereux 

(ATCC CCL-2) 

Milieu de culture : DMEM supplemente avec 5% de CCS (HyClone) et Pen/Step/L-Glu IX 

Conditions d'incubation : 37°C - 5% C02 

2.1.2 Souris 

C57/BL6 (Charles River) 

scotinE2-/- (Jean-Christophe Bourdon, Universite de Dundee) 
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2.1.3 Anticorps 

Tableau 1. Anticorps primaires 
Anticorps 
Anti-
CD8a 
Anti-CD4 

Anti-
CD69 

Anti-
TCRap 
Anti-TCR 
chaine p 

Anti-
CD25 
Anti-
KDEL 
Anti 
Scotin 
(Jcl05) 

Conjugue 
PE 

PerCP Cy5 

APC 

PE 

Biotin 

FITC 

APC 

Biotin 

Biotin 

Aucun 

Aucun 

Clone 
Ly-2 

L3T4 

H1.2F3 

H1.2F3 

H1.2F3 

N/D1 

H57-597 

H57-597 

MEM-181 

10C3 

Serum 
polyclonal2 

Espece 
Rat 

Rat 

Hamster 

Hamster 

Hamster 

N/D1 

Hamster 

Hamster 

Souris 

Souris 

Lapin 

Compagnie 
BD 
Bioscience 
BD 
Bioscience 
BD 
Bioscience 
BD 
Bioscience 
BD 
Bioscience 
Pharmingen 

BD 
Bioscience 
BD 
Bioscience 
Serotec 

Stressgen 

Fournit par 
J-C Bourdon 

Utilisation 
FACS 

FACS 

FACS 

FACS 

Tri cellulaire 

Tri cellulaire 

FACS 

Tri cellulaire 

FACS 

Immunofl uorescence 
indirecte 
Immunofluorescence 
indirecte 
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Tableau 2. Anticorps secondaires 
Anticorps 

Anti-FITC 
Anti-Lapin 
IgG 

Anti-souris 
IgG 
Streptavidin 

Conjuge 
Microbilles 
Alexa-488 

Alexa-568 

HRP 
Alexa-488 

APC 

Espece 
N/D1 

Chevre 

Chevre 

Chevre 
Chevre 

N/D1 

Compagnie 
Miltenyi 
Molecular 
Probe 
Molecular 
Probe 
Pierce 
Molecular 
Probe 
BD 
Bioscience 

Utilisation 
Tri cellulaire 
FACS 

Immunofluorescence 
indirecte 
Immunobuvardage 
Immunofluorescence 
indirecte 
FACS 

1. Non Disponible 
2. Genere par injection du peptide PYHESLAGASQPPYNPTYK qui correspond a l'extremite carboxy-

terminale de la proteine Scotin murine (Bourdon et al., 2002) 

2.2 Genotypage des souris scotinE2 Knock out 

Les souris scotinE2 KO (non publie) nous ont ete fournies gracieusement par le Dr Jean-

Christophe Bourdon (Universite de Dundee). Elles ont ete elevees a 1'animalerie de la 

Faculte de medecine et des sciences de la sante sous la supervision du Dr Abdelaziz Amrani. 

On a effectue le genotypage sur un echantillon d'oreille. Celui-ci a ete immerge dans 30 j^L 

de tampon de digestion (Tris-HCl 20 mM pH 7.4, EDTA 10 mM, 0,5% SDS), on a ajoute 1 

\iL de proteinase K (10 mg/mL) et on a incube une nuit a 55°C. Le lendemain, 465 ^L d'eau 

ont ete ajoutes. On a precipite les extraits (0,7 volume d'isopropanol, 0,4 M LiCl, 20 fxg 

Glycogene), puis on les a laves a l'ethanol 70%. Les culots ont ete solubilises dans 100 \xL 

d'eau et par la suite, un PCR a ete fait avec 4 pL des differents extraits d'ADN. Les PCR ont 

ete effectue selon les indications presentees a la page suivante. 
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Melange pour une reaction PCR : 

Tampon Taq Pol* 
dNTPs 2 mM 
MgCl2 10 mM 
Bouillon LB 
ADN 

2,5 uL 
2,5 îL 
4 \iL 
1 (xL 
4fxL 

Scot-in-lF 100ng/[xl 
Sco-ex2-lR100ng/[xl 
Neo-3' lOOng/ul 
Taq Polymerase (NEB) 

5000 U/mL 
H20 

0,69 jxL 
0,69 \xL 
0,69 \iL 
0,13 uL 

9,3 ^L 

* Composition : 100 mM Tris-HCl pH 8.3, 500 mM KC1 

Les PCR ont ete faits sur un appareil RoboCycler 40 (Stratagene) avec les cycles suivants 

96°C - 7 min 

96°C-l:15min . 

60°C-1:15 min 

72°C-1:15 min 

72°C -5 min 

40 cycles 

Les fragments amplifies ont ete analyses sur gels d'agarose 1 % pour determiner les 

genotypes. Une bande a 366 pb etait observable avec l'ADN des souris scotinE2-/-, une a 

519 pb avec l'ADN des souris scotinE2+/+ et ces deux bandes etaient visibles avec l'ADN 

des souris scotinE2+i-. 

Tableau 3. Amorces pour le genotypage des souris scotinE2 deletees 
Primers Sequence 

Scot-inl-F 5' -TGAGGCAGAAGGGT AATCGCC 
Scot-ex2-Rl 5' -GGACTCTGGCTCAGGACACAT 
Neo3'-F 5' -GGAAGACAATAGCAGGCAATGC 
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2.3 Tris cellulaires de thymocytes murins 

Tous les tris cellulaires exposes ci-dessous sont bases sur 1'expression differentielle du TCR 

et du CD69 lors de la maturation thymique. 

2.3.1 Tri cellulaire des sous-populations thymiques murines R1/R2, R3 et R4 

Un tri en deux etapes a ete effectue pour cet isolement. Tout d'abord, on a separe les 

thymocytes ayant une expression negative ou faible du TCR de ceux qui expriment fortement 

ce recepteur. Par la suite, les populations obtenues ont ete triees selon 1'expression de CD69 

pour separer les cellules positives pour ce marqueur de celles qui sont negatives. Les sous-

populations qui ont ete isolees sont les suivantes: cD69n6gatif/TCRn6gatif/faible, (R1/R2) 

C D 6 9posit if / T C Rfaible ( R 3 ) > C D 6 9 P - i t i f / T C R f ° r t ( R 4 ) fit CD69nu"e,/j-CRpositif ( R 5 ) ^ d e m i s e SOUS-

population n'a pas ete conservee. Voici, en detail, comment ces tris ont ete effectues. 

Deux souris femelles C57/BL6 ont ete sacrifices par euthanasie au C02. Tous les protocoles 

presentes dans ce memoire se conforment aux normes et politiques du Conseil canadien de 

protection des animaux (CCPA) et ont ete acceptes par le Secteur sante securite en milieu de 

travail et d'etude (SSEMTE) de l'Universite de Sherbrooke. On a extrait le thymus de fa£on a 

ce que le moins de sang possible ne soit repandu dans la cavite abdominale. Les thymocytes 

ont ete recuperes en placant le thymus dans un Cell Strainer 40 \im (BD Bioscience), en le 

decoupant en lanieres avec un scalpel puis en le broyant a l'aide du piston d'une seringue 1 

mL (BD Bioscience). Ceci a ete fait sur glace dans 10 mL de PBS/BSA 0,5% froid. Les 

thymocytes ont ete comptes et 3 X 107 cellules ont ete centrifugees (300g, 7 min, 4°C). On a 

ensuite debute par le tri base sur les differents niveaux d'expression du TCR. On a 
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resuspendu les thymocytes dans une solution d'anticorps dilue dans du PBS 1X/BSA 0,5%. 

Voici les anticorps qui ont ete utilises : 

Anti-CD4 PerCP Cy5 (BD Bioscience) dilue 1/100 

Anti-CD8 PE (BD Bioscience) dilue 1/100 

Anti-CD69 biotin (BD Bioscience) dilue 1/100 

Anti-CD69 APC (BD Bioscience) dilue 1/100 

Anti-afi TCR FITC (Pharmingen) dilue 11500 

Des tests preliminaires ont ete faits pour trouver la bonne quantite d'anti-TCR a utiliser pour 

permettre la liaison des cellules exprimant le TCR fortement uniquement. Cette mise au point 

s'est averee utile pour les autres tris. De plus, des echantillons ont ete conserves a chaque 

etape du protocole pour suivre la purification par cytometric de flux avec le FACS Scan (BD 

Biosciences). L'analyse des marquages a ete effectuee avec le logiciel CellQuest. 

On a incube la suspension cellulaire pendant 30 minutes sur glace, puis on a lave une fois au 

PBS 1X/BSA 0,5%/EDTA 2mM. Le culot a alors ete solubilise dans 200 JAL d'une solution 

d'anti-FITC Multi Sort Microbeads (Miltenyi) prealablement dilue 1/12,5 dans du 

PBS/BSA/EDTA. On a incube les cellules 15 minutes sur glace. Pendant ce temps, une 

colonne MACS LD (Miltenyi) a ete equilibree avec 3 mL de PBS/BSA/EDTA. Cette 

derniere a ete placee sur l'aimant separateur MACS. On a ajoute 500 îL de PBS/BSA/EDTA 

aux cellules marquees. Par apres, on a depose la suspension cellulaire sur la colonne MACS 

LD, on a laissee ecouler et puis on a recupere le liquide dans un tube 5 ml en polystyrene 

(BD Bioscience). La colonne a ete lavee 2 fois avec 1 mL de PBS/BSA/EDTA. Les trois 

fractions qui constituaient la partie negative du tri (TCR negatif/faible) ont ete combinees. 

On a depose 1 mL de PBS/BSA/EDTA sur la colonne et on a force les cellules de la fraction 
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positive (TCR fort) a quitter Ies billes en appliquant une pression a l'aide du piston fourni par 

Miltenyi. Les cellules des deux fractions recuperees ont ete mises dans un Falcon 15 mL pour 

les centrifuger (300g, 7 min, 4°C). Pendant ce temps, on a equilibre une colonne MACS MS 

(Miltenyi) et une colonne MACS LD (Miltenyi) avec du PBS/BSA/EDTA. Les culots 

obtenus sont solubilises dans 500 |j.L de PBS/BSA/EDTA. Le tri negatif a ete recommence 

comme precedemment sur une colonne MACS LD avec la fraction TCR faible. Pour la 

fraction TCR eleve solubilisee, on l'a depose sur la colonne MACS MS. Cette derniere a ete 

lavee trois fois avec 500 îL de PBS/BSA/EDTA. La fraction positive de ce tri a ete 

recuperee en deposant 1 mL de PBS/BSA/EDTA sur la colonne, puis en poussant a l'aide du 

piston. Alors, apres ce deuxieme tri, les cellules triees provenant de la fraction negative 

obtenue avec la colonne MACS LD (TCR faible) et de la fraction positive de la colonne 

MACS MS (TCR fort) ont ete centrifugees (300g, 7 min, 4°C). On a solubilise les culots dans 

150 [iL (TCR faible) et 100 \xL (TCR fort) de IMag Steptavidin Particules Plus-DM (BD 

Bioscience) pour le tri utilisant CD69. Les cellules ont ete incubees pendant 30 minutes a 

4°C. On a ajoute 900 |j,L de PBS 1X/BSA 0,5% aux deux suspensions cellulaires puis, les 

tubes ont ete places sur un aimant Magnetic Separation Rack (NEB) pour 8 min a 4°C. Des 

tubes eppendorfs de 2 ml ont ete utilises, cela facilite les manipulations sur 1'aimant. Les 

surnageants ont ete enleves doucement. A partir de cette etape, les cellules ont ete traitees 

differemment. 

-Pour la fraction negative du tri Miltenyi (TCR faible) 

Les billes magnetiques ont ete conservees, elles contenaient les cellules R3. On a effectue 3 

lavages avec 1 mL de PBS 1X/FBS 3% sur ces billes magnetiques. Pour ce qui est du 

premier surnageant qu'on a obtenu apres l'incubation sur l'aimant, on l'a place dans un tube 

2 mL qu'on a centrifuge (300g, 6 min, 4°C) et par la suite, on a ajoute 150 jxL de IMag 

Steptavidin Particules Plus-DM (BD) au culot. On l'a incube 30 minutes a 4°C, puis on a 

recupere les cellules negatives a l'aide de l'aimant comme indique plus haut. Cette fraction 

contenait les cellules R1/R2 double positive. On a centrifuge les deux fractions triees ici 

37 



(300g, 6 min, 4°C) et puis, on a ajoute 600 [iL de Lysis buffer + |3-mercaptoethanol du kit 

RNA Absolutely (Stratagene) aux culots. Ces lysats d'ARN ont ete conserves a -80°C et ils 

ont servi lors des etudes ulterieures par qPCR. 

-Pour la fraction positive du tri Miltenyi (TCRfort) 

On a effectue 3 lavages avec 1 mL de PBS 1X/BSA 0,5% sur les billes IMag. Les billes ont 

lie les cellules R4 semi-matures. Apres les lavages, 600 \iL de Lysis buffer + |3-

mercaptoethanol du kit RNA Absolutely (Stratagene) ont ete ajoutes aux billes recuperees 

avec l'aimant NEB. Les lysats d'ARN ont ete conserves a -80°C et ils ont servi lors des 

etudes ulterieures par qPCR. 

2.3.2 Tri cellulaire des sous-populations thymiques murines R1/R2 et R3/R4 

Pour obtenir les cellules R1/R2, nous avons deplete une solution de thymocytes de toutes les 

cellules qui expriment soit le TCR fortement ou CD69. Pour recuperer les sous-populations 

R3/R4, nous avons isole les cellules exprimant le TCR et CD69. Une souris femelle C57/BL6 

de 3 a 10 semaines a ete sacrifice par axphyxie au C02. Nous voulions separer les 

thymocytes en deux groupes de cellules : les immatures et les matures. Les thymocytes ont 

ete recuperes et marques dans 100 \iL de PBS 1X/FBS 3% contenant les anticorps suivants : 

R1/R2 : anti-CD69 biotin (BD bioscience) 1/100 

anti-TCR chaine fi biotin (BD bioscience) 11500 

anti-CD69 PE (BD bioscience) 1/100 

anti-TCR chaine |3 APC (BD bioscience) 1/100 
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R3/R4 : anti-CD69 biotin (BD bioscience) 1/100 

anti-TCR chatne fi biotin (BD bioscience) 1/100 

anti-CD69 PE (BD bioscience) 1/100 

anti-TCR chaine p APC (BD bioscience) 1/100 

Ces marquages ont ete effectues dans des tubes separes avec 1 X 107 thymocytes pour 

chacune des conditions. Les cellules ont ete incubees 30 minutes sur glace et lavees une fois 

au PBS/FBS. Les culots cellulaires laves ont ete solubilises avec 100 |j,L de IMag 

Streptavidin Beads (BD Biosciences) puis, incubes pour 30 minutes sur glace. On a ajoute 

900 [i\ de PBS/FBS et on a place les cellules sur l'aimant de NEB pour 15 minutes a 4°C. Les 

cellules pour les tris des R1/R2 et des R3/R4 ont ete traitees differemment a partir de cette 

etape. 

Pour le tri des R1/R2. la fraction positive obtenue apres l'incubation sur l'aimant a ete jetee. 

Le surnageant a ete centrifuge puis resuspendu avec du PBS/FBS. On a repete 1'etape de 

liaison sur les IMag Streptavidin Beads (BD Biosciences) comme expose ci-dessus et on a 

conserve la fraction negative. Ces cellules ont ete centrifuge et pour la coloration de la 

proteine Scotin (voir protocole 2.5). 

