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RESUME 

Le developpement des precurseurs des lymphocytes T, aussi appeles thymocytes, est un 

processus complexe qui requiert plusieurs etapes se deroulant dans le microenvironnement 

specialise du thymus. Les processus de selection positive et negative sont cruciaux pour le 

developpement adequat du systeme immunitaire et sont intimement lies a la migration 

coordonnee des thymocytes a travers differentes zones du thymus. Des defauts dans ces 

processus sont associes a des failles dans le fonctionnement du systeme immunitaire et 

peuvent conduire au developpement de maladies autoimmunes. Presentement, il n'y a aucune 

etude qui rapporte l'observation et l'etude des phenomenes de selection positive et surtout de 

la selection negative dans un contexte physiologique in vivo. Le but de ce projet etait de 

generer des souris transgeniques permettant d'observer pour la premiere fois dans un 

contexte physiologique le developpement, la migration et les phenomenes de selection 

positive et negative dans un thymus intact. Pour atteindre ce but, il etait necessaire de generer 

des constructions rapporteuses permettant 1'identification des cellules a l'etude. 

Les construction « Po » et « Ne » destinees a la transgenese contiennent des proteines 

fluorescentes EGFP et ECFP comme rapporteurs et des marqueurs de localisation sub-

cellulaire. L'EGFP a ete fusionnee avec la proteine CD25 humaine, une proteine 

membranaire, ce qui permet le tri des cellules positives en utilisant des anticorps et des billes 

magnetiques. Cette proteine de fusion s'exprime efficacement a la surface cellulaire. L'ECFP 

a ete fusionnee a un signal de localisation nucleaire et est ainsi dirigee vers le noyau tres 

efficacement. Cette construction a aussi ete modifiee par l'ajout d'un motif tetracysteines 

dans sa partie N-terminale qui permet la coloration avec des colorants biarseniques. Ces 

colorants sont disponibles en plusieurs couleurs, sont bien toleres par les cellules et peuvent 

etre utilises in vivo. Ce type de coloration a ete mis au point pour le rapporteur « Po » et est 

tres specifique. Une sequence rapportee pour sa capacite d'augmenter la traduction, la 
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sequence SVRU5, a aussi ete incluse dans ces constructions dans le but d'augmenter 

1'expression du transgene sans affecter la regulation de son expression. Cette sequence a 

aussi une activite IRES ce qui permet dans nos conditions 1'expression de deux proteines de 

taille importante a partir du meme ARN messager. De plus, ces constructions versatiles et 

multifonctionnelles ont ete realisees dans trois vecteurs differents, dont un nouveau vecteur a 

faible nombre de copies approprie pour le clonage de fragments genomiques pour la 

transgenese. 

Les constructions rapporteuses « Po » et « Ne » ont ete placees sous le controle des elements 

de regulation de genes marqueurs dont l'expression a ete associee aux phenomenes de 

selection positive et negative. La construction « Ne » contient les elements de regulation de 

Nur77, un recepteur nucleaire necessaire pour la selection negative, alors que la souris « Po » 

contient les elements de regulation de CD69, qui est un gene associe a 1'activation du TCR. 

La generation des souris transgeniques « PoNe » est en cours presentement par co-injection 

de ces constructions. Nous avons identifie une souris positive, laquelle est en train d'etre 

caracterisee. Les experiences de co-injection sont toujours en cours et de nouvelles portees de 

souriceaux seront pretes pour etres analyses prochainement. 

Nous avons genere un systeme rapporteur versatile et optimise pour la microscopie 

biphotonique a deux couleurs. Les souris transgeniques « PoNe » permettront 1'analyse in 

vivo du developpement des thymocytes. De plus, comme CD69 est un marqueur d'activation 

des cellules T matures, il sera possible de suivre egalement la reponse immunitaire in vivo. 

L'utilisation des colorants biarseniques en combinaison avec la tomographic de 

fluorescence, permettra de suivre une reponse immunitaire a travers le temps dans un animal 

intact. Nur77 est exprime dans d'autres tissus que le thymus, ce qui rend ce systeme 

transgenique utile dans d'autres contextes que 1'etude du systeme immunitaire. 
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INTRODUCTION 

Le systeme immunitaire est l'un des systemes les plus dissemines et mobiles dans le corps. En 

effet, il est majoritairement compose de cellules individuelles qui parcourent continuellement 

les tissus peripheriques (Bhakta et Lewis, 2005). Ces cellules circulent dans l'organisme en 

empruntant la circulation sanguine et lymphatique (Janeway et al., 2004). Le fonctionnement 

du systeme immunitaire depend de la motilite intrinseque des cellules qui le composent, des 

facteurs solubles qui regulent et orientent leurs mouvements et des interactions entre les 

cellules elles-memes (Bhakta et Lewis, 2005) Les phenomenes de migration cellulaire sont 

egalement tres importants au cours du developpement du systeme immunitaire (Cahalan et 

Parker, 2006). Nous nous interesserons a 1'etude du developpement, de la selection et de la 

maturation d'un des acteurs les plus importants de la reponse immunitaire adaptative, le 

lymphocyte T (Starr et al., 2003). 

1. La reponse immune adaptative et les lymphocytes T 

Devant la grande diversite des mecanismes mis en place pour proteger l'organisme, la reponse 

immunitaire adaptative se demarque surtout par sa capacite a generer une reponse dotee d'une 

reconnaissance individuelle envers un microorganisme. Cette reconnaissance individuelle est 

la consequence de l'existence de recepteurs hautement variables qui possedent de multiples 

specificites. Ces recepteurs, capables de reconnaitre des structures specifiques a des entites 

etrangeres a l'organisme : les antigenes, sont portes par les lymphocytes T et B, deux types 

cellulaires qui jouent un role particulierement important dans cette branche de l'immunite. 

(Janeway et al., 2004). 
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2. Reconnaissance des antigenes par les cellules T 

Les lymphocytes T peuvent etres divises en deux groupes par l'expression de deux proteines 

de surface, les proteines CD {cluster of differentiation ) 4 et CD8 (Janeway et al., 2004). Les 

lymphocytes T CD4 et les lymphocytes T CD8 ont des fonctions distinctes dans la reponse 

immunitaire. Les lymphocytes T CD8 actives sont capables de detruire leur cible, par exemple 

une cellule infectee par un virus, tandis que les lymphocytes T CD4 jouent un role tres 

important de regulation et coordination de la reponse immunitaire (Janeway et al., 2004). 

La fonction et le developpement des lymphocytes T sont dependants de leur capacite a 

reconnaitre un antigene par leur recepteur d'antigenes: le TCR (T cell receptor) (Janeway et 

al., 2004). Contrairement aux lymphocytes B, les lymphocytes T ne sont pas capables de 

reconnaitre un antigene tel qu'il se presente a la surface d'une cellule : celui-ci doit etre clive 

en peptides d'environ une dizaine d'acides amines et associe a des molecules de presentation 

d'antigene appelees CMH (Complexe Majeur d'Histocompatibilite) (figure 1) (Jensen, 2007). 