Pour le tri R3/R4. on a jete le surnageant obtenu apres l'incubation sur l'aimant et on a 

conserve le culot. Les cellules etant liees aux billes magnetiques peuvent etre retenues avec 

l'aimant de NEB. Ce dernier a done ete utilise pour laver trois fois les cellules avec 1 mL de 

PBS/FBS. Celles-ci ont ete conservees pour la coloration de la proteine Scotin (voir 

protocole 2.5). 
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2.3.3 Tri cellulaire des thymocytes murins DP 

Nous avons isolees les cellules R1/R2, qui sont presqu'exclusivement DP, comme expose a 

la section 2.3.1. Une souris femelle C57/BL6 agee entre 3 et 10 semaines a ete sacrifiee par 

axphyxie au C02. Les thymocytes ont ete recuperes et marques dans du PBS 1X/FBS 3% 

comme suit: 

anti-CD4 PerCP Cy.5 (BD bioscience) 1/100 

anti-CD8a PE (BD bioscience) 1/100 

• anti-CD69 biotin (BD bioscience) 1/100 

• anti-TCR chaine (3 biotin (BD bioscience) 1/500 

Le marquage a ete effectue sur glace pour 30 minutes. On a lave les cellules 2 fois au 

PBS/FBS et on les a solubilisees dans 100 [iL de IMag Steptavidin Beads. On les a incubees 

30 minutes sur glace, on a ajoute 900 uL de PBS/FBS et on a place le tube sur l'aimant de 

NEB pour 15 minutes a 4°C. Apres ce temps d'incubation, le surnageant contenait les 

cellules DP. On les a recuperees, lavees puis, solubilisees de nouveau dans 100 îL de IMag 

Streptavidin Beads (BD Bioscience). Les etapes d'incubation sur l'aimant ont ete 

recommencees une autre fois et puis, les cellules obtenues ont ete exposees au PMA et a 

l'ionomycin (voir protocole 2.8). 
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2.4 Revelation de la Scotin sur des coupes de thymus de souris C57/BL6 enrobees dans 

la parafflne 

Une souris femelle C57/BL6 a ete sacrifice a l'aide du C02. On a preleve le thymus et on l'a 

immerge dans une solution de PBS/paraformaldehyde (PFA) 4%. L'enrobage et les coupes 

au microtome ont ete effectues par Mr Francois Desharnois du service d'Histologie et de 

Pathologie du CHUS. Les coupes etaient d'une epaisseur de 5 ^m. 

Pour la coloration de Scotin avec l'anticorps Jcl05 (gracieusement fourni par Dr Bourdon) 

sur des coupes en parafine, il a fallu proceder a une restitution des antigenes qui pouvaient 

etre modifies par la PFA. D'abord, il a fallu pretraiter les lames pour enlever l'enrobage a la 

paraffine. Toutes les incubations se deroulaient a la temperature de la piece si non-specifie. 

Le TBS IX provenait d'une solution stock TBS 10X (Tris base 1M, NaCl 1,5M pH 7.5). 

On a immerge sequentiellement les lames dans les solvants suivants: 

3 fois 3 minutes dans xylene 100% 

3 fois 2 minutes dans ethanol 100% 

1 fois 3 minutes dans ethanol 90% 

1 fois 3 minutes dans ethanol 80% 

1 fois 3 minutes dans ethanol 70% 

1 fois 3 minutes dans ethanol 50% 

1 fois 2 minutes dans eau 

Par la suite, les cellules ont ete permeabilisees. On a depose quelques millitres de TBS-

Triton-Saponine (TBS IX, Triton X-100 0,5%, Saponine 0,1%) pour recouvrir la coupe, on a 

incube 15 minutes puis, on a trempe les lames 2 fois 2 minutes dans l'eau. Dans un 
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autocuiseur (cocotte-minute), les lames ont ete immergees dans une solution de Heat Induce 

Epitope Retrival (Tris-HCl 10 mM pH 8, EDTA 1 mM) pour 9 minutes dans une eau en 

ebullition. Apres ce traitement, on a trempe les coupes 2 minutes dans l'eau. On a depose 

assez de TBS-Glycine (TBS IX, Glycine 0,4M) pour recouvrir la coupe et on a incube 10 

minutes. Par la suite, du TBSB (TBS IX, BSA 1%, lait en poudre 1%) a ete ajoute et on a 

incube 30 minutes pour le blocage. L'anticorps primaire est le Jcl05. La journee avant le 

marquage, on a dilue celui-ci 1/1000 dans le TBSB puis on l'a deplete de sa non specificite 

en utilisant un extrait proteique de cellules HeLa sous forme de poudre d'acetone. On a 

depose 100 ^L de la dilution sur la coupe et on l'a incubee 120 minutes. Les lames ont ete 

lavees 3 fois 3 minutes avec 100 \xL de TBS IX. On a incube 60 minutes en presence de 100 

^1 de la solution d'anticorps secondaire (chevre anti-lapin Alexa 568; Molecular Probe) qui 

avait ete prealablement dilue 1/500 dans le TBSB. Les lames ont ete lavees 3 fois 3 minutes 

avec 100 \iL de TBS IX. Les noyaux ont ete colores avec une solution de Sytox Green 

(Molecular Probe) diluee 1/25 000 dans le TBS IX. Les lames ont ete lavees 2 fois 3 minutes 

avec de l'eau. Ensuite, il a fallu les recouvrir d'une lamelle. Pour cela, il a suffit de placer 

une goutte de Prolong Anti-Fade (Invitrogen) sur les lames et d'y deposer une lamelle par 

apres. On a laisse le tout secher pendant 18-24 heures avant d'effectuer les observations a 

l'aide du microscope Olympus 1X70. 

2.5 Coloration intracellular de la Scotin chez les sous-populations thymiques R1/R2 et 

R3/R4 de souris C57/BL6 triees 

Les cellules R1/R2 et R3/R4 triees et lavees (voir section 2.3.2) ont ete solubilisees avec 250 

JAL de PBS 1X/ PFA 4% puis incubees pour 30 minutes a 4°C. On a ajoute par la suite 250 

(xL de PBS lX/Triton 0,15% et on a incube 18 heures a 4°C. La coloration intracellulaire de 

Scotin a ete effectuee en plaque de 96 puits a fond conique (Corning). Les cellules fixees et 
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permeabilisees ont ete transferees dans cette plaque. On les a lavees trois fois avec du PBS 

1X/FBS 3% puis, on les a solubilisees dans la solution d'anticorps primaire Jcl05 dilue 

1/2500 dans le PBS/FBS. Par la suite, on a incube les cellules pendant 2 heures sur glace. Les 

cellules ont ete lavees trois fois avec du PBS/FBS. On a incube ces dernieres avec l'anticorps 

secondaire chevre anti-lapin Alexa 488 (Molecular Probe) dilue 1/500 dans du PBS/FBS 

pour une heure sur glace. Les cellules ont ete lavees de nouveau comme precedemment. Elles 

ont finalement ete solubilisees dans du PBS/FBS et analysees au FACS Scan pour les 

marqueurs de surface CD69-TCR et pour Scotin intracellulaire. 

2.6 Mesure de l'apoptose chez les differentes cellules et lignees cellulaires 

On a utilise la trousse Apoptosis Detection Kit (Sigma) selon les instructions du 

manufacturier. On a diminue de moitie toutes les quantites de reactifs suggerees. 

2.7 Induction de l'apoptose chez les thymocytes double positif de souris C57/BL6 

Nous avons base notre protocole d'induction des thymocytes immatures sur celui suggere par 

le groupe du Dr Verdin (Dequiedt et al., 2003, Parra et al, 2005). Apres le tri, les DP ont ete 

solubilises dans du milieu de selection (milieu RPMI 1640 (Gibco), PEN/Strep/L-Glu IX, |3-

mercaptoethanol 0,35%, HEPES 2%, CCS 10% deactive et deplete). Pour preparer ce milieu, 

on devait desactiver le complement dans le serum en le chauffant pendant 15 minutes a 56°C, 

mais il devait aussi etre deplete des glucocorticoides endogenes. Ceci a ete effectue en 

ajoutant 0,05% de Dextran et 0,5% de charbon active avant l'inactivation. Lorsqu'on a mis le 

CCS dans le milieu, on a du filtrer ce dernier avec un filtre 0,2 îm pour le steriliser. On a 
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depose 4 X 106 cellules par mL dans les puits d'une plaque 12 puits (Corning). Pour debuter 

1'induction, on a ajoute 10 ng/mL de PMA et 250 ng/mL d'ionomycin. Les cellules sont alors 

incubees a 37°C-5% C02. Les DP ont ete recuperes aux temps 0, 30 minutes, 1, 2, 4 et 8 

heures dans le but de doser l'apoptose et de produire des lysats d'ARN avec la trousse RNA 

Absolutely (Stratagene). A titre de controle, des DP non induits ont ete incubes et recuperes 

de facon identique a leur contre partie. L'apoptose a ete dosee avec la trousse Apoptosis 

Detection (Sigma) comme expose au protocole 2.5. 

2.8 Transfection des cellules HeLa avec les isoformes de scotin pour la mesure de 

l'apoptose 

Le premier jour de transfection, 3,5 X 105 cellules HeLa ont ete ensemencees en petri 60 mm 

(Starstedt). On les a laissees crottre 24 heures. Les vecteurs d'expression pSVE Scotin 

(scotinl), pCIScot4.3 (scotn4) et EBS-NPL (controle vecteur vide) ont ete utilises. En 

suivant les indications du manuel d'instruction d'Invitrogen, 2,4 [xg de plasmide ont ete 

transfectes en presence de 6 \iL de Lipofectamine 2000, le tout dilue dans du milieu sans 

serum Opti MEM-I (Gibco). On a inclus 0,5 ug du plasmide hsCD25 dans le melange 

comme controle de transfection. Apres 18 heures, les cellules ont ete lavees au PBS IX et on 

a rajoute du DMEM supplement^. Apres 48 heures de transfection, les cellules ont ete 

recuperees, marquees a l'aide de l'anticorps souris anti-CD25 humain biotin (Serotec) dilue 

1/200, lavees au PBS/BSA 0,5% puis, incubees avec SA-APC 1/200 (BD Bioscience). Apres 

cette coloration, on a dose l'apoptose comme decrit precedemment (protocole 2.5). Seules les 

cellules exprimant CD25 ont ete incluses dans le calcul du nombre de cellules annexinV 

positives. 
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2.9 Immunofluorescence sur les cellules HeLa transferees avec les isoformes de scotin 

Les cellules HeLa ont ete ensemencees sur des lamelles de verres (Fisher, diametre 15 mm) 

deposees dans une plaque 6 puits (Corning). On a effectue l'ensemencement a une densite de 

3,6 X 105 cellules par puits. Apres 24 heures de croissance, on a transfecte les HeLa avec les 

isoformes de scotin en utilisant 2,4 u.g de plasmides (pSVE Scotin pour scotinl ou pCI 

Scot4.3 pour scotin4) en presence de 6 uL de Lipofectamine 2000 selon les instruction du 

manufacturier. Apres 18 heures de culture, on a lave les cellules au PBS IX et on a ajoute du 

DMEM. Apres 48 heures de transfection, les cellules ont ete lavees une fois au PBS IX puis 

fixees au PBS/PFA 4% pour 15 minutes a 4°C. On a lave les lamelles avec du PBS IX et on 

les a conservees a 4°C dans du PBS/PFA 0,4% jusqu'a utilisation. Toutes les manipulations 

pour le marquage aux anticorps ont ete effectuees a la temperature de la piece. 

Les lamelles ont ete lavees pour trois minutes selon la sequence suivante : PBS IX, PBS 

lX/Glycine 0,4M et PBS IX. On a permeabilise les cellules en deposant les lamelles sur une 

solution de PBS/Triton X-100 0,2% pendant 2,5 minutes. Les lamelles ont du etre lavees 

dans 3 mL de PBS IX trois fois trois minutes. On a bloque les lamelles en y deposant 

quelques gouttes de PBS 1X/FBS 3% et incubant pour 30 minutes. On a dilue les anticorps 

primaires dans cette meme solution a une concentration de 1/1000 (lapin anti-Scotin C-

terminale de souris; Jcl05) et de 1/200 (souris anti-KDEL de souris; Stressgen). La solution 

de Jcl05 a prealablement ete depletee avec un extrait proteique de cellules HeLa (poudre 

d'acetone). L'incubation a dure une heure. Les lamelles on ete lavees comme precedemment 

au PBS IX. Les anticorps secondaires qui ont ete utilises sont le chevre anti-lapin alexa 568 

et le chevre anti-souris alexa 488 (Moleculare Probe). On a incube une heure avec une 

solution diluee 1/500 dans du PBS/FBS pour les deux anticorps. Les lamelles ont ete lavees 

au PBS IX tel qu'expose plus haut. Pour le montage sur les lames de microscope, on a 

depose une goutte de ProLong Gold AntiFade avec Dapi (Molecular Probe), qui colore les 

noyaux en bleu, et on a depose les lamelles sur cette goutte. Les lames devaient etre sechees 

toute la nuit a la temperature de la piece avant de les observer a l'aide du microscope Zeiss 

Imager.Zl. 
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2.10 Generation de vecteurs retroviraux shRNA contre diverses formes de scotin et 

creation de lignees cellulaires stables pour leur expression 

Les vecteurs d'expression pour shRNA ont ete produits a 1'aide du systeme pSuperRetroPuro 

(Invitrogen). Le tableau 4 montre les sequences des differents oligos qui ont ete synthetases 

dans le but de generer les divers vecteurs. 

Tableau 4. Sequence ( 
Nom du shRNA 

ShRNA Scotin (E2)-211 

ShRNA Scotin (E5)-296 

ShRNA Scotin (E2)-552 

ShRNA Scotin (E5)-560 

ShRNA Controle 
(MARCH8) 

es shRNA contre les isoformes de scotin 
Orientation 
Sens 

Antisens 

Sens 

Antisens 

Sens 

Antisens 

Sens 

Antisens 

Sens 

Antisens 

Sequence 
5'GATCCCCGACAATTCGATCCCAGTGTTTCA 
AGAGAACACTGGGATCGAATTGTCTT 
TTTTC 
5TCGAGAAAAAAGACAATTCGATCCCAGTG 
TTCTCTTGAAACACTGGGATCGAATTGTCGG 
G 
5'GATCCCCGTCCAGTGGAATGAGGAAATTT 
CAAGAGAATTTCCTCATTCCACTGGATTTTT 
TC 
5TCGAGAAAAAATCCAGTGGAATGAGGAA 
ATTCTCTTGAAATTTCCTCATTCCACTGGAC 
GGG 
5'GATCCCCGCACCACAACTACTACCGTGTTC 
AAGAGACACGGTAGTAGTTGTGGTGTTTTTT 
C 
5 TCGAGAAAAAACACCACAACTACTACCGT 
GTCTCTTGAACACGGTAGTAGTTGTGGTGCG 
GG 
5' GATCCCCGCTACTACCGTGGTTCATGCTTC 
AAGAGAGCATGAACCACGGTAGTAGTTTTT 
TC 
5 'TCGAGAAAAAACTACTACCGTGGTTCATG 
CTCTCTTGAAGCATGAACCACGGTAGTAGC 
GGG 
5' GATCCCCGCA ACATTTCTAAGGCTGGTTCA 
AGAGACCAGCCTTAGAAATGTTGCTTTTTTA 
T 
5'CGATAAAAAAGCAACATTTCTAAGGCTGG 
TCTCTTGAACCAGCCTTAGAAATGTTGCGGG 
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Deux series d'oligos ciblent scotinl et deux autres ciblent les transcrits communs de scotin. 

Les sequences des shRNA ont ete obtenues a l'aide du programme siRNA Template Design 

Tool (Ambion). Un shRNA controle contre MARCH8 a aussi ete utilise aux cours de nos 

differentes experiences. Les oligos sens et antisens ont ete apparies en les placant dans de 

l'eau bouillante pour 10 minutes et par la suite, en laissant l'eau revenir a la temperature de la 

piece (environ 3-5 heures). II a ensuite suffit de suivre les instructions d'Ambion pour la 

ligation des oligos shRNA dans les vecteures pSuperRetroPuro. 

Les transfections transitoires des cellules HeLa ont ete faites comme expose au protocole 2.8. 

On a inclus 2,0 ng du plasmide pSuperRetroPuro shRNA voulu et 0,5 [Ag de pSVE Scotin 

dans le melange de transfection. 

Pour la production des retrovirus, les transfections des cellules HEK 293T ont ete effectuees 

a l'aide de la Lipofectamine 2000 (Invitrogen). Dans un petri 100mm (Starstedt), on a 

ensemence 4,5 X 105 cellules HEK 293T. Apres 24 heures, on a transfecte celles-ci avec un 

melange de 30 JAL de Lipofectamine 2000, 7,5 \ig d'un des plasmides 

pSuperRetroPuro.shRNA (Scotin 211, Scotin 552 ou MARCH8) et 7,5 \xg de pAmpho. Le 

melange a ete effectue dans 750 \i\ d'Opti-MEM-I. On a procede comme pour toutes les 

autres transfections a la Lipofectamine 2000 (voir protocole 2.8 Le lendemain, le surnageant 

cellulaire a ete recupere, filtre sur 0,45 \im et on y a ajoute du polybrene (bromure 

d'hexadimethrine; Sigma) a une concentration finale de 4 |ag/mL. Ces surnageants ont ete 

conserves a -80°C en aliquots de 1,5 mL. 
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Entre temps, des thymomes RML11 et Bw5147 ont ete ensemences a une densite de 1X106 

cellules par T25 (voir protocole 2.11 pour le milieu utilise). Le lendemain, on a enleve le 

milieu de culture, ajoute 1,5 mL des suspensions retrovirales et incube les cellules 1 heure a 

37°C. Cela fait, il a fallu ajouter 4 mL de milieu supplements contenant 4 [j,g/mL de 

polybrene. Les cellules ont ete infectees ainsi pendant 24 heures et on a ensuite procede a la 

selection via la puromycinD en ajoutant 1 [ig/ml a chaque petri. Cette selection a dure 3 

jours. Par la suite, les cellules ont ete passees et toujours cultivees en presence de 500 ng/ml 

de puromycinD. 

2.11 Western blot de Scotin a partir de cellules HeLa transfectees 

Les extraits proteiques des cellules HeLa ont ete effectues avec un tampon RIPA (NP-40 1%, 

EDTA 2 mM, SDS 0.1%, NaCl 150 mM, deoxycholate de sodium 1%, vanadate de sodium 

0,2 mM, fluorure de sodium 10 mM, Tampon phosphate de sodium 10 mM pH 7.2, Complete 

mini (Roche) IX). On a dissout les culots cellulaires dans ce tampon, on les a incubes 15 

minutes sur glace, puis on les a centrifuges pour 15 minutes (13000g, 15 minutes, 4°C). On a 

transfere les surnageants dans des tubes eppendorfs et on leur a ajoute 15% de glycerol final. 

On a effectue le dosage des extraits proteiques par spectrophotometrie (Ultrospec 2100 pro; 

Biochrom) a 595 nm grace a la reaction de Bradford (BioRad). Les extraits ont ete conserves 

a -20°C. 

Les extraits proteiques ont ete dilues dans le tampon de chargement pour obtenir une 

concentration finale de IX (Tampon de chargement 2X : Tris-HCl pH 6,8 125 mM, SDS 6%, 

glycerol 20%, bromophenol blue 0,02%). On a depose 25 \ig des extraits proteiques de HeLa 

transfectees sur gel. Des gels de tris/tricine a 4% de bis-acrylamide pour le gel concentrateur 

et a 16% pour le separateur ont ete utilises. Les reactifs necessaires a la fabrication du gel ont 
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ete melanges dans le tampon pour gel (Tris-HCl 3M pH 8,45, SDS 0,3%). Ce dernier a ete 

migre a l'aide de deux tampons. Dans le compartiment du haut, on avait un tampon IX 

contenant de la tricine (10X ; Tris-HCl 1M, Tricine 1M, SDS 1%). Le bas du gel trempait 

dans un tampon tout autre (10X ; Tris-HCl 2M pH 8,9) qui devait etre aussi utilise a IX. Les 

gels ont migre a 100V pour 3 heures. 

On a prepare le transfer! en faisant tremper le gel dans la solution de transfert (Tris base 48 

mM, glycine 2,5 M, SDS 1%) pour 30 minutes avec agitation. Les proteines ont ete 

transferees sur une membrane de PVDF (Immuno blot PVDF membrane, Bio Rad). On l'a 

trempee successivement dans : methanol 100% 30 secondes, eau distillee 2 minutes, tampon 

de transfert 15 minutes. Le transfert s'est effectue pendant 40 minutes a 10 V dans un Trans 

blot SD Semi-Dry Transfert Cell (Bio Rad). La membrane de PVDF a ete conservee et on a 

procede au blocage a l'aide de TBS IX (Solution mere 10X : Tris base 0,5M, NaCl 1,5 M, 

pH 7,5) + Tween 20 0,1% + lait ecreme 5% pour une heure a la temperature de la piece avec 

agitation. Par la suite, on a hybride avec l'anticorps primaire Jcl05 dilue 1/500 dans le 

liquide de blocage. Ce melange a ete prealablement deplete de sa non-specificite a l'aide 

d'un extrait proteique de cellules HeLa (poudre d'acetone). L'hybridation avec Jcl05 a ete 

faite a 4°C pendant 18 heures et puis a la temperature de la piece pour 1 heure, toujours sous 

agitation. On a lave la membrane cinq fois sept minutes avec du TBS/Tween 20 0,1% en 

agitant. On a procede a l'hybridation avec l'anticorps secondaire (chevre anti-lapin couple au 

HPR; Pierce) dilue 1/2500 dans la solution de blocage. On a incube une heure a la 

temperature de la piece avec une agitation constante. On a fini en lavant cinq fois comme 

precedemment. Les membranes ont ete revelees avec la solution West Dura (Pierce). Les 

films utilises pour l'exposition proviennent de la compagnie Pierce ( CL-X Posure Film 

Clear Bleu X-Ray Film). Le developpement des films a ete effectue avec les solutions de 

Kodak (GBX developer and replenisher et GBX fixer and replenisher). 
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2.12 Induction des Iignees de thymomes RML11 et Bw5147 avec le PMA et l'lonomycin 

Le jour avant 1'induction de 1'apoptose, on a ensemence 9 X 105 cellules des Iignees RML11 

et Bw5147 en T25 (Sarstedt) et on les a incubees pendant 18 heures. On a ensuite ajoute 10 

ng/mL de PMA et 250 ng/mL d'ionomycin aux cellules tests. Les cellules ont ete recuperees 

aux temps 0, 6, 12, 24 et 48 heures pour doser 1'apoptose (voir protocole 2.) et pour faire des 

lysats d'ARN. Les inductions ont ete faites tant sur les Iignees meres que sur les Iignees 

transferees de facon stables avec les vecteurs shRNA. 

2.13 Extraction d'ARN, production d'ADNc et PCR quantitatif 

L'ARN a ete extrait avec la trousse Absolutely RNA mini prep kit (Stratagene). Une fois 

dose au spectrophotometre, on a precipite les ARN (2,5 volumes d'ethanol 100% froid, 0,4 

M LiCl et 20 ug de glycogene) et on les a solubilises dans 10 fxL d'eau DEPC (RNase Free). 

Les ADNc ont ete produits avec les reactifs du Expand Reverse Transcriptase kit (Roche). 

Pour ce faire, on utilisait 1,5 ug des ARN obtenus. 

Les qPCR ont ete effectues avec le Platinum SYBR Green qPCR Super Mi x-UDG 

(Invitrogen). Ici aussi, on utilisait la moitie moins de reactif que present par la compagnie. 

Pour tout le reste, nous avons suivi les instructions du fournisseur. La reaction de PCR a ete 

faite sur l'appareil Mx3000P (Stratagene). L'analyse a ete effectuee avec le logiciel MxPro. 

Pour verifier la nature des sequences amplifiers, nous avons depose une partie de la reaction 

PCR sur gel d'agarose 1,2% pour s'assurer de la taille du produit. Les memes courbes 

standard ont ete utilisees pour un gene donne a chaque experience effectuee. Pour bim, HPRT 

et nur77, on utilisait des dilutions 1/5, 1/50 et 1/500 d'ADNc de la lignee cellulaire DO11.10, 
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car elle exprime une quantite facilement detectable de ces transcrits. Pour les differentes 

formes de scotin, nous avons clone des parties specifiques de leur sequence dans des 

plasmides pour doser le nombre de copies. En amplifiant 107, 105 et 103 copies de ces 

plasmides, il nous etait possible de quantifier le nombre de transcrits presents dans un 

echantillon d'ADNc. Les valeurs obtenues pour chaque ADNc ont ete corrigees en divisant la 

valeur d'expression du gene donne par la valeur d'expression de HPRT pour ce meme 

echantillon. 

Le tableau ci-dessous presente une liste des amorces utilisees pour le dosage des differents 

genes. Ces amorces ont ete generees grace au programme Primer Select. 

Tableau 5. Amorces pour le dosage des ARNm par PCR quantitatifs 
Genes 

bim 

HPRT 

nur77 

scotinl 

scotin4 

scotinS 

Transcripts 
communs de scotin 

Orientation 
Sens 
Antisens 
Sens 
Antisens 
Sens 
Antisens 
E1/E2F1 
E4R1 
e-alt2/E3 Fl 
E4R1 
e-sarf Fl 
E4R1 
E4F1 
E5R1 

Sequences 
5'- GGCCCTCGTCCACCCAATGTCT 
5'- CCTTCGCCGTCGGGATTACCTT 
5'- GCT GGT GAA AAG GAC CTC T 
5'- CAC AGG ACT AGA ACA CCT GC 
5'- ACC CCA CTA TTT GTC TTA TCC CTC CAG 
5'- CCC CAC CCC TTC CTC CCA ACC 
5'- CGCCTCCGGGTGCCCAT 
5'- GGGAATCCATGTAGGTCGGGTTGT 
5'- GCTTTAGTGTGCCCAAGAAGAGTA 
5'- GGGAATCCATGTAGGTCGGGTTGT 
5' -TCAGGAATGGGGAAGACTAAGGGATAAGA 
5'- GGGAATCCATGTAGGTCGGGTTGT 
5'- ACCTGCTCCTGCTGCTGTCTGTAT 
5'- GGATGGTAGCCCTGGTATGTTGG 
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3. RESULTATS 

3.1 Expression proteique de Scotin dans le thymus et les thymocytes murins C57/BL6 

Differents resultats obtenu lors d'une etude preliminaire nous ont amene a emettre 

l'hypothese que Scotin est associee a la selection negative (Knapp, 2003). Afin de connaitre 

son profil d'expression proteique chez la souris, nous nous sommes penches sur la production 

de Scotin au niveau du thymus a l'aide de 1'immunofluorescence. Tout d'abord, nous avons 

effectue des coupes en paraffine de 5 \im sur des thymus entiers de souris C57/BL6. En 

colorant ces coupes a l'aide du marqueur nucleaire Sytox Green (Figure 6A), il est possible 

de distinguer les differentes zones histologiques du thymus a un grossissement de 200 fois. 

Le cortex est la region qui est tres riche en cellules, et on y voit done une forte coloration 

verte (identifiee par un C dans la Figure 6). 

Figure 6. Localisation de Scotin au niveau du thymus murin. 
Des coupes en paraffine de thymus de souris C57/BL6 ont subi une coloration nucleaire au Sytox 
Green (A) de meme qu'un marquage de Scotin avec l'antiserum Jcl05 suivit d'une hybridation avec 
un anticorps secondaire (B). Les regions du cortex (C) et de la medulla (M) sont identifies sur les 
differentes images. La superposition des colorations est presentee (C). 
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La medulla est la region ou la coloration verte est plus faible, ou Ton retrouve moins de 

cellules (identifiee par un M dans la Figure 6). Les coupes en paraffine ont ete colorees avec 

l'antiserum Jcl05 qui reconnait un epitope carboxy-terminal de Scotin (Bourdon et al., 

2002). Un protocole special de reactivation des antigenes a du etre utilise, car le PFA utilise 

pour la fixation amene un pontage chimique reversible de 1'epitope reconnu par Jcl05 et 

l'antiserum ne peut plus le lier par apres. Par un traitement a la chaleur en presence d'un 

chelateur de calcium, on a reussi a eliminer ce pontage et a marquer Scotin avec Jcl05 sans 

devoir recourir aux coupes en congelation ou a toute autre methode de fixation des tissus plus 

exigeantes que le PFA. L'observation de la coloration de la proteine Scotin a un 

grossissement de 200 fois montre que cette derniere est exprimee presqu'uniquement dans la 

medulla (Figure 6B). Si on effectue une superposition de la coloration nucleaire et de Scotin 

(Figure 6C), on ne voit que quelques rares cellules corticales qui emettent un signal pour 

cette derniere. II est aussi a noter que la majorite, si ce n'est la totalite, des cellules 

medullaires expriment Scotin. Done, cette proteine est fortement produite dans la region 

thymique qui contient les cellules les plus matures. 

Dans le but de demontrer plus clairement quelles populations thymiques expriment la 

proteine Scotin, nous avons isole les sous-populations thymiques a l'aide d'un marquage de 

surface avec des anticorps contre CD69 et le TCR couples a la biotine puis, en les triant avec 

des billes magnetiques couplees a la streptavidine (Figure 7). Les thymocytes ont aussi ete 

marques avec les anticorps contre les molecules de surface CD69 et TCR couples a des 

fluorophores pour definir les sous-populations obtenues apres l'isolement avec les billes 

magnetiques. Nous avons separe les thymocytes en deux categories de cellules soit 
C D 6 9 nega t i f _T C Rfaible ( R 1 ^ R 2 ) ^ C D 6 9Posit if_T C Rposit if ( R 3 ^ R 4 ) L g s figures ?g g t c 

montrent que les cellules recuperees ainsi sont tres pures pour les sous-populations desirees 

(&90%). Apres le tri, les cellules ont ete fixees, permeabilisees au Triton X-100, colorees 

avec l'antiserum Jcl05 suivi d'un marquage secondaire pour detecter l'expression de Scotin 
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par FACS (Figure 7D). Comme nous n'avions pas acces a un serum pre-immunisation qui 

aurait servi de controle negatif, nous avons compare l'expression de Scotin chez les 

populations thymiques par rapport a celle des thymocytes non tries. Ceux-ci montrent deux 

pics de fluorescence au FACS lors de la coloration intracellulaire de notre proteine d'interet. 
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Figure 7. Coloration intracellulaire de Scotin dans les sous-populations thymiques. 
Les thymocytes de souris C57/BL6 sont colores pour CD69 et pour le TCR (A). Ensuite, les 
populations immatures de types R1/R2 (B) et les populations mature R3/R4 (C) ont ete triees grace a 
ces marqueurs. Apres permeabilisation des cellules, Scotin a ete coloree dans ces populations de 
meme que chez les thymocytes totaux (histogramme plein) en tant que reference (D). La zone 
encadree correspond a l'expression forte de Scotin. 
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La zone encadree dans la Figure 7D represente ce que nous definissons comme 1'expression 

forte de la proteine Scotin detectee par FACS. Le signal a l'exterieur du cadre pourrait 

correspondre a une expression plus faible de Scotin ou pourrait etre le bruit de fond cause par 

la coloration secondaire. Du au manque de controle negatif, nous ne pouvons rien conclure 

avec certitude. Cependant, on voit que chez les cellules R3/R4, il y a un enrichissement en 

Scotin (Figure 7D). En fait, 86% de ces cellules sont situees dans la zone encadree. 

L'expression chez les cellules immatures R1/R2 montre une legere baisse (29%) 

comparativement a celle des thymocytes totaux (38%). Ces colorations intracellulaires 

combinees a un marquage de surface appuient les resultats obtenus par immunofluorescence 

pour l'expression de Scotin dans le thymus. Tous ces resultats suggerent que ce sont les 

cellules semi-matures/matures qui expriment le plus haut taux de Scotin tant au niveau du 

transcrit que de la proteine. Comme Scotin est fortement exprimee par les cellules thymiques 

qui subissent ou ont subi les mecanismes de selection, cette molecule pourrait etre importante 

dans le developpement des thymocytes. Cependant, que ce soit par FACS ou bien par 

immunofluorescence, la majorite des cellules matures expriment Scotin. Notre hypothese de 

depart associait une expression de Scotin avec l'avenement de la selection negative chez les 

thymocytes. A la lumiere de ces premiers resultats, il semble peu probable que ce soit aussi 

simple que cela, car seulement une petite proportion des precurseurs thymiques enclenchent 

ce mecanisme d'apoptose. 