II existe deux types de molecules de CMH, les molecules de classe I (CMH I) et les molecules 

de classe II (CMH II) qui s'associent a des peptides d'origine differente pour les presenter a la 

surface des cellules (Jensen, 2007). Les peptides generes par le catabolisme endogene de la 

cellule via 1'activation du proteasome, une protease multicatalytique, ainsi que d'autres 

enzymes sont associes aux molecules du CMH I. Cette association se fait dans le reticulum 

endoplasmique (RE) avant que les molecules de CMH I ne soient envoyees a la surface 

cellulaire (Jensen, 2007). Les peptides appretes dans les compartiments endosomaux 

s'associent aux molecules de CMH II dans des compartiments de chargement (Jensen, 2007). 

Les molecules de CMH II sont alors presentees a la surface des cellules (Jensen, 2007). Les 

molecules de CMH I ont une expression ubiquitaire et sont associees a la presentation 

d'antigenes d'origine intracellulaire, par exemple dans les cas de pathogenes intracellulaires 

comme les virus (Jensen, 2007). Les molecules de CMH II sont presentes seulement a la 

surface de certaines cellules appelees cellules presentatrices d'antigenes professionnelles et 
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sont associees a la presentation d'antigenes derives de l'espace extracellulaire (Jensen, 2007). 

Figure I. Reconnaissance d'antigene par les lymphocytes TCD4 et TCD8. 

Le CMHI est constitue d'une chaine a et d'une molecule de j32 microglobuline (/32m) alors 

que le CMHII est compose d'une chaine ex et d'une chaine /?. Les chaines a et (3 du CMHII et 

la chaine a du CMH I forment le sillon qui lie le peptide antigenique. Le TCR reconnait 

autant le peptide que la molecule de CMH. Les co-recepteurs CD4 et CD8 reconnaissent des 

regions invariables des molecules de CMH I et II respectivement, ce qui augmente ainsi 

I 'affinite du TCR pour le complexe antigene-CMH. 

Les molecules CD4 et CD8 ont un role de co-recepteurs dans la reconnaissance de l'antigene 

par le TCR dans la mesure ou ils augmentent 1'affinite du TCR pour le complexe peptide-

CMH en reconnaissant des sites invariables sur les molecules de CMH (Rudolph et al., 2006). 

Les co-recepteur CD4 et CD8 reconnaissent respectivement les molecules de CMH II et de 

CMH I (figure 1) (Rudolph et al., 2006). Cette interaction est requise pour la reponse 

effectrice adequate des lymphocytes T. Le TCR doit done etre capable de reconnaitre un 
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complexe compose d'un peptide de structure variable et d'une molecule de CMH (Rudolph et 

al., 2006; Mazza et Malissen, 2007). Ainsi, ce recepteur possede un grand niveau de variabilite 

dans sa specificite (Davis, 2004). Le TCR est un heterodimere compose soit des chaines a et 

p\ soit des chaines 8 et y. La majorite des lymphocytes T sont de type CD4 ou CD8 et portent 

un TCR a/(3. En dehors de 9a, il y a aussi des lymphocytes T qui portent un TCR 8/y. Nous 

nous concentrerons ici sur les lymphocytes T cc/|3 qui represented environ 95% des 

lymphocytes T (Janeway et al., 2004). 

La conformation germinale des loci geniques qui codent pour les chaines a et (3 qui composent 

le TCR est peu commune. Ces loci sont constitues de differents segments geniques appeles V 

(variables), D (diversite) et J (jonction) qui doivent etre recombines et associes a un segment 

codant pour une region constante afin de former un exon fonctionnel (Davis, 2004). La region 

constante a une fonction structurale et de signalisation, tandis que la region variable, issue de 

la recombinaison des elements V, D et J, est responsable de la reconnaissance de l'antigene 

(Schatz, 2004). Les segments V,D et J sont flanques par des sequences signal de 

recombinaison reconnues par les recombinases RAG 1/2 (recombinaison activation genes 1 et 

2). Ces dernieres sont responsables des processus de rearrangement des loci appeles 

recombinaison V(D)J (Schatz, 2004). Les jonctions des elements Va et Ja, et Vp\ Dp et Jp\ 

sont tres variables en raison de l'activite de la Terminal desoxynucleotide Transferase (TdT) 

qui ajoute des nucleotides non codes par la matrice d'ADN (acide desoxyribonucleique). Le 

caractere hautement aleatoire de ce processus engendre certes une grande diversite de 

specificite (Benedict et al., 2000), mais necessite aussi une verification de la fonctionnalite et 

de la specificite de ce TCR. II s'agit d'un processus qui se deroule lors de la maturation des 

lymphocytes T dans le thymus (Starr et al., 2003). 

3. Le developpement des lymphocytes T 
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Les lymphocytes T se developpent a partir de precurseurs de la moelle osseuse qui colonisent 

le thymus. Le thymus est l'organe lymphoi'de primaire qui fournit Penvironnement specialise 

necessaire a la survie et la differentiation des lymphocytes T. Les etapes du rearrangement du 

TCR surviennent tot lors du developpement des lymphocytes T et sont coordonnees dans le 

temps et dans l'espace. Etant donne le caractere aleatoire du processus de generation du TCR, 

une fois que les lymphocytes T en developpement, aussi appeles thymocytes, expriment un 

TCR a leur surface il est important de verifier leur capacite a reconnaitre un antigene associe 

a une molecule de CMH I ou II et leur affinite pour des antigenes du soi. Ces processus, 

appeles selections positive et negative permettent de s'assurer de la generation d'un repertoire 

diversifie de cellules T exprimant les co-recepteurs CD4 ou CD8 capables d'une part de 

reconnaitre un antigene etranger au soi et d'autre part de ne pas reagir contre l'organisme qui 

les porte (Janeway et al., 2004). 

3.1 Anatomie et colonisation du thymus 

Le thymus a deux zones anatomiquement et fonctionnellement differentes, le cortex et la 

medulla (Ciofani et Zuniga-Pflucker, 2007). Le stroma thymique est compose d'un ensemble 

heterogene de differents types cellulaires incluant des cellules epitheliales, des fibroblastes, 

des cellules endotheliales, des cellules dendritiques et des macrophages (Anderson et al., 

2006a). De cet ensemble, les cellules les plus abondantes sont les cellules epitheliales qui se 

differencient pour dormer origine aux cellules epitheliales corticales et medullaires (figure 2) 

(Rossi et al., 2006). 

Le thymus est colonise a partir du jour El 1.5 chez la souris et de la huitieme semaine de 

gestation chez l'humain, par des precurseurs lymphoi'des qui se developperont dans cet organe 
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Figure 2. Anatomie du thymus. 

Le thymus est compose de deux zones morphologiquement et fonctionnellement differentes, le 

cortex et la medulla. Le cortex est la zone la plus proche de la capsule de I 'organe alors que 

la medulla est la region la plus eloignee de la capsule. Le cortex et la medulla sont separes a 

la jonction cortico-medullaire riche en vaisseaux sanguins par ou penetrent les precurseurs 

qui colonisent le thymus. Les thymocytes en developpement migrent d'abord de la jonction 

cortico-medullaire vers le cortex et ensuite du cortex vers la medulla. (Adapte de Blackburn et 

Manley, 2004). 

en cellules T matures (Takahama, 2006). Le developpement de l'epithelium thymique est 

dependant de signaux emis par les thymocytes, tout comme le developpement des 

lymphocytes T necessite des interactions avec l'epithelium thymique (van Ewijk et al., 1994). 