3.2 Analyse generate de la souris scotinEl -/-

Notre collaborates Jean-Christophe Bourdon de l'Universite de Dundee, ayant decouvert le 

gene scotin (Bourdon et al., 2002), a genere des souris mutantes n'exprimant pas Scotin 

(knock out). En fait, la souris a un deletion au niveau de l'exon 2 et non une deletion 

complete du gene. Cet exon a ete cible, car il serait implique dans la fonction apoptotique de 

la proteine (Bourdon JC, communication personnelle). Le Dr Bourdon nous a gracieusement 

55 



fourni ces souris. Avec l'aide du Dr Abdelaziz Amrani, nous les avons croisees pour obtenir 

des souris qui sont soit homozygotes normales (+/+), heterozygotes (+/-) ou homozygotes 

knock out (-/-) pour la deletion de scotin. Les souriceaux obtenus lors des differents 

croisements ont ete genotypes par PCR. L'analyse generate du developpement de ces souris 

et 1'aspect macroscopique de leurs organes n'a montre aucune anomalite chez les souris 

scotinEl -I- comparativement aux deux autres souches. II n'y a aucun signe evident d'auto-

immunite (perte de peau, diabete, arthrite, etc) ou de mortalite precoce (donnees non 

presentees). La seule anomalite reportee est l'apparition de tumeurs chez les souris -/- agees 

qui a ete notee par notre collaborateur (Bourdon JC, communication personnelle). Pour 

verifier par FACS si les etapes du developpement des thymocytes etaient bien suivies, les 

thymocytes des souris scotinE2 -I- et +/+ ont ete recuperes et colores pour les marqueurs de 

surface CD4, CD8, CD69 et TCR (Figure 8). 
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Figure 8. Analyse phenotypique des thymocytes des souris scotinE2 -/-. 
La repartition des thymocytes dans les sous-populations a ete evaluee via 1'expression des co-
recepteurs CD4 et CD8 (A) et de CD69 et du TCR (B) chez les souris scotinE2 -/- (panneaux 1 et 3), 
et scotinE2 +/+ (panneaux 2 et 4) agees de 10 semaines. Selon les etapes de maturation exposees a la 
figure 3, le pourcentage de cellules retrouve dans chaque sous-populations a ete comptabilise (C). 
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La distribution des thymocytes dans les sous-populations d'interets (CD4 vs CD8 et CD69 vs 

TCR) est normale chez la souris scotinE2 -I- (Figure 8 panneaux 2 et 4) comparativement a la 

souris scotinE2 +/+ (Figure 8 panneaux 1 et 3). II n'y a pas d'accumulation de cellules ou 

d'arret du developpement a aucun stade de la maturation des thymocytes. Les populations Rl 

a R5 et celles definies par le marqueurs CD4 et CD8 sont representees dans des proportions 

equivalentes (Figure 8C). Finalement, la taille du thymus et le nombre de thymocytes qu'il 

contient ne sont pas affectes par cette deletion (donnees non presentees). II est a noter que le 

genotypage des souris indique que l'exon 2 de scotin est absent chez les scotinE2-/- (donnees 

non presentees). Tout nous porte a croire que cette deletion chez une souche murine n'a pas 

d'effet majeur sur le developpement normal des thymocytes. A la lumiere de ces resultats, 

nous nous sommes demandes pourquoi les souris scotinE2 -I- ne presentaient aucune 

anormalite evidente. Nous avons done analyse 1'expression de la proteine Scotin par FACS 

intracellulaire chez les thymocytes totaux de trois souches murines ayant des genotypes 

differents pour le gene scotin (Figure 9). On voit que le taux d'expression de Scotin est 

identique tant chez les souris scotinE2 +/+ que chez les souris scotinE2 -I- et alors, la 

deletion de l'exon 2 n'amene pas de difference dans l'expression de la proteine Scotin dans 

le thymus murin. II est possible que la souris scotinE2-/- ne soit pas un mutant nul et que cela 

explique l'absence de phenotype chez ces dernieres. 

Figure 9. Expression 
proteique de Scotin chez 
les differentes souches 
murines scotinE2. 

Scotin a ete quantified par 
FACS intracellulaire chez les 
thymocytes totaux des 
souches scotinE2 +/+, +/- et 
-/-. Les ajustements du FACS 
sont differents de ceux 
utilises pour les lectures de 
fluorescence de la figure 6. 
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II est a noter que les lectures de FACS pour cette serie d'experiences ont ete faites avec des 

ajustements differents de ceux utilises sur les sous-populations de souris C57/BL6 triees 

(Figure 7D vs Figure 9). Le patron d'expression bimodale de fluorescence est conserve pour 

les thymocytes totaux et il ne faut pas en deduire que la fluorescence moins grande des 

graphiques de la Figure 9 est le signe d'une expression moindre chez les trois souches de 

souris scotinE2. Les resultats sont tout de meme comparables. 

Par une serie de PCR emboitees {nested PCR), le groupe de Bourdon a decouvert plusieurs 

isoformes de Scotin (Bourdon JC, communication personnelle). Chez l'humain, on note 3 

promoteurs dans la sequence genomique de scotin, 51 ARNm et 13 proteines produites. Chez 

la souris, on retrouve au moins 3 promoteurs (1 au debut de la sequence et 2 internes), 3 

ARNm et 3 proteines (Figure 10). II faut cependant specifier que les promoteurs internes P2 

et P3 n'ont pas ete caracterises formellement. Ces deux promoteurs ont ete deduits grace a 

des recherches d'homologies sur des bases de donnees de EST (Expressed Sequence Tag) qui 

permettent d'identifier les genes transcrits chez un organisme. Trois sites d'initiation pour la 

sequence scotin ont ete trouves par cette approche et correspondent au promoteur PI a P3 de 

la Figure 10. II est a noter que les isoformes transcrits a partir des promoteurs internes ne 

possedent pas l'exon 2 (Figure 10; scotin4 et scotin5) qui est implique dans la fonction 

apoptotique de la proteine et qui a ete delete chez la souris scotinE2 -/-. Si on compare les 

sequences proteiques, scotinl est la forme pro-apoptotique qui a ete decouverte par le Dr 

Bourdon et c'est la proteine complete representee dans la Figure 5A. scotin4 et scotin5 sont 

presqu'identiques, elles possedent les meme exons, mais sont produites via des promoteurs 

internes differents, P2 et P3 respectivement (Figure 10). Du a ce fait, elles ont dans leur 

sequence non traduite en 5' des exons alternatifs differents (e-alt2 pour scotin4 et e-sarf pour 

scotinS), ce qui permet leur differentiation par PCR sur des ADNc. Ces deux isoformes 

partagent la meme sequence proteique sauf pour une seule exception, la serine en position 2 

de scotin4 n'est pas presente chez scotin5 (Figure 5B). Le debut de la sequence de scotin4 est 

indique sur la representation de scotinl (asterisque Figure 5B). 
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Figure 10. Organisation genomique du gene scotin. 
On retrouve trois promoteurs (P) et huits exons (El a E6, e-alt2 et e-sarf) dans la sequence genomique 
de scotin (A). Par utilisation de promoteur alternatif, trois ARNm sont produits chez la souris : 
scotinl, scotin4 et scotin5 (B). Les acides amines MAA, MSG et MG represented les sequences 
d'initiation des proteines Scotinl, Scotin4 et Scotin5 respectivement. Les amorces de qPCR utilisees 
lors des analyses transcriptomiques preliminaires sont indiquees en 3' des representations des scotin 
(U'F et U'R) (Knapp, 2003). Elles sont presentes dans toutes les formes de scotin. L'epitope reconnu 
par 1'antiserum Jcl05 utilise pour detecter Scotin par immunofluorescence, par FACS et par Western 
blot est montre (* ). La position des nouvelles amorces qPCR utilisees pour etudier l'expression des 
isoformes est indiquee sous les sequences des transcrits (fleches). Des amorces permettant de 
reconnaitre toutes les isoformes de scotin ont aussi ete generees (E4-E5). 

II est important de noter que l'antiserum Jcl05 (anti-Scotin) utilise pour toutes nos 

experiences, que se soit par FACS, Western blot ou immunofluorescence, reconnait toutes les 

formes de Scotin connues (voir 'epitope Scotin' dans Figure 10 pour sa region de 

reconnaissance). II est specifique a unepitope de la region carboxy-terminale de la proteine 
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au niveau de l'exon 6. De plus, les qPCR preliminaires (Figure 4B) ont ete effectues 

uniquement avec des amorces qui amplifient toutes les formes connues de scotin (voir U'F et 

U'R dans Figure 10). L'ensemble des isoformes scotin produites sera denomme 'transcrits 

communs de scotirf des maintenant. Avec nos resultats anterieurs, il n'etait pas possible de 

savoir si les isoformes etaient modulees differemment dans les processus qui nous 

interessent. II est devenu evident que nous devions recommencer 1'analyse transcriptionnelle 

des sous-populations a la lumiere de ces nouvelles connaissances. En effet, il est possible que 

certaines formes soient plus importantes que d'autres pour le developpement thymique et que 

leur modulation lors de ce processus soit differente. Pour clarifier ces questions, nous avons 

recommence les etudes d'expression genique sur de nouvelles sous-populations thymiques 

triees. 

3.3 Isolement des sous-populations thymiques de souris C57/BL6 et analyses 

transcriptomiques 

Tout d'abord, nous avons du mettre au point un protocole d'isolement des sous-populations 

Rl a R5 via des tris magnetiques. A l'aide de l'expression differencielle des marqueurs de 

surface CD69 et TCR au cours du developpement, nous avons etabli une methode de tri 

cellulaire efficace, reproductible et permettant des etudes d'expression genique via PCR 

quantitatif (qPCR). En utilisant deux souris C57/BL6 agees entre 3 et 10 semaines par tri, le 

nombre de cellules obtenues est suffisant pour nos experiences ulterieures. Apres avoir 

recupere les thymocytes totaux, nous les avons marques avec un anti-CD69 biotinyle et un 

anti-TCR couple au FITC. Pour cela, nous avons du effectuer une etape preliminaire de 

titration de la quantite d'anti-TCR requise pour permettre sa liaison seulement aux cellules 

exprimant le TCR fortement. Les cellules ont aussi ete marquees avec des anticorps couples a 

des fluorophores (CD4 PerCP, CD8 PE, CD69 APC et TCR FITC), ce qui nous permettait de 

suivre le deroulement du tri par FACS (Figure 11). 
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Figure 11. Tris cellulaires multi-parametriques des sous-populations thymiques. 
Des thymocytes totaux de souris C57/BL6 ont ete tries a l'aide d'anticorps contre CD69 et TCRa|3 
(A). Les sous-populations d'interets R1/R2 (B), R3 (C) et R4 (D) sont recuperees. L'efficacite des tris 
est inscrite dans le coin superieur droit des figures. Le profil d'expression CD4 vs CD8 pour les sous-
populations triees est presente au bas (E-G). 
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On a debute le tri par la separation des cellules en deux groupes : les thymocytes exprimant 

fortement le TCR (R4 et R5) et les thymocytes ne 1'exprimant pas ou peu (Rl, R2 et R3). 

C'est grace a la technologie de Miltenyi que nous avons pu developper un protocole adequat 

a nos besoins. Avec leurs billes anti-FITC de meme que leur aimant separateur qui fournit un 

champ magnetique fort, nous avons pu faire une distinction entre des cellules exprimant le 

TCR a differents niveaux. Suite a ce tri, les deux groupes separes par les colonnes Miltenyi 

ont ete divises de nouveau sur la base de leur expression du CD69. Avec les billes 

magnetiques streptavidin IMag, nous avons separe les thymocytes exprimant CD69 de ceux 

qui ne l'expriment pas pour les deux groupes de cellules obtenues precedemment. Cela nous 

donne les thymocytes immatures R1/R2 (TCRnagatif/faible et CD69n'gatif), les intermediaires R3 

( T C R in te rmedia i re ^ C D 6 9 P O s i t i f ) Q{ k s s e m i . m a t u r e s R4 (TCR5 1^ et CD69P°Sitif). LeS SOUS-

populations obtenues sont d'une purete satisfaisante soit les R1/R2 a 85%, les R3 a 88% et 

les R4 a 93% (Figure 11). Pour permettre l'analyse des transcrits presents dans ces 

populations, l'ARN de ces cellules a ete extrait, des ADNc ont ete produits grace a la 

reaction de la transcriptase inverse et finalement, on a quantifie les ARNm exprimes par 

qPCR. Nous devons specifier qu'il aurait ete facile de separer les sous-populations Rl des 

R2 ou bien de recuperer les R5 via un tri magnetique semblable a celui expose ici. 

Cependant, cela aurait demande beaucoup de materiel chimique et biologique, ce qui aurait 

ete couteux. Comme les sous-populations R1/R2 n'ont pas encore recu de signal d'activation 

via le TCR, nous avons decide de les analyser ensemble en tant que cellules immatures. De 

meme, la sous-population R5, qui represente environ 1% des thymocytes, n'etait pas 

necessaire a notre etude. 

Plusieurs auteurs ont montre que les cellules semi-matures CD4+CD8faibleHSA+ sont la cible 

principale de la selection negative (Kishimoto et Sprent, 1997; Villunger et al., 2004). Ces 

thymocytes semi-matures de la jonction cortico-medullaire correspondent a la sous-

population R3. Dans le but de determiner si on observe des signes moleculaires de selection 

au niveau de nos sous-populations isolees, nous avons dose par qPCR 1'expression des 
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differents genes d'interets chez les ADNc produits. Pour ce faire, nous avons utilise la 

trousse commerciale Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen). Le colorant 

SYBR Green lie l'ADN double brin. Le complexe ainsi forme absorbe dans le bleu (498 nm) 

et emet dans le vert (522 nm), ce qui permet un suivi facile de 1'amplification de l'ADN 

(Zipper et al., 2004). La quantification de la production de chaque transcrit a ete effectuee 

avec une courbe standard qui etait toujours identique pour un gene donne entre les 

experiences. Deux types de courbes standards ont ete effectuees : relative pour la majorite 

des genes et quantitative pour les isoformes scotin. Pour celles-ci, nous avons clone des 

fragments de sequences specifiques des differentes isoformes dans des vecteurs et nous avons 

utilises ces derniers pour faire une quantification du nombre de copies des genes. Pour les 

courbes standards relatives, nous avons utilise des ADNc qui contenaient une bonne 

proportion des genes a etre detectes. A titre de controle negatif, des qPCR avec de TARN des 

cellules triees ont ete faites pour s'assurer que la methode utilisee donnait des extraits purs 

sans ADN contaminants. De plus, comme la distinction des isoformes scotin etait subtile (on 

utilisait la meme amorce antisens pour scotinl, scotin4 et scotin5), les produits PCR obtenus 

au cours de nos premiers essais ont ete deposes sur gels pour s'assurer que les fragments 

amplifies avaient bien la taille attendue. Grace a cette methodologie, nous avons mesure 

l'expression des marqueurs de selection negative bim et nur77. Ces deux transcrits sont 

modules a la hausse chez les R3 et cette augmentation est aussi observee chez les R4 pour 

nur77 (Figure 12B). Done, tout comme les resultats obtenus precedemment (Knapp, 2003), 

on note l'expression de molecules qui ont clairement ete liees a la selection negative a partir 

du stadesR3. 
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A bim B nur77 

Totaux R1/R2 R3 R4 Totaux R1/R2 R3 R4 

Sous-populations 

Figure 12. qPCR pour bim et nur77 chez les sous-populations triees. 
Des qPCR pour les marqueurs de selection bim (A) et nur77 (B) ont ete effectues sur les ADNc des 
sous-populations thymiques triees. Le niveau d'expression des differents genes a ete calcule grace au 
ratio expression du gene/expression HPRT pour chacun des ADNc analyses. Les courbes standards 
ont ete effectuees avec des ADNc de references identiques pour toutes les experiences. 

Des qPCR preliminaries ont ete effectuees pour identifier les isoformes de scotin presentes 

dans le thymus (donnees non presentees). Pour ce faire, nous avons verifie si les isoformes 

exprimees chez la souris, soit les scotinl, scotin4 et scotin5, etaient detectables. Nous avons 

decouvert que seulement deux isoformes etaient modulees dans les sous-populations : scotinl 

et scotin4. II n'y a pas d'expression significative de scotin5 dans les populations thymiques. 

Pour mieux comparer 1'expression des deux isoformes dans les thymocytes, nous avons 

construit des plasmides contenant les sequences de ces deux isoformes. Ainsi, il est possible 

de connaitre le nombre d'ARNm d'un gene donne present dans un echantillon. Avec des 

amorces permettant de doser les transcrits communs de scotin, ces qPCR nous ont permis de 

confirmer qu'on reproduisait bel et bien les resultats obtenus anterieurement (Knapp, 2003) 

avec notre nouvelle methode de tri (Figure 13A). Avec des amorces specifiques aux 

isoformes d'interets, nous avons observe que scotin4 est plus abondante que scotinl dans les 

ADNc de thymocytes totaux (Figure 13B). Chez les cellules les plus immatures de type 

R1/R2, on voit que les niveaux des deux transcrits sont similaires. Chez les R3 et les R4, 
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c'est scotin4 qui est la plus exprimee, environ cinq fois plus que scotinl. Done, on remarque 

que la production des isoformes de scotin augmente avec la maturation des thymocytes tout 

comme les marqueurs de selection negative bim et nur77. Ces resultats montrent que 

1'expression de scotin chez les thymocytes implique la production de deux isoformes 

particuliers et que celles-ci sont exprimees en quantite distincte au cours de la maturation. 
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Figure 13. qPCR pour les isoformes de scotin chez les sous-populations triees. 
Des qPCR pour les transcrits communs de scotin (A) et de scotin 1/scotin 4 (B) ont ete effectues sur 
les ADNc des sous-populations thymiques triees. Le niveau d'expression des differents genes a ete 
calcule grace au ratio expression du gene/expression HPRT pour chacun des ADNc analyses. Les 
courbes standards ont ete faites avec des plasmides contenant les sequences a detecter pour doser le 
nombre de copies des genes. 
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3.4 Analyse moleculaire de la souris scotinE2 -/-

Afin d'eclaircir les raisons de la production d'une proteine Scotin chez les thymocytes de la 

souris scotinE2 -/-, nous avons determine si toutes les isoformes de scotin etaient exprimees 

chez celle-ci. En analysant les ADNc des thymocytes DP par qPCR (Figure 14), on voit que 

scotinl est toujours presente chez les souris scotinE2 +/- et +/+, mais absente chez les 

scotinE2 -/-. En ce qui concerne scotin4, elle est exprimee par les thymocytes DP des trois 

souches murines scotinE2 analysees. Alors, chez une souche murine qui ne produit pas 

d'ARNm scotinl, l'expression de la proteine Scotin, detectee avec un antiserum 

reconnaissant toutes les formes de Scotin, est observee. Comme scotin4 est produite chez ces 

souris, nous croyons que l'expression residuelle de la proteine Scotin chez les thymocytes 

scotinE2 -I- serait due a l'expression de scotin4. L'absence de scotinl chez la souris n'induit 

pas de desordre au niveau du developpement thymique et scotin4 semble compenser sa perte 

pour la synthese proteique de Scotin dans le thymus. 