Le developpement des thymocytes implique une serie d'evenements de proliferation, 

differentiation et selection qui se deroulent dans des regions distinctes du thymus et dont 

6 



l'enchainement temporel est finement controle. Ces evenements sont strictement dependants 

des interactions avec les differentes zones specialises du thymus. II s'agit d'un processus 

dynamique qui assure la constitution d'un repertoire mature de cellules T peripheriques (Ladi 

et al., 2006). 

3.2 Les differentes populations de thymocytes en developpement 

Les precurseurs lymphoi'des colonisent le thymus postnatal par les veinules post-capillaires 

fenetrees a la jonction cortico-medullaire. II est possible de caracteriser les thymocytes en 

developpement selon 1'expression de differents marqueurs de surface qui varient avec l'etat de 

differenciation dans lequel se trouvent ces cellules. Ceci permet d'identifier differentes 

populations de thymocytes et de les associer aux differentes etapes constituant leur 

developpement (Starr et al., 2003). A leur arrivee dans le thymus, les thymocytes n'expriment 

ni le TCR ni les co-recepteurs CD4 et CD8 qui sont caracteristiques des lymphocytes T ; ces 

cellules sont ainsi appelees « double negatives » (DN). Le developpement et la differenciation 

des thymocytes double negatifs comprennent 4 stades phenotypiquement et genetiquement 

distincts (DN1 a DN4) qui se caracterisent par l'expression temporaire coordonnee des 

glycoproteines CD25 et CD44 et par une occupation distincte de differentes zones du cortex 

thymique (figure 3) (Petrie et al., 1990; Godfrey et al., 1993; Lind et al , 2001). Ainsi, les 

thymocytes DN1 (CD44+/CD25-) arrivent dans le thymus a la jonction cortico-medullaire, ou 

se trouvent les veinules post-capillaires (figure 3). Les cellules DN2 (CD44+/CD25+) sont 

dispersees dans le cortex thymique tandis que la population de cellules DN3 (CD44-/CD25+) 

est principalement localisee dans la region subcapsulaire du cortex thymique (figure 3)(Petrie 

et al., 1990; Godfrey et al , 1993; Lind et al., 2001). C'est au stade DN3 qu'il est possible de 

detecter des transcrits d'ARN messager des enzymes RAG-1 et RAG-2, qui sont responsables 

du rearrangement du locus codant pour la chaine (3 du TCR (Godfrey et al , 1994). 

L'association d'une chaine P fonctionnelle avec une chaine invariante a de substitution (pTa) 
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forme le pre-TCR, qui transmet un signal de survie aux thymocytes. La recombinaison de la 

chaine |3 du TCR est cruciale pour la survie de ces cellules et son importance a ete mise en 

evidence lors de 1'etude des souris deficientes en RAG-1 qui ne peuvent pas effectuer le 

rearrangement du locus de la chaine |3 du TCR et dont le developpent des thymocytes est 

arrete au stade DN3 (Mombaerts et al., 1992). Ces cellules ay ant recu un signal par le pre-

TCR eteignent les marqueurs CD44 et CD25 (stade DN4), proliferent de facon importante et 

ensuite expriment en surface les marqueurs CD4 et CD8, devenant ainsi des thymocytes 

« double positifs » (DP) qui migrent vers la jonction cortico-medulaire (figure 3) (Saint-Ruf et 

al., 1994; Prockop et Petrie, 2000; Lind et al., 2001; Prockop et al., 2002). 

*©*» 

(DN1 

t; 

if ' (DN2) C o r t e x . (DP 

V 
•am „^f~X 

"""-""* - Jonction coi/co-medullaire 

Medulla 

Figure 3. Les differentes populations de thymocytes en developpement. 

Les precurseurs colonisent le thymus par les veinules de la jonction cortico-medullaire. Les 

thymocytes DN1 (CD44+/CD25) se trouvent a la jonction cortico-medullaire. Les thymocytes 

DN2 (CD44+/CD25+) sont disperses dans le cortex thymique. La population DN3 (CD44-

/CD25+) se trouve dans la region subcapsulaire du cortex thymique. Les thymocytes DN4 

n'expriment pas les marqueurs CD44 et CD25. Ces cellules deviennent par la suite positives 

pour les marqueurs CD4 et CDS; on les appelle des thymocytes DP. Ces cellules suhissent une 

importante vague de proliferation et migrent vers la jonction cortico-medullaire. Ces cellules 

subissent les phenomenes de selection positive et negative et poursuivent leur maturation dans 

la medulla pour atteindre I'etat SP. (Adapte de Starr et al., 2003). 
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Les thymocytes au stade DP subissent le rearrangement du locus de la chaine a du TCR pour 

exprimer un TCRcx|3 complet a leur surface (Starr et al., 2003). Comme je l'ai deja mentionne, 

le processus de rearrangement des genes codant pour le TCR genere une grande diversite de 

specificite de recepteur, mais est egalement un processus hautement aleatoire. Les 

phenomenes de selection positive et negative constituent des etapes cle du developpement des 

thymocytes DP. Ces etapes de selection sont des processus bases sur la specificite et 

fonctionnalite des TCRs generes (Starr et al, 2003). 

4. Les phenomenes de selection des thymocytes 

Les thymocytes DP sont des cellules qui ont le potentiel de devenir des thymocytes SP CD4 

ou CD8 (Singer, 2002). Ces cellules ont une courte duree de vie (Singer, 2002). Leur devenir 

est dependant de signaux transmis par leur TCR suite a la liaison a des complexes peptide-

CMH qui leur sont presentes par des cellules epitheliales thymiques (Starr et al., 2003). En 

absence d'interaction entre le TCR et le complexe peptide-CMH les thymocytes ne recoivent 

pas de signal de survie et sont elimines par un phenomene appele mort par negligence (Starr et 

al., 2003). Ce processus elimine environ 90% des thymocytes qui ont produit un TCR (figure 

4) (Starr et al., 2003). Au contraire, les phenomenes de selection positive et negative sont la 

consequence d'un signal resultant de la liaison du TCR avec les complexes peptide-CMH. 

(Starr et al., 2003). La selection positive permet la survie et la poursuite du developpement des 

thymocytes alors que la selection negative conduit a leur elimination (figure 4) (Starr et al., 

2003). Ceci implique que le meme recepteur est capable d'engendrer des evenements de 

signalisation qui ont des consequences diametralement opposees : survie ou apoptose des 

thymocytes (Starr et al , 2003). Plusieurs modeles ont ete elabores pour expliquer ce paradoxe, 

mais le plus accepte de tous demeure celui de l'affinite/avidite differentielle du TCR pour les 

complexes peptide-CMH presentes par les cellules epitheliales thymiques (Ashton-Rickardt et 
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al., 1994; Hogquist, 2001; Starr et al., 2003). Ainsi, les thymocytes DP dont le TCR n'est pas 

capable d'interagir avec un complexe peptide-CMH sont elimines par mort par negligence. 