Figure 14. Analyse des ARNm 
produits par les souris scotinE2 -/-. 
L'expression de scotinl et de scotin4 a 
ete mesuree par qPCR chez les DP des 
trois souches murines scotinE2. Le 
niveau d'expression des differents 
genes a ete calcule en faisant le ratio 
expression du gene/expression HPRT 
pour chacun des ADNc analyses. Les 
courbes standards sont obtenues avec 
des plasmides contenant les sequences 
adetecter pour doser le nombre de 
copies des genes. 

Souches murines 

<• scotin 1 * scotin 4 

Amorces : E1/E2 - E4 e-alt2/E3 - E4 

80000 

C57 scotE2+/- scotE2-/-
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3.5 Essai d'induction de l'apoptose chez les thymocytes DP de souris C57/BL6 

Chez les sous-populations thymiques en developpement tardif que nous avons triees, les 

cellules subissent les deux mecanismes de selection en plus du choix de lignee. Ces 

processus cellulaires ne surviennent pas lors d'une etape unique ou precise du developpement 

des thymocytes. Par exemple, comme il a ete mentionne plus haut, la selection negative peut 

survenir a differentes etapes de maturation. Done, la modulation d'un transcrit au cours du 

developpement des thymocytes ne peut pas etre associee simplement a son implication dans 

un de ces processus. Pour Her scotin plus specifiquement avec la mort cellulaire programmed 

des thymocytes et pour complementer nos resultats obtenus avec la souris HA-TCR Tg, nous 

avons mis au point un test d'induction de l'apoptose chez les thymocytes immatures de type 

double positif pour etudier la modulation des isoformes de scotin dans ce contexte. II est 

connu que la selection negative est enclenchee via un signal TCR intense. Nous nous 

sommes done bases sur un protocole etabli qui mime une signalisation TCR forte et qui a ete 

utilise en particulier pour etudier les roles du regulateur de selection negative nurll 

(Dequiedt et al., 2003; Dequiedt et al., 2005). Pour ce faire, nous avons tout d'abord trie les 

cellules DP en utilisant les meme conditions que celles utilisees pour obtenir les cellules 

R1/R2 lors des tris des sous-populations. Cependant, des anticorps biotinyles contre le CD69 

et le TCR ont ete utilises. Les billes magnetiques streptavidin IMag lient alors les thymocytes 

plus matures qui expriment le CD69 ou le TCR fortement, so it les R3, R4 et R5. Cela nous 

laisse les cellules les plus immatures Rl et R2 qui sont majoritairement des DP. En fait, nous 

avons obtenu des DP avec une purete de 93% dans la population triee (Figure 15A-B). Apres 

les avoir recuperees, nous avons induit ces DP avec une forte dose de PMA, un activateur de 

PKC (cPKC et nPKC), et d'ionomycin, un ionophore. Les cellules traitees ainsi ont ete 

recuperees a differents moments pour quantifier le nombre de cellules apoptotiques par 

FACS via la coloration du marqueur precoce d'apoptose annexinV (Figure 15C-D) et pour 

doser les transcrits produits par qPCR. Si on dose le nombre de cellules ayant enclenche 

l'apoptose apres avoir ete exposees au PMA et a l'ionomycin, on voit qu'avec le temps, les 

DP entrent peu a peu en mort cellulaire pour atteindre un taux maximum de 80% de cellules 
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positives pour 1'annexinV apres 8 heures de culture (Figure 15E). Le controle, qui consiste en 

des DP mis en culture en absence des inducteurs, montre une induction assez importante de 

l'apoptose avec le temps d'incubation. Cependant, on note deux fois moins d'apoptose chez 

les DP controles apres 8 heures en culture comparativement aux DP induits. Les cellules 

traitees avec le PMA et l'ionomycin entrent done en mort cellulaire programmed d'une 

facon significative via ce protocole. 
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Figure 15. Induction de l'apoptose 
via un signal TCR fort chez 
les DP. 

Les thymocytes totaux (A) de 
souris C57/BL6 ont ete triees a 
l'aide de CD69 et du TCR pour 
obtenir la population DP (B). Le 
pourcentage de cellules DP est 
inscrit dans le coin superieur droit 
des figures. L'apoptose a ete induite 
chez les DP tries grace a une 
incubation en presence de PMA et 
d'ionomycin. La mort cellulaire est 
dosee via l'expression de 
1'annexinV a la surface 
membranaire aux intervalles 
mentionnes. Des DP non induits, 
mais mis en culture sont utilises a 
titre de controle negatif. Les 
resultats de deux experiences 
independantes ont ete compiles 
pour 1'induction des DP avec le 
PMA et l'ionomycin. La moyenne 
et l'ecart-type sont presentes. 

Temps cPinduction (hrs) 
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La prochaine etape etait done de verifier si les evenements moleculaires se deroulant pendant 

la selection negative etaient reproduits par cette induction chimique. Pour ce faire, nous 

avons d'abord dose la production des marqueurs moleculaires de selection negative par 

qPCR en comparant leur expression au cours de la periode d'incubation avec celle au temps 

zero. Les marqueurs bim (Figure 16A) et nur77 (Figure 16B) montrent une bonne induction 

avec le temps en presence de PMA et d'ionomycin. Chez les DP controles maintenant, on ne 

voit pas d'induction de nur77, mais bim est augmente autant chez les DP induits que chez les 

non induits (donnees non presentees). 

bim B nur77 

0 0,5 1 0,5 1 
Temps d'induction (hrs) 

Figure 16. qPCR pour bim et nurll sur les DP induits par un fort signal TCR. 
Le dosage de bim (A) et nur77 (B) a ete effectue par qPCR sur les ADNc des DP de souris C57/BL6 
induits avec le PMA et l'ionomycin. Le niveau d'expression des differents genes a ete calcule grace 
au ratio expression du gene/expression HPRT pour chacun des ADNc analyses. Les courbes standards 
ont ete faites avec des ADNc de references identiques pour toutes les experiences. 

Si on analyse le nombre de copies de scotinl et de scotin4 par qPCR, on n'observe aucune 

modulation sur la periode d'induction (Figure 17B). Meme en utilisant la paire d'amorces qui 

permet de detecter les transcrits communs de scotin, nous ne voyons aucune augmentation 

des transcrits avec 1'entree en apoptose des cellules traitees avec le PMA et l'ionomycin 
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(Figure 17A). Done, lors d'un test d'induction de la mort cellulaire des thymocytes DP, 

l'expression des isoformes de scotin ne varie pas significativement, contrairement au 

marqueur de selection negative nur77. 

A B 
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f 250000 fB 

Temps d'induction (hrs) 
• transcrits communs scotin M scotin 1 | | scotin 4 

Amorces : E4 - E5 E1/E2 - E4 e-alt2/E3 - E4 

Figure 17. qPCR pour les isoformes des scotin sur les DP induits par un fort signal TCR. 
Le dosage des transcrits communs de scotin (A) et des isoformes scotinl et scotin4 (B) a ete effectue 
par qPCR sur les ADNc des DP de C57/BL6 induits avec le PMA et l'ionomycin. Le niveau 
d'expression des differents genes a ete calcule en faisant le ratio expression du gene/expression 
HPRT pour chacun des ADNc analyses. Les courbes standards ont ete faites avec des plasmides 
contenant les sequences detectees pour doser le nombre de copies des genes. 

II est a noter que la selection negative est un processus tres strictement regule et que les 

interactions avec les cellules stromales du thymus sont d'une importance primordiale pour le 

developpement des thymocytes. De plus, il est connu que les DP sont sensibles a une 

panoplie de stimuli et done, il est justifie de se demander si 1'induction de leur mort cellulaire 

reflete reellement la selection negative qui est un mecanisme plus specifique. Grace aux 

comparaisons presentees dans 1'article de Baldwin et Hogquist, il a ete mis en evidence qu'il 

y a seulement deux genes qui sont modules de facon identique entre toutes les etudes 

analysant la selection negative au niveau transcriptionnelle : nur77 et bim (Baldwin et 

Hogquist, 2007). Le premier repond bien dans notre modele, mais bim est induit tant chez les 
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DP controles que les DP tests. On pourrait done speculer que la production de bim est causee 

simplement par la mort des DP plutot que par l'enclenchement de mecanismes moleculaires 

specifiques inities par le signal TCR fort. Ce qui renforce notre idee que la reproduction des 

evenements moleculaires de la selection in vivo n'est pas complete ici. 

3.6 Etude des fonctions et de la localisation cellulaire des isoformes scotin dans les 

cellules HeLa 

Pour eclaircir les roles de scotinl et scotin4, nous avons opte pour la culture cellulaire. Nous 

savons que scotinl est une proteine pro-apoptotique transmembranaire de 25 kDa qui est 

localisee dans la membrane du noyau et du reticulum endoplasmique (Bourdon et al., 2002). 

Si on inhibe son expression via des ARN antisens, on observe une baisse de l'apoptose chez 

les cellules NIH 3T3 traitees aux rayons U.V. Pour ce qui est de scotin4, rien n'etait connu. II 

est bien documente que plusieurs mediateurs de l'apoptose sont exprimes sous differentes 

isoformes ayant des roles opposes dans ce processus (voir section 4.3) et nous nous sommes 

demandes si e'etait aussi le cas pour les proteines qui nous interessent. scotinl etant tres 

clairement pro-apoptotique (Bourdon et al., 2002), nous avons voulu savoir ce qu'il en etait 

de scotin4. Pour cela, nous avons surexprime les deux isoformes dans les cellules HeLa et 

puis nous avons mesure la quantite de cellules annexinV produites (Figure 18). 

S so 
> 

§ 40 
a. 
? 30 
c 
< 
8 20 

% 10 

5 0 

— — - — -—-

mJ mi 
non EBS-NPL s 

transferees 

-- -

1 

! 
i 
j 

:otin 4 scotin 1 

Figure 18. Transfection des HeLa avec les isoformes de 
scotin. 

Apres 48 heures de transfection, les cellules HeLa ont 
ete recuperees et l'apoptose a ete dosee. Seules celles 
qui sont positives pour CD25 (controle de transfection) 
sont prises en consideration dans le calcul de la mort 
cellulaire. Les cellules exprimant 1'annexinV (AnnV) 
sont considerees comme apoptotiques. Les resultats de 
trois experiences independantes ont ete compiles. La 
moyenne et l'ecart-type sont presentes. La transfection 
avec EBS-NPL a ete effectuee une seule fois. 
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Comme attendu, 35% des cellules transferees avec scotinl sont positives pour 1'annexinV 

apres 48 heures de culture. Le plasmide controle et scotin4 produisent un pourcentage 

equivalent de cellules annexinV positives. Assurement, scotin4 n'a pas de role pro-

apoptotique. Pour verifier si cette isoforme a une fonction anti-apoptotique, des tests de 

reversion de la mort cellulaire induite par les U.V. ont ete entrepris en surexprimant scotin4 

chez des cellules HeLa induites. Les cellules ne survivaient pas bien a une transfection suivi 

d'un traitement aux U.V. et aucun resultat concluant n'a ete obtenu avec cette methodologie 

(donnees non presentees). La caracterisation des isoformes a ete poursuivie en effectuant des 

essais de co-localisation cellulaire par immunofluorescence indirecte sur des cellules Hela. 

Les differentes formes de scotin ont tout d'abord ete surexprimees chez les cellules Hela 

qu'on a ensuite colorees pour Scotin de meme que pour un marqueur du reticulum 

endoplasmique. 

A scotinl B scotin4 

Figure 19. Localisation sub-cellulaire des isoformes de Scotin chez les cellules HeLa transferees. 
Des HeLa ont ete transferees avec les isoformes de scotinl et scotin4. La colocalisation d'un 
marqueur du reticulum endolpasmique (souris anti-KDEL de souris) avec l'antiserum Jcl05 (lapin 
anti-Scotin C-terminale de souris) a ete effectuee par immunofluorescence indirecte a un 
grossissement de 630 fois. Les images superposees de la coloration nucleaire (DAPI), de Scotin 
(chevre anti-lapin Alexa 568) et de KDEL (chevre anti-souris Alexa 488) sont presentees. Les 
anticorps secondaires sont inscrits entre les parentheses. 

72 



La visualisation des cellules transferees a permis de confirmer que scotinl colocalise avec le 

marqueur du reticulum endoplasmique KDEL (Figure 19A), alors que scotin4 ne colocalise 

pas avec ce dernier (Figure 19B). Done, les isoformes de scotin sont retrouvees dans des 

compartiments cellulaires differents et ils semblent jouer des roles distincts dans l'apoptose. 

3.7 Analyse de l'apoptose induite par un signal TCR fort chez des lignees cellulaires de 

thymomes 

Afin de mieux comprendre l'implication de scotin dans le processus d'apoptose chez les 

thymocytes, nous avons opte pour 1'etude de lignees cellulaires immortelles de thymomes. 

En fait, ce sont des thymocytes arretes a un stade de maturation du developpement thymique 

qui se cultivent tres facilement. Deux lignees ont ete etudiees, soit les RML11 (Ehlers et al., 

2003) et les Bw5147 (ATCC TIB-48). Les premieres ont un phenotype de surface similaire 

aux cellules matures CD4 SP et les secondes, aux DN. En traitant ces lignees avec le PMA et 

l'ionomycin comme expose plus haut et en dosant l'expression de FannexinV, on observe 

une difference de comportement tres marquee entre les deux (Figure 20). Les RML11 sont 

tres resistantes au traitement chimique expose ci-dessus et ce, meme sur une periode de 48 

heures. 

Figure 20. Apoptose chez des lignees de 
thymomes RML11 et Bw5147 induites 
via un signal TCR fort. 

Les RML11 et les Bw5147 ont ete induits 
avec le PMA et l'ionomycin de facon 
identique au DP. Le pourcentage de cellules 
annexinV (AnnV) positives a ete determine 
aux temps 0, 6, 12, 24 et 48 heures. Les 
resultats de deux experiences independantes 
ont ete compiles. La moyenne et l'ecart-type 
sont presentes. 
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On observe environ 10% de cellules annexinV positives pour toute la duree de 1'incubation. 

Les thymomes Bw5147 entrent en apoptose en presence de ces composes chimiques pour 

atteindre un maximum de 35% de cellules annexinV positives apres 24 et 48 heures. Le 

dosage par qPCR des transcrits produits par les cellules Bw5147 induits revele que chez ces 

thymomes pro-apoptotiques, c'est scotinl qui est produite en majorite (Figure 2IB) alors que 

chez les RML11 induites par un stimulus mimant un signal TCR fort, c'est scotin4 qui est 

presente en majorite (Figure 21C). II est interessant de noter que si on quantifie les transcrits 

communs de scotin chez ces deux lignees induites (Figure 21 A), on remarque que 

1'expression est au meme niveau chez les RML11 et les Bw5147. Cela veut dire que, 

globalement, scotin est produite en quantite egale dans deux contextes cellulaires differents. 

Ce qui indique qu'elle pourrait etre aussi importante dans le controle des mecanismes de 

survie que dans celui de 1'apoptose, par exemple, via 1'expression de ses isoformes. Dans une 

situation de mort cellulaire programmed des thymomes, scotinl est augmentee alors que 

scotin4 Test dans une situation de survie. 
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Figure 21. qPCR pour scotin chez les thymomes induits avec un stimulus mimant un signal TCR fort. 
Les thymomes RML11 et Bw5147 ont ete induits avec le PMA et l'ionomycin. Au temps 0, 6, 12, 24 
et 48 heures, les cellules ont ete recuperees. Les transcrits presents chez ces lignees ont ete doses par 
qPCR sur les ADNc produits. Les transcrits communs de scotin (A), scotinl (B) et scotin4 ont ete 
quantifiees. Les resultats de deux experiences independantes ont ete compiles. La moyenne et l'ecart-
type sont presented. Les courbes standards ont ete faites avec des plasmides contenant les sequences 
a detecter pour doser le nombre de copies des genes. 