Les thymocytes DP dont le TCR reconnait les complexes peptide-CMH qui lui sont presentes 

par des cellules epitheliales du thymus avec une avidite faible recoivent un signal de survie et 

continuent leur developpement en thymocytes « simple positifs » (SP) CD4+ ou CD8+ (figure 

4) (Starr et al., 2003). Au contraire, les thymocytes dont le TCR reconnait les complexes. 

peptide-CMH avec une forte avidite sont elimines par induction d'apoptose (figure 4) 

(Palmer, 2003). La consequence la plus importante des processus de selection est la generation 

d'un repertoire de lymphocytes T matures qui ne reagissent pas contre les antigenes du soi et 

qui sont capables de reconnaitre des antigenes etrangers dans le contexte des molecules de 

CMH du soi. Ceci est necessaire au bon fonctionnement de la reponse immunitaire (figure 4) 

(Anderson et al., 2006b). 

hymocytes DP •, , /**. won Par 

preelection «' '# »> ^ W negligence ( ,, . _„ 

\ . V"*i , , - / "i i" ' ' "' 

- - . •* f-

Selection negative 

4& 
Selection positive 

Repertoire mature de 
lymphocytes T 

Peripherie 

Figure 4. Selection des thymocytes. Les thymocytes DP expriment differents TCRs. 

(Adapte de Palmer, 2003). 

4.1 La selection positive 
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La selection positive survient a l'etape DP du developpement des thymocytes et necessite le 

contact entre le TCR et les complexes peptide-CMH. II en resulte des evenements de 

signalisation et des changements phenotypiques, au cours desquels l'expression de Tun des 

co-recepteurs, CD4 ou CD8, est eteinte selon la compatibilite avec le type de CMH tandis que 

le niveau d'expression du TCR augmente. Apres reception d'un signal de selection positive, 

les thymocytes SP subissent une maturation fonctionnelle afin de generer des cellules SP 

matures qui quittent le thymus pour la peripheric (Blackman et al., 1990; von Boehmer et 

Kisielow, 1990; Jameson et al, 1994). 

4.1.1 Initiation du signal de selection positive 

II a ete montre que l'interaction entre le TCR et les molecules de CMH est necessaire a 

l'initiation d'un signal de selection positive (Scott et al., 1989). La nature des cellules qui 

portent les complexes peptide-CMH est egalement importante dans la mesure ou d'autres 

molecules egalement presentes a leur surface sont necessaires a la selection positive 

(Anderson et al., 1994). Les cellules epitheliales corticales ont ete mises en evidence comme 

etant necessaires a la selection positive, mais il a aussi ete demontre que les thymocytes 

exprimant le CMH II peuvent eux-memes participer a la selection positive des cellules SP 

CD4 (Choi et al., 2005; Li et al, 2005). 

Les peptides qui sont presentes par le CMH ont egalement un role non negligeable a jouer 

dans ce processus (Nikolic-Zugic et Bevan, 1990; Hogquist et al , 1994; Jameson et al., 1994). 

Beaucoup de travail a ete investi dans 1'etude de ces peptides, de leurs proprietes et de leur 

implication dans la selection positive (Starr et al., 2003). La conclusion generate de ces etudes 

est qu'il existe des peptides de faible affinite capables de promouvoir la selection positive 

(Hogquist, 2001). Les cellules T matures qui sont selectionnees par ces peptides sont capables 
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de reconnaitre des peptides antigeniques de haute affmite qui ont une ressemblance 

structurelle avec les peptides de faible affmite qui les ont selectionnees (Hogquist, 2001). Une 

etude conduite en 2007 par Murata et collegues a demontre qu'il existe une sous-unite 

catalytique du proteasome, la sous-unite |35t, qui est exprimee exclusivement par les cellules 

epitheliales corticales thymiques. La sous-unite (35t est impliquee dans la generation de 

peptides qui se lient avec une moindre affinite aux molecules CMH I, pouvant etre a l'origine 

des liaisons faibles avec le TCR qui sont impliquees dans la selection positive. Les souris dans 

lesquelles cette sous-unite du proteasome est absente ont un defaut dans la generation de 

cellules SP CD8 (Murata et al., 2007). Cette etude apporte done un element de plus a 

1'argument que les peptides presentes par les cellules epitheliales corticales aux thymocytes 

DP jouent un role important dans la selection positive. 

Selon le modele de l'affinite/avidite differentielle du TCR pour les complexes peptide-CMH 

presentes par les cellules epitheliales thymiques, une interaction de faible intensite mene a un 

signal de selection positive (Ashton-Rickardt et al., 1994; Hogquist, 2001; Starr et al., 2003). 

II a aussi ete rapporte que les interactions entre le TCR et les peptides qui engendrent un signal 

de selection positive se dissocient plus rapidement que celles avec les peptides qui engendrent 

la selection negative (Hogquist, 2001). Ceci a oriente les recherches dans ce domaine vers la 

comprehension de la transformation de la cinetique de liaison en evenements de signalisation 

(Hogquist, 2001) qui sera discute dans les section 4.2.2 et 4.2.3. 

4.1.2 Molecules dont l'expression est modulee par la selection positive 

Les consequences majeures de la selection positive sont la survie cellulaire, la cessation de la 

recombinaison du TCR et la migration de ces cellules vers la medulla ou leur developpement 

se poursuit (Mick et al., 2004). Ceci a plusieurs consequences au niveau du programme 
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transcriptionnel des thymocytes (Mick et al , 2004). II y a ainsi une grande variation dans 

P expression de plusieurs genes associes aux signaux recus par le TCR. Notamment, 

l'extinction des genes rag et tdt, l'expression de proteines anti-apoptotiques telles que Bcl-2 

(B-cell lymphoma protein 2), l'arret de l'expression de proteines pro-apoptotiques comme 

Cerk et Tcl-30 et l'expression de recepteurs de chimiokines, comme CCR7 (CC Chemokine 

Receptor 7), qui sont impliques dans la migration des thymocytes (Mick et al., 2004). Nous 

pouvons aussi distinguer des marqueurs de surface associes a cette etape du developpement 

(Mick et al, 2004). 

L'expression de CD69, un recepteur de lectines de type C, a ete a plusieurs reprises associee a 

une activation du TCR et a un signal de selection positive (Swat et al., 1993; Yamashita et al., 

1993; Ziegler et al., 1994b). Alors qu'une diminution de l'expression de CD69 cause une 

diminution du nombre de thymocytes SP, une surexpression de ce gene mene a une 

augmentation des thymocytes SP dans le thymus (Nakayama et al., 2002). Curieusement, la 

souris KO (knock-out) pour ce meme gene ne montre aucun phenotype en particulier au niveau 

du developpement et de la selection thymiques (Lauzurica et al., 2000). Malgre cela, il est 

clair que CD69 est un bon marqueur de l'activation par le TCR et est associe a la selection 

positive (Swat et al, 1993; Yamashita et al., 1993; Ziegler et al., 1994b). 

En fait, il est possible de diviser les etapes de differentiation des thymocytes en 5 etapes 

distinctes, « Rl » a « R5 », en se basant sur les niveaux d'expression de CD69 et du TCR en 

plus des co-recepteurs CD4 et CD8 a la surface des thymocytes (Barthlott et al., 1997) (figure 

5). Les thymocytes « Rl » possedent un phenotype CD69-/TCR- et correspondent aux 

thymocytes DN et DP. Les cellules « R2 » ont un phenotype CD69-/TCRlo et correspondent 

aux thymocytes DP qui expriment un TCR a leur surface et se trouvent dans le cortex ou se 

deroule la selection positive. Le stade « R3 » represente seulement 2 a 4 % des thymocytes. A 

ce stade les thymocytes ont un phenotype CD69+/TCRint et recoivent un signal par le TCR, ce 

qui leur permet d'augmenter les niveaux d'expression de ce recepteur a leur surface. C'est un 
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stade tres important dans le developpement des thymocytes, puisqu'il correspond a la premiere 

population identifiable ayant re9U un signal par le TCR. Parmi la population « R3 » se 

retrouvent les precurseurs des thymocytes SP CD4 et CD8. Les stades « R4 » et « R5 » 

representent respectivement les thymocytes de phenotype CD69+/TCRhi et CD69-/TCRhi. A 

ces stades de differenciation, les thymocytes expriment des niveaux de TCR eleves consistants 

avec un phenotype mature. La population « R5 » correspond aux lymphocytes matures nai'fs 

qui quittent le thymus pour la peripheric et qui n'expriment plus le marqueur d'activation 

CD69 (figure 5) (Barthlott et al , 1997). 

A. 

CD4 
1%. 

% • - - , • i ' , n . . , r . r r , M , • W . , . . . r - .•••• 

CD69 

10° 101 10 z 103 

C08APC 

S ] 

"si 
3 

:-^jk>r 

•:|™K;. 
(P^r 

10° 101 102 103 104 

Anll-TCft-idpha-bttbi-l FITC 

B. A, 

CD69 

C. 

CD4 

CD8 

Figure 5. Stades de differenciation des thymocytes definis par 4 marqueurs de surface : CD69, 

TCR, CD4 et CD8. 

A) Analyse des thymocytes totaux d'une souris C57/B6. B) Les population « Rl » a « R5 » 

definies par Vexpression du TCR et du marqueur d'activation CD69. C) Analyse des 

differentes populations « Rl » a « R5 » par I 'expression des marqueurs de surface CD4 et 

CD8. (Analyse par cytometric deflux realisee par Jean-Frangois Tessier). 
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4.2 La selection negative 

Environ 5% des thymocytes produisent un TCR qui interagit avec les complexes peptide-

CMH trop fortement et active ainsi des voies de signalisation menant a leur elimination 

(Palmer, 2003). Ce processus est appele selection negative, deletion clonale ou tolerance 

centrale et permet la generation d'un repertoire de cellules T matures qui est tolerant envers le 

soi (Palmer, 2003). 

4.2.1 Modeles d'etude de la selection negative 

Malgre les efforts investis dans la comprehension des mecanismes et de la cinetique 

accompagnant la selection negative, ceux-ci demeurent encore largement incompris. Ceci 

peut etre attribue en grande partie au fait qu'il n'existe, pour le moment, aucun modele 

permettant 1'etude de la selection negative dans des conditions physiologiques. Le fait que ces 

systemes soient artificiels et comportent des differences entre eux rend parfois difficile 

1'interpretation des donnees generees (Starr et al., 2003). II est pour le moment impossible 

d'identifier et d'isoler les cellules qui subissent ce phenomene, ce qui rend difficile 1'etude des 

voies biochimiques sous-jacentes a ces processus. II existe cependant un grand nombre de 

modeles d'etude artificiels qui impliquent des mecanismes d'induction de la selection negative 

differents (Starr et al., 2003). Malgre l'ingeniosite et l'apport considerable de ces modeles 

(Petrie, 2002), plusieurs problemes leur sont associes et meritent d'etre discutes (Petrie, 2002). 

Deux approches ont ete largement utilisees pour generer des modeles in vivo dans lesquels il 

est possible de manipuler le developpement des thymocytes (von Boehmer et Kisielow, 2006). 
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Une des ces approches est la generation de souris qui expriment un TCR transgenique de 

specificite predefinie (von Boehmer et Kisielow, 2006). L'un des problemes majeurs de ces 

modeles est que le TCR transgenique est souvent exprime plus tot (au stade DN) et a un plus 

fort niveau dans les thymocytes (Baldwin et al., 2005). L'ordre d'expression des chaines a et 

(3 du TCR n'est souvent que partiellement respectee (Baldwin et al., 2005), et l'affinite de la 

chaine pTa pour la chaine |3 est inferieure a celle de la chaine a (Trop et al., 2000). Or, la 

signalisation par le pre-TCR et le TCR n'est pas equivalente (Lacorazza et al., 2001; Borowski 

et al., 2004). Ainsi, etant donne l'importance primordiale des signaux delivres par le TCR au 

cours des phenomenes de selection, des variations dans l'intensite et le moment d'expression 

de celui-ci affectent probablement ces processus et rendent les donnees recueillies avec les 

differents modeles tres differentes et difficiles a concilier (von Boehmer et Kisielow, 2006). 

L'autre approche utilisee pour generer des modeles in vivo ou il est possible de manipuler le 

developpement des thymocytes consiste a utiliser des super antigenes, qui sont des antigenes 

provoquant l'association du TCR au complexe peptide-CMH de facon non conventionnelle, 

par reconnaissance de structures invariantes des deux partenaires et independamment de la 

specificite du TCR. Les super antigenes ont une specificite pour differentes sous-families de la 

region V|3 du TCR. Etant donne l'importance de 1'interaction entre le TCR et le complexe 

peptide-CMH au cours des evenements de selection, les resultats obtenus avec ces modeles ne 

sont pas representatifs d'une situation physiologique dans un animal non-transgenique (von 

Boehmer et Kisielow, 2006). 

Des modeles de culture de cellules et d'organes ont aussi ete utilises pour etudier les 

phenomenes de selection des thymocytes. Ces systemes offrent un environnement controle 

dans lequel il est possible d'etudier une population de thymocytes (Hare et al., 1999). II y a 

des etudes ou les thymocytes isoles ont ete maintenus en culture de cellules dispersees 

(Kishimoto et Sprent, 1997). D'autres etudes ont ete effectuees en cultivant les thymocytes 

isoles en presence d'une monocouche de cellules stromales (Hare et al., 1999). Ces systemes 

permettent la manipulation aisee des cellules et de leur environnement, notamment par l'ajout 
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de differents reactifs, et 1'analyse de leur effet, ce qui seraient difficile a realiser in vivo (Hare 

et al., 1999). Ces systemes ont l'avantage d'etre simples, mais comportent 1'inconvenient de 

ne reproduire que partiellement (voire pas du tout), la structure tridimensionnelle du thymus 

dont rimportance au cours du developpement des thymocytes est bien admise (Hare et al., 

1999). Les systemes de culture d'organes ont l'avantage de conserver cette structure et de 

permettre egalement la manipulation du systeme. Les FTOCs {Fetal Thymic Organ Culture) 

sont realises a partir du thymus d'un embryon de 14 ou 15 jours qui se developpe en culture 

(figure 6) (Hare et al., 1999). II est possible de manipuler la population de cellules analysee 

dans ce systeme, par exemple en eliminant la population endogene par l'utilisation de la 2-

desoxyguanosine et par la colonisation subsequente avec des cellules colorees (Bousso, 2004). 

II est aussi possible d'ajouter des colorants de cellules stromales ou d'ajouter des peptides, des 

chimokines, des anticorps et d'etudier leur effet (Bousso, 2004). 
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Figure 6. FTOC et RTOC. 

Schema generate des manipulation pour I 'etablissement de FTOCs et RTOCs (Adapte de Hare 

etal, 1999). 

Une autre methode, appelee RTOC (Reagregated thymic organ culture), consiste a desagreger 

les cellules stromales d'un thymus apres elimination des thymocytes endogenes et a provoquer 

la reagregation de ces cellules avec la population de thymocytes a etudier (figure 6) (Hare et 
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al., 1999). Malgre les avantages de ces techniques, la densite cellulaire du thymus en culture et 

son architecture semblent etre affectees. En raison de ces differences dans la structure et dans 

la composition cellulaire du thymus en culture, il faut etre prudent dans 1'extrapolation des 

donnees obtenues avec ces systemes(Petrie, 2002). 