74 



3.8 Generation de vecteurs shRNA ciblant Scotin 

Pour etudier plus specifiquement les roles des isoformes de scotin, nous avons concu des 

petits ARN formant des epingles a cheveux, plus communement appeles shRNA, contre ce 

gene. Lorsqu'exprimes dans une cellule, ces shRNA ciblent une molecule d'ARNm specique 

et en s'y liant, ils ameneront ultimement sa degradation (Fire et al, 1998). C'est en fait un 

inhibiteur de 1'expression genique. Nous avons fait synthetiser deux types de shRNA : 

certains ciblant scotinl et d'autres ciblant les transcrits communs de scotin. Nous n'avons pas 

fait de shRNA contre scotin4, car elle possede peu de nucleotides specifiques par rapport aux 

autres isoformes et aucune bonne sequence cible ne nous a ete suggeree pour ce gene lorsque 

nous avons soumis celui-ci au logiciel de prediction pour construire les shRNA (Ambion). 

Deux shRNA contre scotinl (shScotin 211 et shScotin 296) et deux shRNA contre les 

transcrits communs de scotin (shScotin 552 et shSctoin 560) ont ete generes. Ces sequences 

ont ete donees dans le vecteur pSuperRetroPuro (Invitrogen) qui permet d'inserer facilement 

les shRNA dans le genome via une infection retroviral (Brummelkamp et al., 2002). Pour 

verifier la capacite d'inhibition de 1'expression proteique de ces shRNA, nous avons tout 

d'abord co-transfecte des cellules HeLa avec scotinl et les plasmides codant pour les 

differents shRNA Scotin. Nous avons choisi ces cellules, car les protocoles de transfection et 

de dosage de 1'expression par immunobuvardage fonctionnaient bien. Comme scotinl 

contient toutes les sequences ciblees par les divers shScotin, si ceux-ci sont efficaces, il 

devrait y avoir diminution de sa production. Par immunobuvardage (Figure 22), on peut voir 

que les shScotin sont tres efficaces et amenent une diminution d'environ 80% de l'expression 

de la synthese proteique (puits 1 a 4) comparativement au shRNA controle (puits 5). Les 

shScotin contre les formes commune (puits 3 et 4) sont un peu plus efficaces que ceux contre 

scotinl (puits 1 et 2). II est a noter que chez certaines lignees cellulaires, dont les HeLa, une 

forme proteique de Scotin apparait a 19 kDa en plus de la forme normale de 25 kDa. La 

premiere corresponderait a la proteine Scotin4 alors que la deuxieme serait Scotinl (JC 

Bourdon, communication personnelle). La forme de 19 kDa n'est que faiblement affectee par 

le shScotin-211 alors que la forme de 25 kDa, soit Scotinl, Test fortement. 
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Figure 22. Test de Pefficacite des shRNA Scotin chez les cellules HeLa. 
Des co-transfections transitoires avec scotinl et les differents shRNA contre les isoformes de scotin 
ont ete effectuees avec la Lipofectamine 2000. Pour tester Pefficacite des shRNA, un Western blot 
pour detecter Scotin a ete fait. Elle est detected a 28 et 19 kD avec le Jcl05. Le controle de quantite 
correspond a une bande non specifique visible a 50 kDa. Ligne 1; HeLa non transferees; Ligne 2; 
HeLa + sh211 + scotinl, ligne 3 : HeLa + sh296 + scotinl, ligne 4 : HeLa + sh552 + scotinl, ligne 
5 : HeLa + sh560 + scotinl, ligne 6 : HeLa + shCtrl + scotinl. 

3.9 Analyse de l'apoptose chez les lignees stables de thymomes exprimant les shScotin 

Afin de verifier l'importance du role joue par scotin lors de l'induction des thymomes au 

PMA/Ionomycin, nous avons cree trois lignees de RML11 et de Bw5147 qui expriment des 

shRNA differents soit: shScotin-211 (ciblant l'exon 2), shScotin-552 (ciblant l'exon 5) et 

shRNA Controle (ciblant une molecule n'affectant pas l'expression de Scotin). Comme tous 

les shScotin semblaient bien fonctionner, nous avons choisi deux de ceux-ci pour la suite des 

tests en transfection stable. Les lignees stables ont ete generees a l'aide de retrovirus capables 

de s'integrer dans le genome des cellules. Les retrovirus ont ete produits chez les cellules 

HEK 293T via une co-transfection des vecteurs pAmpho, qui fournit les molecules 
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d'enveloppement au retrovirus, et pSuperRetroPuro-shScotin d'interet. Les surnageants 

cellulaires ont ete recuperes et ont servi a infecter les thymomes. Par la suite, ces derniers ont 

ete cultives en presence constante de Puromycine pour stimuler et conserver l'integration des 

retrovirus dans le genome. Si on induit ces lignees stables avec le PMA et l'ionomycin, on 

voit une difference notable chez les thymomes exprimant le shScotin-552. En effet, la 

reponse face aux agents chimiques est inversee (Figure 23). Les cellules Bw5147 shScotin-

552 n'entrent plus en apoptose en presence des inducteurs au contraire de la souche mere, de 

la souche shScotin-211 et de la souche shRNA controle. Les RML11 exprimant le shScotin-

552 deviennent annexinV positives en presence de PMA et d'ionomycin alors que la lignee 

exprimant le shScotin-211 et le shControle se comportent comme la souche mere. 

Bvv5i47 B R M L l l 

24 48 0 24 

Temps d'induction (hrs) 

lsh211 k«ish552 i^shCtrl i. .'-] non infectees 

48 

Figure 23. Induction de l'apoptose via un stimulus mimant un signal TCR fort chez des lignees de 
thymomes exprimant des shRNA contre les isoformes scotin de maniere stable. 
Des lignees stables de Bw5147 (A) et RML11 (B) exprimant un shRNA contre scotinl, contre les 
transcrits communs de scotin, ou un shRNA controle ont ete generees. L'apoptose a ete induite avec 
le PMA et l'ionomycin de facon identique aux DP. Les cellules ont ete recuperees apres 0, 24 et 48 
heures d'induction et le pourcentage de cellules annexinV (AnnV) positives a ete dose. 
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Afin de verifier l'efficacite des shRNA, nous avons utilise le qPCR du aux problemes 

recurrents associes aux Wetern blot avec les extraits de cellules murines. Si on analyse des 

cellules non transferees, la detection de Scotin avec l'antiserum Jcl05 n'est pas efficace ni 

reproductible. Le nombre de copies des isoformes scotin exprimees par les cellules induites a 

ete dose (Figure 24). 
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Figure 24. qPCR pour les isoformes de scotin chez les lignees de thymomes qui expriment de fa?on 
stable des shRNA et qui ont ete induites avec le PMA et l'ionomycin. 
Les differentes lignees stables de RML11 et de Bw5147 ont ete induites avec un stimulus mimant un 
signal TCR fort. Apres 0, 24 et 48 heures en presence de PMA et d'ionomycin, des ADNc sur ces 
cellules ont ete produits et les isoformes de scotinl (A), scotin4 (B) ont ete doses par qPCR. Les 
courbes standard ont ete faites avec des plasmides contenant les sequences a detecter pour doser le 
nombre de copies des genes. 
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Des trois lignees RML11 analysees, deux ont le meme profil d'expression lors de l'induction. 

Les cellules RML11 shScotin-211 et shControle expriment plus de scotin4 que de scotinl, 

tout comme les cellules meres (Figure 21). Pour les RML11 shScotin-552, on voit une 

expression de scotin4 similaire a celle observee chez les deux autres souches. Cependant, 

scotinl est augmentee de 50 a 100 fois par rapport a la lignee temoin. Contrairement aux 

autres lignees RML11, le ratio scotinl I scotin4 chez les RML11 sh-552 induites est superieur 

a 1. Les Bw5147 sh-552 changent aussi leur comportement face aux stimuli chimiques 

utilises. Les lignees Bw5147 mere, sh Controle et shScotin-211 expriment en majorite 

scotinl alors que la lignee shScotin-552 produit faiblement scotinl. En fait, les cellules 

Bw5147 sh-552 expriment 20 a 50 fois moins de scotinl que les deux autres lignees Bw5147 

analysees. C'est scotin4 qui est synthetisee en majorite par les cellules Bw5147 sh-552. Ici 

encore, le ratio scotinl Iscotin4 est inverse comparativement aux lignees meres et controles. 

Alors, chez les Bw5147 et les RML11 exprimant de facon stable un shRNA contre les 

transcrits communs de scotin, une quantite appreciable de scotin est tout de meme produite. 

Ce qui est etonnant, car le shScotin-552 devrait inhiber l'expression de toutes les isoformes 

de scotin. De plus, si on regarde l'expression des ARNm par qPCR, on voit que les isoformes 

de scotin sont toujours produites chez les lignees Bw5147 et RJV1L11 stables pour leshScotin-

211 lorsqu'elles sont induites et ce, a un niveau similaire a celui des souches controles 

(Figure 24). En conclusion, le shScotin-211 ne fonctionne pas en transfection stable et le 

shScotin-552 semble affecter le ratio d'expression des isoformes plutot que d'inhiber leur 

synthese uniquement. 
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4 DISCUSSION 

Les bases du projet expose dans ce memoire se sont construites a Freiburg ou l'equipe du Dr 

Steimle a effectue une analyse transcriptomique sur les thymocytes de souris C57/BL6 en 

developpement tardif (DP vers SP). Avec cette approche, plusieurs transcrits dont les 

fonctions dans la maturation thymique etaient connues ou inconnues ont ete identifies comme 

etant fortement modules au cours des differentes etapes. Pour valider nos resultats, on peut 

citer 1'augmentation de certains marqueurs de la selection negative comme bim, gadd45$, 

IRBNS OU nur77 lors du developpement tardif. Ces memes molecules ont aussi ete associees a 

la selection negative par Baldwin et Hogquist (Baldwin et Hogquist, 2007). Un transcrit 

nominee scotin, qui etait fortement modulee dans les cellules post-DP a attire notre attention 

(Figure 4B). C'est une proteine transmembranaire pro-apoptotique (Bourdon et al., 2002) et 

nous l'avons associe a la selection negative grace a des analyses preliminaries (Knapp, 

2003). Le but du present memoire etait de completer les donnees transcriptionnelles avec des 

evidences fonctionnelles pour determiner si notre gene d'interet avait une importance reelle 

dans la selection negative chez les thymocytes. 

4.1 L'importance de scotin dans la differentiation thymique 

Pour debuter 1'etude du role de scotin dans les processus de developpement thymique, nous 

avons eu la chance d'avoir en notre possession une souris ayant une deletion dans l'exon 2 

(Bourdon JC, communication personnelle). Si ce gene est important dans les mecanismes de 

selection et de maturation, on s'attend a ce que les souris scotinE2-/- presentent des 

anomalies au niveau du thymus. Apres de simples colorations de surface pour etudier de 

facon globale le developpement des thymocytes, nous avons conclu que la deletion effectuee 

dans le gene n'amene pas l'arret ou 1'accumulation de cellules a une des etapes de la 
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maturation thymique et n'affecte pas l'exportation des lymphocytes T ni la survie de celles-ci 

dans la peripheric (Figure 8). De plus, aucune anormalies generate n'est observee chez les 

souris deficientes pour l'exon 2 de scotin. Etonnamment, on detecte une quantite identique de 

proteine Scotin dans le thymus des souris scotinE2 -I- et des souris +/+ (Figure 9). Done, la 

deletion faite dans l'exon 2 n'influence pas la production de Scotin par les thymocytes, ce qui 

peut expliquer en partie l'absence de phenotype chez les souris scotinE2 -/-. La decouverte 

de plusieurs promoteurs internes (deux chez la souris) et de plusieurs isoformes proteiques (3 

chez la souris), dont certaines ne possedant pas l'exon 2 {scotin 4 et 5), nous ont fourni une 

piste de reponse pour expliquer le phenotype normal des souris ayant une deletion au niveau 

de scotin. Cela nous a amene a croire que les isoformes avaient peut-etre des implications 

differentes dans la maturation des thymocytes. Des trois isoformes exprimees chez la souris, 

seules scotinl et 4 sont produites par les thymocytes. Lorsqu'on dose l'expression de ceux-ci 

par qPCR, on note que chez les thymocytes non tries, e'est scotin4 qui est trouvee en 

majorite (Figure 13B). Au cours des differentes etapes de maturation de ces cellules, la 

scotinl ne sera jamais produite plus fortement que la scotin4 (Figure 13B). II est important de 

souligner que seuls les DP de souris scotinE2 -I- et de scotinE2 +/- expriment la scotinl 

(Figure 13). Cependant, scotin4 est produite par les DP des trois lignees murines scotinE2, 

meme par la scotinE2 -/-. Ce serait done grace au transcrit scotin4 que la proteine Scotin est 

produite par les thymocytes des souris scotinE2 -I- et on peut speculer que cette isoforme 

permet la synthese de la majorite de la proteine Scotin au niveau du thymus. Nous n'avons 

pas decouvert d'anormalite chez les souris scotinE2-/-, mais il se peut que notre analyse n'ait 

pas ete assez poussee. Des etudes plus exhaustives de la selection negative chez ces souris 

auraient pu etre faites. Par exemple, 1'elimination de certaines families des TCR-Vp par 

l'expression endogene de retrovirus est un processus physiologique ressemblant a la deletion 

clonale et il est possible de doser cette elimination par FACS avec des anticorps specifiques 

de ces families (Simpson et al., 1994). De plus, les phenotypes aberrants peuvent parfois etre 

tres subtils. II serait interessant de croiser les souris scotinE2-/- avec des souches murines qui 

developpent des maladies auto-immunes (ex : NOD). Comme cela, il serait possible de voir 

si la perte de scotinl rend ces souris encore plus vulnerables. 
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4.2 Production de Scotin chez les thymocytes de souris C57/BL6 

Comme nous l'avons mentionne precedemment, la morphologie du thymus est tres 

importante et on peut le diviser globalement en deux regions fonctionnelles, soit le cortex et 

la medulla. Les cellules immatures se situent dans la premiere alors que celles terminant ou 

ayant termine leur maturation se retrouvent dans la medulla. II est tres interessant d'observer 

que Scotin est exprimee presqu'exclusivement par les cellules medullaires (Figure 6). 

Supportant ce fait, 88% des cellules semi-matures R3/R4 produisent Scotin comparativement 

a 21% chez les R1/R2 (Figure 7D). II faut tout de meme noter que la majorite, si ce n'est la 

totalite, des cellules medullaires presentent un signal positif pour cette proteine. Notre 

hypothese initiale stipule que Scotin serait impliquee dans la selection negative. Ce patron 

d'expression nous fait douter de cela. En effet, seulement une petite partie des cellules de la 

medulla subit la selection negative. Dans ce cas, il serait etonnant qu'une molecule impliquee 

dans la deletion clonale soit produite aussi globalement. Comme l'anticorps utilise reconnait 

toutes les isoformes de Scotin repertoriees, il est possible de speculer que le fort signal Scotin 

observe dans la medulla soit cause par la detection de scotinl et scotin4 dans cette derniere. 

Ce profil d'expression proteique supporte l'hypothese que Scotin serait importante pour le 

developpement tardif des thymocytes, mais pas seulement dans la selection negative. De 

plus, tous ces resultats nous ont porte a croire a croire que scotin4 pourrait jouer un role 

important dans la maturation thymique. 

4.3 Fonctions antagonistes de differentes proteines dans les mecanismes d'apoptose 

Au contraire de scotinl, scotin4 ne conduit pas a l'apoptose lorsque surexprimee dans les 

cellules HeLa (Figure 15) et les deux isoformes n'ont definitivement pas le meme role dans 

le processus de mort cellulaire programmee. Le controle de l'apoptose n'est pas seulement 
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associe a une regulation transcriptionnelle, d'autres formes de regulation y jouent un role 

important. La production de proteines isoformes en est une tres importante (Schwerk et 

Schulze-Osthoff, 2005). II y a plusieurs exemples dans la litterature ou on note des fonctions 

antagonistes entre les membres d'une meme famille de proteine ou entre les isoformes d'une 

proteine dans le processus d'apoptose. 

Par exemple, la balance entre l'expression de differentes proteines apoptotiques et anti-

apoptotiques peut jouer un role determinant dans la destinee cellulaire, notamment chez la 

famille Bcl-2. Les proteines composant cette famille peuvent s'heterodimeriser via leur 

domaine d'homologie (BH) (Gurudutta et al., 2005) ce qui a pour effet d'inhiber leurs 

fonctions (Sattler et al., 1997; Liu et al., 2003). Par exemple, Taction du membre pro-

apoptotique Bax est contrecarree par son association a Bcl-2 qui est anti-apoptotique 

(Shangary et Johnson, 2002). On croit que ce qui fait balancer le choix entre la survie et la 

mort cellulaire dans plusieurs contextes, est la difference entre les niveaux d'expression des 

isoformes de la famille Bcl-2 (Adams, 2003). Si les formes pro-apoptotiques sont exprimees 

majoritairement par rapport aux isoformes anti-apoptotiques, les cellules entreront en mort 

cellulaire. Chez les thymocytes DP, le membre anti-apoptotique BC1-XL est exprime tres 

fortement et il joue un role antagoniste a celui de Bim dans les selections thymiques (Bouillet 

et al., 2002). Chez les cellules T nai'ves ou memoires, c'est la balance entre la production de 

Bim et de Bcl-2 qui est essentielle pour l'homeostasie (Wojciechowski et al., 2007). De plus, 

les isoformes d'une meme proteine peuvent aussi avoir des fonctions opposees au niveau de 

la mort cellulaire. Les versions epissees du regulateur et marqueur de selection negative Bim 

peuvent etre citees. Les formes BimEL, BiniL et Bims sont toutes pro-apoptotiques. Ces 

isoformes sont sequestrees avec une avidite differentielle par les complexes de dyneine 

associes aux microtubules. Une nouvelle isoforme, BimAD, ne possedant pas le site de liaison 

au cytosquelette a ete identified (Marani et al., 2002). Elle a une fonction anti-apoptotique. 
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La proteine adaptatrice survivin, ayant une fonction dans le developpement precoce des 

thymocytes, est aussi produite sous differents isoformes. Son absence chez des souris 

survivin-/- empeche la transition des thymocytes du stade DN vers le stade DP par un arret du 

cycle cellulaire, suivi de la mort des cellules (Okada et al , 2004). La fonction principale de 

cette proteine est d'inhiber 1'activation des caspases. Sous ces diverses formes epissees, la 

survivin montre des fonctions antagonistes dans l'apoptose. Les differentes isoformes ont des 

localisations cellulaires distinctes ce qui pourrait expliquer leur difference au niveau de leurs 

fonctions anti-apoptotiques. L'isoforme survivin-2B est retrouve dans le cytoplasme et elle 

est incapable de conduire les cellules vers l'apoptose sans les proteger de celle-ci toutefois 

(Mahotka et al., 2002). La survivin-Ex3 est anti-apoptotique et est localisee dans le noyau. Le 

taux d'expression des differentes isoformes correle avec le pronostique de differents cancers. 

Dans les stades tardifs de la tumorigenese, on observe une perte de survivin-2B alors que 

survivin-Ex3 est toujours produite (Li, 2005). Dans le meme ordre d'idee, le groupe de 

Bourdon a etudie 1'expression des isoformes de scotin chez des patientes atteintes de 

differents types de cancers du sein (Bourdon JC, communication personnelle). lis ont montre 

que dans 10% des tumeurs analysees, la sequence genomique de scotin est mutee. De plus, 

1'expression de scotinl est perdue dans 15% de ces tumeurs, alors que les autres isoformes 

sont detectables. Finalement, on note que scotin5 est surexprimee dans certains cancers du 

sein et de l'ovaire. Ces donnees suggerent que le profil d'expression des isoformes scotin 

pourrait etre important dans le controle de la survie cellulaire. 

On pourrait citer bien d'autres proteines qui ont des fonctions antagonistes dans l'apoptose 

via la production de leurs differentes isoformes. Notamment, ceux du proto-oncogene c-Myc 

(Benassayag et al., 2005) ou les quatre isoformes de BAG-1 (Chen et al., 2002). Ce dernier 

exemple est assez interessant, car ces isoformes, au meme titre que ceux de Scotin, ont des 

localisations cellulaires distinctes et sont produits via des promoteurs internes differents. 

Avec ce qui est connu des isoformes de scotin, il est possible de croire que si on a une 

expression plus elevee de scotin4 dans une cellule par rapport a celle de scotinl, sa survie 
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sera favorisee (voir section 4.6). Si on est en presence du phenomene contraire, la mort 

cellulaire serait enclenchee. Des experiences en culture cellulaire ou on exprimait des ratios 

croissants de scotin4 par rapport a scotinl ont ete effectuees chez les cellules HeLa. Les 

resultats semblaient soutenir cette hypothese, mais ils n'etaient pas statistiquement 

satisfaisants (donnees non presentees). 

4.4 Localisation sub-cellulaire des isoformes de scotin 

Le mecanisme via lequel scotinl mene a l'apoptose a ete associe au 'ER stress' par plusieurs 

auteurs (Bourdon et al., 2002; Terrinoni et al., 2004). La morphologie du reticulum 

endoplasmique est fortement alteree lorsque les cellules enclenchent ce processus de mort 

cellulaire programmee. On peut le visualiser en colorant des proteines residentes du 

reticulum endoplasmique qui s'agregent et montrent une expression tres forte dans ce cas 

(Terrinoni et al., 2004). Dans nos etudes de localisation cellulaire, nous avons observe ce 

phenomene d'alteration morphologique du reticulum endoplasmique lors de la transfection 

de scotinl. Les cellules ayant un signal fort pour scotinl presentaient un signal tres intense 

pour KDEL, le marqueur du reticulum endoplasmique utilise dans nos etudes (donnees non 

presentees). La morphologie generate de ces cellules etait tres anormale (cellules petites, peu 

de cytoplasmes, noyaux difformes), ce qui suggere qu'elles etaient en apotose. Cependant, la 

morphologie cellulaire ou celle du reticulum endoplasmique n'ont pas ete affectees par la 

surexpression de scotin4. D'ailleurs, cette derniere isoforme ne colocalise pas avec KDEL 

(Figure 19). Comme la proteine Scotin4 debute avec la sequence transmembranaire (Figure 

5), celle-ci pourrait servir de sequence signal dans ce cas. Cette proteine pourrait done etre 

excretee ou presente dans les vesicules intracellulaires de transport. II serait interessant 

d'etudier plus en detail la localisation cellulaire de Scotin4 et les interactions que les 

isoformes de Scotin font avec les autres proteines intracellulaires. Ainsi, il serait possible de 

voir si leurs fonctions sont affectees par les associations moleculaires que les isoformes 
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effectuent dans les cellules. Tout nous pousse a croire que les isoformes de scotin ont des 

fonctions distinctes dues aux nombreuses differences que nous avons decouvertes entre eux. 

Est-ce que, tout comme la survivin (Mahotka et al., 2002) et les isoformes de Bim (Marani et 

al., 2002), leur localisation sub-cellulaire distincte explique leur fonction apoptotique 

opposee? 

II est interessant de noter qu'il a ete decouvert dernierement que les thymocytes de souris 

deficientes en bim sont moins sensibles au traitement a la thapsigargin, un agent inducteur du 

'ER stress' (Puthalakath et al., 2007). Cette voie d'apoptose a ete impliquee dans plusieurs 

maladies humaines (Rutishauser et Spiess, 2002) et Bim est essentiel pour son induction dans 

une panoplie de types cellulaires dont les thymocytes. Plusieurs molecules sont impliquees 

dans cette voie d'apoptose et toutes ne sont pas d'importance equivalente pour son 

enclenchement chez les differentes lignees. Par exemple, puma, dont la perte rend la lignee 

cellulaire MEF resistante au traitement a la thapsigargin (Reimertz et al., 2003), n'est pas 

necessaire a l'induction du 'ER stress' chez les thymocytes (Puthalakath et al., 2007). Done, 

il pourrait y avoir une connexion entre bim et scotin pour induire le 'ER stress' dans les 

thymocytes. L'implication du 'ER stress' dans la selection negative et 1'importance de scotin 

dans ce processus d'apoptose chez les thymocytes meritent, selon nous, une attention 

particuliere. 

4.5 Importance des isoformes scotin lors de la mort cellulaire induite des thymocytes 

immatures 

Dans le but d'analyser l'implication des isoformes de scotin dans la mort cellulaire chez les 

thymocytes, nous avons tout d'abord etabli un protocole d'induction de l'apopotse chez les 

thymocytes DP. Ces derniers sont tres sensibles aux stimuli apoptotiques (Tadakuma et al., 
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1990) par exemple, face aux glucocorticoi'des (Zilberman et al., 2004). Bien que notre 

protocole d'induction de l'apoptose fonctionne a merveille (Figure 15E), que l'ARNm du 

marqueur de selection negative nur77 (Figure 16B) soit module a la hausse en presence des 

inducteurs, bim, 1'autre regulateur de la selection negative, est tout aussi augmente chez les 

DP induits que chez les DP non induits (donnees non presentees). Done, la modulation a la 

hausse de l'expression de bim n'est pas causee par des mecanismes cellulaires specifiques 

enclenches par 1'induction chimique, elle pourrait etre une simple consequence de 1'entree en 

apoptose des thymocytes qui survient dans les deux contextes a des degres differents. On 

n'observe aucune augmentation de l'expression des isoformes de scotin au cours de la 

periode d'incubation en presence de PMA et d'ionomycin (Figure 17). Cela est vrai aussi 

lorsqu'on dose les ARNm avec des amorces reconnaissant toutes les formes de scotin 

connues. A la lumiere de ces resultats, nous pouvons tirer deux conclusions : soit que scotin 

n'est tout simplement pas impliquee dans la selection negative ou bien que notre modele ne 

reflete pas entierement les signaux transmis lors de ce processus. II est justifiable de se 

demander a quel point notre essai ex vivo reproduit la selection negative et plusieurs evidence 

permettent de concilier nos resultats avec une fonction de scotin dans les mecanismes de 

deletion clonale. 

Le PMA et l'ionomycin activent les deux voies principals qui sont enclenchees lors de la 

liaison du TCR chez les cellules T et les thymocytes (Parra et al., 2005). L'ionomycin etant 

un ionophore, il va conduire a une elevation de la concentration intracellulaire de calcium 

(Bouillet et al., 1999). Cette augmentation activera les cascades de signalisation 

calcineurine/NFAT (Zhao et al., 1995; Ohoka et al., 1996). Le PMA aura pour fonction 

d'activer la PKC (cPKC et nPKC), une serine/threonine kinase (Kaldjian et al., 1988). Dans 

le contexte physiologique de signalisation, le TCR lie active la phospholipase Cyl qui a son 

tour enclenche les deux voies mentionnees plus haut en produisant de 1'inositol triphosphate 

(IP3), qui permet la liberation du calcium, et du diacylglycerol (DAG), qui active la PKC et la 

voie Ras (Werlen et al., 2003). Done, du point de vue moleculaire, les voies de signalisation 
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tardives activees lors de la liaison du complexe TCR au complexe pCMH sont reproduites 

par notre protocole d'induction. Done, cette methodologie reproduit les mecanismes de 

selection negative en ce sens qu'il permet la transmission d'un signal intracellulaire fort via 

les composantes activees tardivement par le TCR. Cependant, plusieurs evenements de 

signalisation precoce qui se deroulent via les proteines associees au TCR comme par 

exemple via le complexe CD3 (Love et Shores, 2000), via les proteines adaptatrices telle 

LAT (Aguado et al., 2002) ou via les tyrosines kinase comme ZAP-70 (Negishi et al., 1995) 

sont contournes dans notre essai ex vivo. La signalisation est initiee plus en aval du complexe 

CD3-TCR dans notre modele comparativement a ce qui se passe lors de la selection negative 

in vivo. Comme seulement quelques-unes des voies de signalisation precoces sont 

enclenchees via 1'induction au PMA/ionomycin, il se peut que les signaux de transcription 

necessaires a 1'expression de scotin ne soient pas actives. 

De plus, un contexte spatio-temporel adequat est essentiel au bon deroulement de la selection 

negative (Ladi et al., 2006; Takahama, 2006). Les interactions avec les cellules stromales du 

thymus sont d'une importance primordiale pour le developpement des thymocytes (Punt et 

al., 1994; Fowlkes et Schweighoffer, 1995; Starr et al, 2003). L'absence de ces contacts dans 

notre modele pourrait causer un manque de signaux intracellulaires essentiels. Chez les 

cellules T matures, la specificite de reconnaissance depend des sites de liaison de leur TCR 

alors que leur activation est regulee par les signaux de co-stimulation (Vacchio et al., 2005; 

Ladi et al., 2006). L'importance de la co-stimulation pour l'activation des cellules T 

peripheriques est tres bien documented, mais son implication dans le developpement des 

thymocytes reste sujet de debat. II a ete demontre que si on bloque la liaison de B7 a CD28 

en culture de thymus foetaux (FTOC) a l'aide d'anticorps diriges contre B7-1 et B7-2, on 

diminue la deletion clonale enclenchee par la stimulation via un anti-CD3 (Amsen et 

Kruisbeek, 1996). II est aussi a noter que le la selection negative des thymocytes peut se 

derouler a divers stades de maturation. Elle ne survient pas uniquement chez les DP, mais 

aussi chez les post-DP (MacDonald et Lees, 1990; Kishimoto et Sprent, 1997; Punt et al., 
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1997). II est alors raisonnable de penser que des strategies de deletion clonale differentes 

pourraient etre utilisees tout dependant du stade de maturation auquel les precurseurs 

rencontrent leurs antigenes (Punt et al., 1997). Le groupe de Sprent a defini les cellules CD4+ 

medullaires en deux categories: les semi-matures HSAeleve et les matures HSAfaible 

(Kishimoto et Sprent, 1997). Ces deux types cellulaires ont des sensibilites differentielles aux 

stimuli de selection negative. Les thymocytes CD4+ semi-matures sont encore sensibles a la 

stimulation par la combinaison anti-TCR/anti-CD28 alors que les matures ne le sont plus. En 

fait, ces derniers proliferent en presence de ce stimulus. De plus, cette etude a demontre que 

les DP et les cellules CD4+HSAeleve ont des sensibilites differentes aux stimulis apoptotiques. 

Par exemple, les CD4+HSAeleve sont sensibles a l'apoptose mediee par Fas, contrairement 

aux DP, et la quantite d'anti-TCR a leur fournir pour qu'elles entrent en apoptose doit etre 

plus elevee que celle a dormer aux DP. II serait done possible que les mecanismes employes 

pour enclencher la selection negative dans ces populations thymiques soient distincts de ceux 

mis en cause chez les DP. Entre autre, scotin pourrait etre impliquee seulement dans les 

mecanismes de mort survenant chez les cellules semi-matures CD4+HSAelevee ou son 

expression est forte. A la lumiere de ces resultats, on peut conclure qu'il n'y a pas de lien 

direct ou de correlation entre l'apoptose induite chimiquement chez les thymocytes 

immatures de type DP et l'expression de scotin. Dans cet essai, certains evenements qui 

conduisent a la selection negative in vivo pourraient ne pas etre reproduits. Comme il est 

maintenant connu que les thymocytes ont differentes sensibilites face aux divers stimuli 

apoptotiques a differents stades de leur developpement, il serait interessant d'induire les 

diverses sous-populations thymiques avec une combinaison d'anticorps, comme anti-

CD3/anti-CD28, qui permettent la signalisation directe via le TCR et de verifier le 

comportement des isoformes scotin dans ce cas (Rajpal et al., 2003). Peut-etre que cela nous 

donnerait une meilleure reponse quant a 1'implication de scotin au niveau de la mort 

programmed de thymocytes. 
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4.6 Expressions et roles des isoformes scotin lors de l'apoptose induite chez des lignees 

thymiques immortelles 

La culture primaire et la transfection des thymocytes isoles de souris sont difflciles et peu 

triviales. En utilisant des lignees immortelles de thymomes, nous pouvons contourner les 

problemes causes par la culture ex vivo des thymocytes. Ces derniers doivent croitre dans un 

environnement semblable a celui de leur organe de maturation, sinon leur survie est 

comprise. On le voit bien avec les thymocytes DP qui sont mis en culture pour 8 heures sans 

inducteur et ou 35% des DP entrent en apoptose. Le FTOC est souvent utilisee pour 

reproduire l'architecture thymique (Hare et al., 1999), mais cette technique etant laborieuse 

et demandant beaucoup de mise au point, nous l'avons ecartee. Pour continuer notre analyse 

fonctionnelle de scotin, deux lignees de thymomes poussant tres bien en milieu de culture ont 

ete choisies. 