4.2.2 Deroulement spatio-temporel des evenements de selection negative 

La localisation precise de la selection negative dans le thymus ainsi que le phenotype des 

thymocytes qui la subissent sont encore tres controverses (Palmer, 2003). Cependant, il est 

desormais bien admis qu'au moins une partie des thymocytes subit la selection negative dans 

la medulla. La medulla thymique est composee de deux types de cellules presentatrices 

d'antigenes : les cellules epitheliales medullaires et les cellules dendritiques d'origine 

hematopoietique, qui sont toutes les deux impliquees dans la selection negative (Palmer, 

2003). Les cellules epitheliales medullaires sont connues pour etre des sites d'expression 

d'antigenes specifiques des tissus peripheriques et cette expression est controlee par le facteur 

de transcription Aire (Autoimmune regulator) (Anderson et al., 2002). L'expression ectopique 

des proteines des tissus peripheriques est cruciale a la tolerisation des thymocytes, comme le 

montre un defaut dans Aire (Anderson et al., 2002). Une mutation de ce gene mene au 

developpement d'une maladie autoimmune, l'APECED (Autoimmune PolyEndocrinopathy 

Candidosis Ectodermic Distrophy) (Ramsey et al., 2002). Ces donnees fournissent des 

arguments confirmant 1'importance des cellules medullaires thymiques dans la selection 

negative. De plus, il a ete montre que des proteines presentes a la surface des cellules 

presentatrices d'antigenes medullaires peuvent etre necessaires a la selection negative in vitro 

(Page et al., 1993). Ceci a ete confirme par d'autres etudes in vitro qui montrent que les 

molecules CD5, CD80 et CD86 peuvent servir de co-stimulateur a l'induction de l'apoptose 

lors de la selection negative, ce qui renforce 1'importance du role du stroma medullaire dans la 

selection negative (Palmer, 2003). Curieusement, les souris qui sont deficientes pour ces 

memes molecules ne semblent pas avoir de defauts de selection negative, ni developper de 
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l'auto-immunite (Palmer, 2003). Une des idees avancees pour concilier ces donnees 

apparemment contradictoires est que si ces molecules de co-stimulation sont importantes pour 

la selection negative, leur fonction est probablement redondante, ce qui expliquerait 1'absence 

de phenotype important lors d'un defaut de l'une de ces molecules (Palmer, 2003). 

La maturation des thymocytes SP dans la medulla passe par la diminution du niveau 

d'expression de la molecule HSA {Heat Stable Antigen), que les cellules SP matures 

n'expriment pas (Kishimoto et Sprent, 1997). En 1997 le groupe du Dr Sprent a conduit des 

experiences avec des thymocytes semi matures SP CD4 isoles en culture. Selon leur stade de 

differentiation ces thymocytes devraient etre medullaires, et cette etude montre que ces 

cellules peuvent subir la selection negative (Kishimoto et Sprent, 1997). 

Si l'implication des cellules stromales medullaires dans la selection negative est desormais 

bien admise et clairement demontree, 1'existence de selection negative dans le cortex 

thymique demeure un sujet de controverse (Palmer, 2003). En 2005, Goldman et collegues ont 

mis en evidence des phenomenes de deletion clonale dans le cortex thymique de souris dont 

les cellules epitheliales corticales expriment exclusivement les molecules de CMH I et II sous 

le controle du promoteur de la keratine 14 (Goldman et al., 2005). Des analyses prealables 

avec ce meme modele semblaient indiquer que les lymphocytes T de ces souris 

reconnaissaient comme etrangeres les cellules epitheliales de souris C57/B6 qui expriment le 

meme allele de CMH mais sous le controle du promoteur endogene pour ce gene. Ceci semble 

dementir l'implication des cellules corticales thymiques dans la deletion clonale (Laufer et al, 

1996; Capone et al., 2001). II a ete demontre par la suite que ces lymphocytes T sont en fait 

tolerants envers les cellules epitheliales si le CMH qu'elles expriment est place sous la 

dependance du meme promoteur que celui utilise pour la tolerisation, a savoir celui de la 

keratine 14 (Goldman et al., 2005). Ces observations suggerent que le cortex peut jouer un role 

dans la tolerisation des thymocytes en developpement, notamment pour 1'induction de la 

tolerance envers les molecules de CMH du soi (Goldman et al., 2005). 
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L'ordre dans lequel les phenomenes de selection positive et negative se deroulent, et par 

consequent la population cible de la selection negative, demeure encore une question ouverte. 

Si la selection negative a lieu exclusivement dans la medulla, les selections positive et 

negative seraient des evenements sequentiels (figure 7) (Palmer, 2003). Cependant, s'il existe 

de la selection negative dans le cortex, il est possible d'envisager une situation dans laquelle la 

selection positive et negative co-existent (figure 7) (Palmer, 2003). Les observations que la 

population de thymocytes semi-matures dans la medulla peut subir la selection negative 

supportent plutot l'idee que les deux phenomenes sont sequentiels et que suite a la selection 

positive et a la migration vers le cortex, il y a une periode pendant laquelle les cellules sont 

susceptibles de subir la selection negative (figure 7) (Kishimoto et Sprent, 1997). 

Selection Selection non-
compartimentalisee comDartimentalisee 

Figure 7. Compartimentalisation de la selection negative. (Adapte de Palmer, 2003). 
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Les donnees recueillies au sujet de la population de thymocytes qui est la cible de la selection 

negative varient selon le modele utilise. Dans un modele utilisant un TCR transgenique qui 

reagit fortement avec le CMH II d'haplotype IE, les thymocytes qui expriment ce TCR 

transgenique sont elimines dans les souris qui expriment aussi le CMHII d'haplotype IE 

(Kappler et al., 1987). Les thymocytes exprimant le TCR transgenique peuvent etre retrouves 

parmi les thymocytes immatures, mais pas parmi les thymocytes matures (Kappler et al., 

1987). Ceci indique que les thymocytes en transition entre le stade DP et SP sont la cible de la 

selection negative, suggerant que celle-ci peut se passer au moment ou les thymocytes sont 

selectionnes pour se deplacer vers la medulla (Kappler et al., 1987). Une autre etude conduite 

en utilisant des FTOCs isoles a partir d'une souris transgenique ayant un TCR specifique pour 

un peptide du cytochrome c a permis de montrer que les thymocytes DP peuvent recevoir un 

signal de selection negative sans avoir recu auparavant de signal de selection positive. (Spain 

et Berg, 1992). En utilisant des tetrameres de complexes peptide-CMH fluorescents, il a ete 

mis en evidence que les thymocytes peuvent subir la selection negative a n'importe quelle 

etape de leur developpement (Baldwin et al, 1999). Ceci constitue un argument de plus qui 

supporte l'idee que les evenements de selection positive et negative ne necessitent pas d'etre 

sequentiels (Baldwin et al., 1999). 