Les cellules Bw5147 sont de phenotype immatures DN alors que les cellules RML11 

represented des cellules matures de type CD4 SP. Si on traite ces lignees avec le meme 

stimulus apoptotique que les thymocytes DP, la lignee Bw5147 montre une bonne induction 

de l'apoptose alors que chez les RML11, il n'y a pas d'accumulation de cellules annexinV 

positives (Figure 20). Done, chez des lignees thymiques representant des stades de 

maturation differents, on observe un comportement completement oppose face a un stimulus 

mimant un signal TCR fort. II est connu que les cellules immatures sont tres sensibles aux 

signaux de selection et autres stimuli (Zilberman et al., 2004) alors que les thymocytes 

matures sont resistants (Kishimoto et Sprent, 1997). Par qPCR, nous avons observe une 

induction du transcrit de scotinl chez les Bw5147 induites et une augmentation marquee de 

scotin4 chez les RML11 induites (Figure 2 IB). Le ratio scotinl Iscotin4 est superieur a 1 chez 

les Bw5147 alors qu'il est inferieur a 1 chez les RML11. Pour l'isoforme scotinl, on ne 

remarque aucune augmentation chez les RML11 induites alors qu'apres 48 heures 

d'induction pour la souche Bw5147 on note une hausse de scotin4. Comme seulement 35% 
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des Bw5147 traites entrent en apoptose (Figure 20), il est possible que 1'augmentation de 

scotin4 chez cette souche soit presente seulement chez les cellules survivant aux simuli. De 

plus, comme le taux de cellules positives pour 1'annexinV reste constant tout au long de 

l'induction chez les RML11, cela peut expliquer le manque d'augmentation de scotinl chez 

celles-ci. Done, l'expression des isoformes varie selon la destinee des cellules traitees. 

II a ete demontre qu'il etait possible d'inhiber la synthese d'isoformes specifiques d'un gene 

par RNAi sans affecter la production des autres isoformes non ciblees (Celotto et Graveley, 

2002). Nous avons done tente d'utiliser cette methodologie pour scotin a l'aide de vecteurs 

retroviraux shRNA ciblant les isoformes. Le but ultime etant de generer des lignees stables 

qui expriment un ARN interferant contre une isoforme precis de scotin. Du aux restrictions 

imposees par le manque de sequence specifique a scotin4 par rapport a scotinl (voir section 

3.2 et Figure 10), nous n'avons pas genere de shScotin contre scotin4. L'efficacite des 

shScotin a ete testee par transfection transitoire chez des cellules HeLa suivi d'un dosage de 

Scotin par Western blot (Figure 22). Par la suite, des lignees stables pour l'expression de 

differents shRNA ont ete produites (voir section 3.9). Des resultats interessantes ont ete 

obtenues lorsqu'on induit ces lignees avec le PMA et l'ionomycin. Alors que les lignees 

controles et les lignees stables pour le shScotin-211 (ciblant scotinl) se comportent de 

maniere identique aux cellules meres, les lignees de thymomes exprimant le shScotin-552 ont 

une reponse inverse face aux stimuli. C'est-a-dire que les cellules RML11 entrent en 

apoptose et les cellules Bw5147 survivent (Figure 23). Le shScotin-211 ne semble pas 

fonctionner dans ces lignees stables pour une raison inconnue. Pourtant, les essais 

preliminaries en transfection transitoires chez les HeLa donnaient de bons resultats pour 

l'inhibition de la synthese proteique de Scotinl (Figure 22). II ne faut pas oublier que e'est 

par Western blot qu'on a effectue les tests d'efficacite d'inhibition chez les cellules HeLa 

alors que e'est par qPCR qu'on les a effectues chez les thymomes (Figure 24). La difference 

dans les methodes de detection utilisees entre les deux series d'experience pourrait expliquer 

en partie la divergence observee pour 1'inhibition de l'expression. Cependant, comme les 
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comportements apoptotiques des cellules stables pour le shScotin-211 ne changent pas, cela 

nous pousse a croire qu'il n'affecte tout simplement pas la synthese de scotinl chez les 

thymomes et que sa fonction pro-apoptotique est conservee chez ceux-ci. II aurait ete utile de 

savoir si 1'autre shRNA ciblant scotinl (sh.Scotin-296) que nous avons genere a le meme 

comportement dans ce contexte. Ainsi, nous aurions pu differencier entre un ciblage ardu de 

1'isoforme scotinl ou entre le fait que le shScotin-211 ne fonctionne pas en transfection 

stable. 

Afin d'expliquer les differences de comportements causees par l'expression du sb.Scotin-552, 

nous avons specule que chez les cellules RML11, le shScotin-552 cible scotin4 ce qui 

empecherait son action anti-apoptotique et que chez les cellules Bw5147, il arreterait la 

synthese de scotinl. Cependant, un resultat surprenant a emane des essais d'induction 

lorsqu'on a dose les transcrits de scotin chez les thymomes exprimant de facon stable le 

shScotin-552. En effet, les isoformes exprimees au cours de l'incubation sont differentes de 

celles produites lorsqu'on induit les cellules meres ou les lignees controles (Figure 24). Les 

RML11 shScotin-552 expriment de 10 a 20 fois plus de scotinl que la lignee controle et ont 

un ratio scotinl Iscotin4 eleve. Les cellules Bw5147 shScotin-552 produisent peu de scotinl 

et ont un ratio scotinl Iscotin4 inferieur a 1 lorsqu'induites. Chez ces deux lignees, le 

contraire etait observe chez les cellules meres ou controles. II est a noter que l'expression de 

scotin4 est similaire entre toutes les souches shScotin stables, tant chez les RML11 que chez 

les Bw5147 (Figure 24). Elle ne semble pas affectee de facon significative contrairement a ce 

qu'on observe pour la production de scotinl. II semble que la composante importante pour le 

controle de 1'entree en apoptose dans le cas present soit le ratio d'expression scotinl Iscotin4 

et non la presence ou l'absence d'un des deux genes. Done, si on change ce ratio dans des 

lignees de thymomes immortelles, on peut inverser la reponse attendue face a un signal TCR 

fort. Par exemple, avec un ratio plus eleve, des cellules anti-apototiques deviennent 

resistantes au stimulus et vice versa. 
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Le shScotin-552 devrait inhiber la synthese de toutes les formes de scotin. Ce n'est pas ce 

qu'on observe dans nos experiences. Des transcrits scotin demeurent presents chez les 

thymomes stables pour shScotin-552, scotin4 n'est pas affectee en aucun cas par ce shRNA 

et scotinl est exprimee tres fortement chez les RML11 shScotin-552. II aurait ete interessant 

de pouvoir quantifier la production de la proteine chez ces lignees, mais cela n'a pas 

fonctionne (donnees non exposees). II est important de specifier que les transfectants stables 

testes jusqu'a maintenant n'avaient pas ete clones, ils provenaient d'un 'pool' cellulaires 

selectionne. Les raisons pour lesquelles il y a une augmentation de la production de scotinl 

chez les RML11 en presence shScotin-552 nous sont inconnues. Dans ce cas-ci, il aurait ete 

utile de pouvoir comparer les resultats obtenus avec le shScotin-552 et avec le shScotin-560 

pour verifier s'ils se comportent de facon identique par qPCR. Cependant, aucun autre 

shScotin n'a ete teste en transfection stable pour l'instant. Une hypothese qu'on pourrait 

emettre est qu'une autre isoforme pro-apoptotique est presente dans les cellules RML11. Si 

c'est le cas, ce gene ne devrait pas posseder l'exon 5, cible par le shScotin-552, mais devrait 

avoir les sequences detectees par les amorces de scotinl. C'est le cas de scotin3. Cependant, 

comme son expression n'avait pas ete detectee dans les sous-populations thymiques lors de 

nos qPCR preliminaries (donnees non exposees), nous avons mis cette isoforme de cote dans 

nos analyses ulterieures. Cependant, rien n'empeche de penser qu'une telle isoforme est 

present chez la souris, mais qu'il nous est inconnu pour l'instant. II est a noter que lorsqu'on 

dose le nombre de copies des isoformes scotin exprimees par les thymocytes ou les 

thymomes, il y a toujours un surplus des transcrits communs de scotin qui est detecte par 

rapport a la somme des copies des deux isoformes scotinl et scotin4 (Figures 12, 16 et 21). 

Cette somme est environ deux fois moins elevee que le nombre de transcrits communs de 

scotin. Ce qui renforce l'hypothese qu'une autre isoforme de scotin est produite par les 

thymocytes, mais qu'on ne la prend pas en consideration dans nos analyses. II serait 

interessant de verifier, par PCR emboitees ou RACE-PCR par exemple, si d'autres isoformes 

seraient exprimees dans le thymus et les thymomes. Le fait est que lorsqu'on diminue 

1'expression de scotinl dans une lignee cellulaire pro-apoptotique, elle devient resistante a 

1'induction de l'apoptose et vice versa. 
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Ces dernieres experiences demontrent que l'expression controlee des isoformes de scotin est 

tres importante au niveau de l'homeostasie de la mort cellulaire chez les lignees de 

thymomes. Tant pour les conduire vers l'apoptose que pour contribuer a la survie des 

cellules. Comme les thymomes sont des lignees derivees des thymocytes, il est raisonnable 

de croire que Scotin est aussi importante dans ces processus au niveau des cellules normales. 

Avec les outils que nous avons developpes au cours des dernieres annees, il sera possible de 

repondre a la question suivante : est-ce que Scotin est necessaire au developpement des 

thymocytes dans un contexte physiologique? Les shRNA pourraient etre utilises pour 

transfecter ou pour infecter des thymocytes en culture primaire. Par la suite, la capacite de 

maturation de ces cellules serait analysee par la methode FTOC. Le developpement d'un 

anticorps fiable pour la detection de Scotin est essentiel au bon deroulement des etudes 

futures. L'absence d'un tel reactif nous a freine a quelques reprises dans nos demarches et de 

plus, les reponses qu'on obtiendrait avec cet outil seront plus claires (ex : dosage de 

l'efficacite des shRNA). Finalement, si nous avions en notre possession une souris 'knock 

out' complete pour Scotin, nous pourrions avoir une meilleure idee de 1'importance de ce 

gene dans le developpement thymique. En cherchant des homologues de xShisa, un gene 

implique dans la formation de la tete chez Xenopus, un groupe japonais a decouvert 

dernierement un transcrit identifie comme mShisa5 qui correspond en fait a scotinl 

(Furushima et al., 2007). Afin d'etudier son implication dans le developpement, ils ont cree 

une souris qui a une deletion complete au niveau des exons E4 et E5 de scotin. Les souris 

sont viables, fertiles et les embryons se developpent normalement. Ils ont etudie uniquement 

le developpement embryonnaire et ils n'ont observe aucun phenotype aberrant au niveau de 

la formation de la tete. Aucune analyse du systeme immunitaire ou bien des thymocytes n'a 

ete effectue. II serait done interessant d'etudier cette souris a ce niveau. 
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4.7 Perspectives 

Deux articles analysant les evenements moleculaires associes aux mecanismes de selections 

thymiques ont paru dernierement. Les resultats ont ete obtenus par une approche de 

micropuces a ADN sur des modeles cellulaires et murins differents. Le groupe de Verdin a 

compare les signaux actives par la liaison du TCR chez des cellules DO 11.10 (lignee de 

thymocytes immortels) dont l'expression de Nur77 est soit constitutive (modele selection 

negative) ou inactive (modele selection positive) (Kasler et Verdin, 2007). Les resultats ont 

permis 1'identification de divers genes connus pour leur implication dans la selection 

negative (bim), positive (zap70) ou bien pour les deux (bcl2). Le gene scotin est un des 142 

transcrits fortement module chez ces cellules qui a ressorti dans les analyses. Les auteurs 

l'associent autant avec la selection negative que positive. L'article de Baldwin et Hogquist 

abonde dans le meme sens et ce, dans un contexte plus physiologique (Baldwin et Hogquist, 

2007). Utilisant les souris HYcd4 (Baldwin et al., 2005), ils ont compare le profil d'expression 

des thymocytes double positif dans un contexte de selection positif (femelles), de selection 

negative (males) et sur un fond genetique non propice a la selection. Avec cette 

methodologie, ils ont identifie scotin comme etant module a la hausse dans les deux 

processus de selection. Tout comme lors de nos etudes preliminaries, les micropuces utilisees 

dans ces deux articles ne differencient pas les isoformes et c'est done les transcrits communs 

de scotin qui sont doses. Alors, les resultats obtenus avec nos essais chez les RML11 et les 

Bw5147 induits, qui montrent que scotin est augmentee dans un contexte de survie ou de 

mort cellulaire chez des lignees thymiques, sont compatibles avec les resultats exposes dans 

ces deux publications. Selon l'article de Baldwin, peu de molecules sont essentielles a la 

selection negative. Ayant compare les donnees des articles utilisant une approche 

transcriptomique pour identifier les genes importants dans ce processus, ils ont decouvert que 

les deux seuls genes qui sont modules de facon identique entre toutes les approches sont bim 

et nur77. Selon eux, ce sont les regulateurs primaires de la selection negative. D'autres 

proteines peuvent etre importantes, mais comme la deletion clonale est un mecanisme 

essentiel a l'homeostasie du corps, il est tres probable que des mecanismes de redondance et 
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de compensation soient presents pour assurer sa bonne completion. De plus, comme nous 

l'avons mentionne precedemment, il est possible de penser que differents mecanismes de 

selection negative sont presents chez les thymocytes a des stades de maturation distincts et 

qu'ils necessitent alors des molecules specifiques pour se derouler a ces etapes precises. Ce 

qui permet de conscillier une implication de scotin dans ce processus malgre son manque de 

modulation chez les DP soumis a un signal TCR fort. 

II est connu que les thymocytes passent environ 14 jours dans le thymus apres avoir atteint 

leur maturite et avant d'etre exportes vers la peripherie (Hayday et Pennington, 2007). Ce 

sejour serait necessaire comme dernier test de l'affinite du TCR envers son ligand. Les 

thymocytes matures se deplacent alors dans le thymus a la recherche de leur pCMH 

complementaire. Notre hypothese de depart voulait que scotin soit impliquee dans le 

processus de selection negative. A la lumiere de nos resultats, il est possible de penser que 

scotinl regule la selection negative a un stade precis du developpement et que scotin4 fourni 

un signal de survie aux cellules matures de la medulla qui attendent leur exportation. 

Rappelons que 1'expression de cette isoforme est a son plus fort chez les R4, ces thymocytes 

medullaires ayant presque termine leur maturation. Comme scotin4 semble avoir un role a 

jouer dans la survie cellulaire chez des lignees de thymomes de phenotype mature RML11, il 

serait interessant d'orienter nos etudes futures vers cette voie. Une decouverte faite par un 

groupe de recherche de l'lnstitut Max-Plank de Freiburg est tres interessante a citer dans ce 

contexte (Bessin, 2006). On y a developpe un modele murin permettant d'identifier les genes 

importants pour la selection positive. lis ont utilise des souris transgeniques HA-TCR nude 

H-2d Rag-/-, chez lesquelles aucun thymocyte ou lymphocyte n'est produit. lis leur ont 

greffe un thymus foetaux de souris H-2b Rag-/-. Les deux souches etant sur un fond 

genetique CMH different, la selection positive est bloquee. On retrouve des thymocytes DP 

dans le thymus, mais il n'y a pas de cellules T en peripherie. En infectant les souris 

transplantees avec des retrovirus Mo-MLV, ils cherchaient a decouvrir des insertions 

retrovirales aleatoires dans le genome des precurseurs lymphocytaires qui permettent de 
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contrecarrer ce blocage et de produire des cellules T matures. Les mutations creees ainsi 

peuvent amener un phenotype de type 'gain de fonction' pour les genes affectes. Les provirus 

agissent en tant que promoteur ou 'enhancer' de transcription dans ce cas. Avec cette 

methodologie, ils ont decouvert qu'une insertion de Mo-MLV dans la sequence promotrice 

de scotin4 cause 1'apparition de cellules T dans la peripheric Done, on peut speculer que la 

surexpression de scotin4 permet a la selection positive de se derouler dans ce modele. 

4.8 Conclusion 

En conclusion, le gene scotin possede 3 promoteurs, dont 2 internes, qui permettent 

l'expression d'au moins 2 isoformes dans le thymus. L'expression de scotinl et scotin4 

augmente avec la maturation des thymocytes, mais e'est scotin4 qui est exprimee 

majoritairement tout au long du developpement. Ces isoformes ont des fonctions differentes 

dans l'apoptose et leur localisation sub-cellulaire Test tout autant. La proteine Scotin est 

exprimee presqu'exclusivement par les cellules thymiques de la medulla plus specifiquement 

par les cellules R3/R4. Un signal intracellulaire fort, mimant celui fourni par le TCR lors de 

la selection negative, n'amene pas 1'augmentation de la synthese de scotin chez des 

thymocytes immatures DP. Cependant, des lignees de thymomes ayant des reponses pro- et 

anti-apoptotiques face a ce meme stimuli chimique montrent une expression preferentielle de 

scotinl et scotin4 respectivement. Si on inhibe la production de scotin chez ces lignees de 

thymomes avec des shRNA contre les transcrits communs de scotin, on altere la reponse 

apoptotique normale. Des cellules pro-apoptotiques en presence de PMA et d'ionomycin 

deviennent resistantes a la mort cellulaire et expriment plus de scotin4 que de scotinl, alors 

que le contraire est observe chez les cellules meres. Nous croyons que les deux isoformes de 

scotin sont impliquees dans le developpement thymique et ce, de facon independante l'une de 

1'autre. 
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