4.2.3 Voies de signalisation activees par la selection positive et negative 

La signalisation immediate en aval du TCR est necessaire autant pour la selection negative que 

pour la selection positive (Starr et al., 2003). Les evenements les plus immediats dans le 

declenchement des voies de signalisation en aval du TCR requierent les composantes 

structurelles du complexe TCR-CD3 (Starr et al., 2003). II a ete demontre que la chaine a du 

TCR, plus particulierement un motif de connexion de la chaine a, est necessaire a la selection 

positive et necessaire a la retention de la sous-unite 5 du complexe CD3 (Backstrom et al., 
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1998). Les thymocytes qui n'ont pas le motif de connexion de la chaine a du TCR ou une 

deficience dans le CD35 ne sont plus capables de subir la selection positive (Backstrom et al., 

1998); (Dave et al., 1997) mais restent cependant sensibles a la selection negative. Ceci 

suggere que les evenements de signalisation impliques dans la selection positive et negative 

bifurquent assez tot dans la cascade qui suit l'activation du TCR (Werlen et al., 2003). Les 

roles des autres sous-unites du complexe CD3 sont plus complexes a etudier du fait que leur 

absence bloque la generation de thymocytes DP (Starr et al., 2003). Cependant, l'absence de 

certains motifs ITAMs (Immune Tyrosine-based Activation Motifs) de la chaine t, du TCR 

n'empeche pas la generation de thymocytes DP (Starr et al, 2003). L'efficacite de la selection 

positive et negative est cependant directement proportionnelle au nombre de ITAMs, indiquant 

que la presence de ces motifs peut etre impliquee non seulement dans 1'amplification, mais 

aussi dans la discrimination ou dans 1'inhibition des signaux recus par le TCR (Love et Shores, 

2000). 

La signalisation en aval du TCR est dependante de la phosphorylation des motifs ITAM par 

des tyrosine-kinases cytoplasmiques (Janeway et al., 2004). Les kinases Lck et ZAP-70 sont 

requises pour la selection positive (Starr et al., 2003). La phosphorylation des sous-unites E et 

t, du complexe CD3 permettent la fixation de ZAP-70 et sa phosphorylation par Lck (Janeway 

et al., 2004). Une des principales cibles de ZAP-70 phosphorylee est la proteine adaptatrice 

LAT {Linker of Activated T-cells) (Starr et al., 2003). Dans le cas de la selection negative, les 

niveaux de la kinase ZAP-70 phosphorylee et recrutee au TCR sont plus eleves par rapport a 

ceux qui sont presents lors de la selection positive. Ceci entraine une augmentation de la 

quantite de proteine LAT phosphorylee presente en aval du TCR (Daniels et al., 2006). Cette 

proteine semble avoir un role important dans la differenciation entre les signaux de selection 

positive et negative (Werlen et al., 2003). LAT possede 9 residus tyrosine dont les patrons de 

phosphorylation peuvent varier, ce qui provoque le recrutement de differentes proteines 

(Werlen et al., 2003). L'interaction faible entre le TCR et les complexes peptide-CMH 

necessaire a la selection positive peut resulter soit d'un temps d'interaction faible, soit de la 
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liaison d'une plus petite quantite de recepteurs compare a un signal de selection negative dont 

l'intensite serait plus importante (Werlen et al, 2003). La deficience en LAT entraine un 

blocage au stade DP et le role de cette proteine dans la signalisation des evenements de 

selection semble crucial. En effet, elle est responsable, entre autres, de l'activation de la PLC-y 

(phospholipase C y) qui est impliquee dans les principals voies de signalisation de la 

selection des thymocytes (Starr et a l , 2003). Apres activation, la PLC-y hydrolyse le PIP2 

(phosphatydyl-inositol biphosphate) membranaire pour generer deux seconds messagers tres 

importants, le diacyl glycerol (DAG) et de l'inositol triphosphate (IP3). Ainsi, pendant la 

selection positive la phosphorylation de LAT serait plus lente et il en resulterait la formation 

d'un complexe de signalisation instable avec activation diminuee de la PLC-y (figure 8) 

(Werlen et al., 2003). II s'en suivrait une hydrolyse lente du PIP2 et augmentation faible mais 

soutenue de la concentration de calcium intracellulaire de faible amplitude, mais soutenue et 

une accumulation de DAG (figure 8) (Werlen et al., 2003). D'un autre cote, les signaux forts 

de selection negative induiraient une phosphorylation plus etendue de LAT, le recrutement 

d'un complexe de signalisation plus stable provoquant une activation maximale de la PLC-y et 

resultant finalement en une augmentation de la concentration du calcium intracellulaire 

transitoire, mais de grande amplitude (figure 8) (Werlen et al., 2003). 

4.2.4 Les voies de signalisation en aval du TCR activees par la selection positive et negative 

Le DAG et le PIP2 sont des seconds messagers qui sont impliques dans deux des voies de 

signalisation les plus importantes pour la selection positive (Lewis, 2001). L'une de ces voies 

se trouve en aval du DAG et est celle des MAPK (Mitogen-activatedprotein kinase). Le role 

de la cascade des MAPK dans la differentiation entre un signal de selection positive et 

negative a ete demontre (Daniels et al., 2006). Le DAG est un mediateur de l'activation de Ras 

en activant la RasGRPl (Ras Guanyl Nucleotide-Releasing Protein), une proteine qui fait 

partie de la classe des GEFs (Guanine Exchange Factors) (Starr et al., 2003). Les niveaux de 
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Ras actives sont le resultat d'un equilibre entre l'activite des GEFs, qui facilitent l'echange de 

GDP (guanine diphosphate) en GTP (guanine triphosphate) et provoquant l'activation de Ras, 

A Selection positive 
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Figure 8. Cinetique de signalisation au cows de la selection positive et negative. 

A) Pendant la selection positive, la phosphorylation de LAT, la mobilisation du calcium et 

l'activation de Erk sont lentes et soutenues. Les complexes peptide-CMH qui lient le TCR avec 

une faible affinite Voccupent pour une courte periode de temps, ce qui induit une faible 

phosphorylation de LAT et conduit a la formation d'un complexe de signalisation instable 

accompagne d'une production lente de DAG et d'une activation lente de RasGRP et de Erk. 

B) Pendant la selection negative, la phosphorylation de LAT, la mobilisation du calcium et 

I 'activation de Erk sont rapides et transitoires. L 'interaction entre le TCR et un complexe 

peptide-CMH qui conduit a la selection negative est plus longue et la phosphorylation de LAT 

est plus import ante ce qui mene a une production rapide de DAG accompagnee d'une 

activation rapide de Erk et Ras. La phosphorylation de LATpermet le recrutement de Grb2 et 

SOS, ce qui pent augmenter la vitesse d'activation de Erk. L'activite des DGKs (diacyl 

glycerol kinase) et RasGAPs peut contribuer a I 'arret du signal. La cinetique de p38 et Jnk 

sont semblables dans le cas de la selection positive et negative. (Adapte de Werlen et al, 

2003). 
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et des GAPs (GTPase activating proteins) qui facilitent l'hydrolyse du GTP par Ras et rendent 

cette proteine inactive. Les souris qui sont deficientes pour RasGRPl ont aussi un defaut de 

selection positive (figure 8) (Dower et al, 2000). Ces souris montrent un defaut dans 

1'activation de la proteine Erk {Extracellular signal Regulated Kinase). Une fois activee, Ras 

se lie a la kinase Raf-1 qui peut alors phosphoryler MEK1/2 (map-erk kinase), deux kinases 

dont le substrat est Erk-1/2. Erk-1/2 phosphoryles subissent une translocation vers le noyau et 

activent des facteurs de transcription impliques dans la survie cellulaire tels que des membres 

des families Fos et Jun (Alberola-Ila et Hernandez-Hoyos, 2003). L'importance de l'activation 

de Erk dans la selection positive a ete mise en evidence en utilisant des souris deficientes pour 

Erk-1, ou exprimant des dominants negatifs de Ras et MEK qui compromettent l'activite de 

Erk. Dans ces modeles, la selection positive est bloquee tandis que la selection negative n'est 

pas modifiee (Alberola-Ila et al., 1995; Swan et al , 1995; Alberola-Ila et al., 1996; Pages et 

al., 1999). 

Les travaux de l'equipe du Dr. Palmer suggerent qu'une difference de l'amplitude et de la 

duree de l'activation de Erk pourrait constituer une explication a la divergence des signaux 

menant a la selection positive ou negative issus d'un meme recepteur (figure 8) (Daniels et al., 

2006). En effet, une activation soutenue de Erk est associee a un signal de selection positive, 

tandis qu'une activation transitoire de Erk est associee a la selection negative (figure 8) 

(Daniels et al., 2006). Les phenomenes de selection semblent egalement impliquer une 

localisation subcellulaire differente des proteines RasGRPl, Ras, Raf-1 et Erk (Werlen et al., 

2000 ; Daniels et al., 2006). Un signal de selection negative mene a un recrutement de 

RasGRPl et du complexe entre la proteine adaptatrice Grb2 (Growth factor receptor bound 

protein 2) et le facteur d'echange de nucleotide SOS (son of sevenless) (Werlen et al., 2003). 

La selection positive ne semble pas avoir d'effet sur la localisation subcellulaire de ces 

proteines et l'activation de RasGRPl, suivie de celles de Ras, Raf-let Erk semble se derouler 

au niveau de l'appareil de Golgi plutot qu'a la membrane plasmique (Werlen et al., 2003). 
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L'expression de SOS a l'etat hemizygote est suffisante pour diminuer la selection negative, 

sans affecter la selection positive (Gong et al., 2001). Les souris ou SOS est a l'etat 

hemizygote montrent aussi un defaut dans 1'activation de deux autres kinases, Jnk (c-Jun N-

terminal kinase) et p38, qui semblent etre impliquees dans la selection negative (Gong et al., 

2001). Ces deux kinases ont un seuil d'activation plus eleve que Erk, ce qui requiert un signal 

plus fort, consistant avec celui transmis lors de la selection negative (Gong et al., 2001). Ainsi, 

pendant la selection negative, 1'activation de la cascade Ras, Raf-1, Erk se fait a la membrane 

plasmique de facon rapide et transitoire (Daniels et al , 2006). L'activite de Ras presente a la 

membrane peut etre regulee negativement, ce qui explique 1'activation transitoire de Raf-1 et 

Erk (Werlen et al., 2003). Un signal fort de selection negative peut causer l'internalisation du 

TCR, mettant ainsi fin au signal d'activation (Werlen et al., 2003). L'action de kinases du 

DAG peut egalement bloquer 1'activation de RasGRPl et activer simultanement RasGAP, un 

regulateur negatif de Ras (Werlen et al., 2003). Ceci pourrait expliquer l'activation transitoire 

de Ras et par consequent de Erk (figure 8) (Werlen et al., 2003). 

Plusieurs evidences suggerent qu'une autre voie de signalisation qui se trouve en aval du TCR 

et qui est importante pour la selection positive est celle dependante du calcium (Bhakta et al., 

2005). En 2005, Pequipe du Dr. Lewis a demontre, dans un systeme in vitro en utilisant de 

tranches preparees avec un microtome a partir de thymus de souris immerges dans 1'agarose, 

que dans les thymocytes en selection positive, d'importantes oscillations dans les 

concentrations de calcium intracellulaire sont associees a des variations de motilite des 

cellules (Bhakta et al , 2005). Dans des cellules qui se deplacent lentement et de facon 

aleatoire, les oscillations du niveau de calcium intracellulaire sont plus faibles que celles des 

cellules qui s'immobilisent dans un environnement propice a la selection positive (Bhakta et 

al., 2005). Les auteurs ont suggere que les thymocytes qui s'immobilisent sont ceux qui 

etablissent un contact avec une cellule portant un complexe peptide-CMH. Le signal alors 

transmis par le TCR de ces cellules serait alors a l'origine des fluctuations du niveau de 

calcium intracellulaire(Bhakta et al , 2005). A la suite de ces evenements, les cellules 

redeviennent mobiles, mais leur vitesse est beaucoup plus importante et leur mouvement 
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dirige (Bhakta et al., 2005). Les fluctuations de calcium dans les thymocytes qui ont recu un 

signal par le TCR dependent de 1'entree de calcium a partir de deux reserves distinctes, le RE 

et l'espace extracellulaire (Lewis, 2001). L'IP3 se lie a des recepteurs qui lui sont specifiques 

sur le RE, entrainant ainsi la liberation de calcium dans le cytosol (Lewis, 2001). 

L' augmentation du calcium dans le cytosol est responsable de 1'activation des recepteurs 

CRAC (Calcium release-activated calcium channel) sur la membrane plasmique et de 1'entree 

de calcium extracellulaire a l'interieur de la cellule (Lewis, 2001). Les signaux de calcium ont 

une grande capacite de transmission d'information et de regulation de differents processus 

dans la cellule. Des variations au niveau de 1'amplitude, de la frequence et de la duree des flux 

de calcium ont pour consequence 1'activation differentielle de la transcription de certains 

genes (Dolmetsch et al , 1997); (Dolmetsch et al , 1998). Ces flux de calcium vont etre 

detectes par la calmoduline, qui active a son tour la phosphatase appelee calcineurine. Cette 

phosphatase est necessaire a la selection positive, puisque la selection positive est absente chez 

les souris qui en sont deficientes (Hayden-Martinez et al., 2000). Le facteur de transcription 

NFAT (Nuclear factor of Activated T-cells) est une cible importante de la voie de signalisation 

en aval de la calcineurine (Starr et al , 2003). Plus particulierement, les thymocytes DP 

expriment un haut niveau de NFAT4 et 1'absence de ce facteur de transcription arrete la 

selection positive. (Oukka et al., 1998). Les cibles de NFAT4 sont des genes de cytokines et 

d'autres facteurs de survie, dont l'interleukine-2, impliques dans la maturation subsequente 

des thymocytes (Lewis, 2001). A present, il n'y a pas d'etude semblable a celle effectuee par 

Bhakta et collaborateurs en ce qui concerne la selection negative. 

Le resultat net de la signalisation negative est la mort des thymocytes (Strasser et al., 2007). 

Les proteines proapoptotiques de la famille Bcl-2 telles que Bim (Bcl-2 interacting mediator), 

Bak (Bcl-2 homologous Antagonist/Killer) et Bax (Bcl-2 Associated X protein) sont 

importantes pour l'apoptose des thymocytes a la suite d'un signal de selection negative (Siggs 

et al., 2006). Un defaut de Bim ou un defaut combine de Bax et Bak empechent la selection 

negative (Bouillet et al., 1999); (Rathmell et al., 2002). De plus, Bax et Bak semblent avoir 

des roles non-redondants en aval de Bim (Hutcheson et al, 2005). II a ete montre que la 
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transcription de Bim est induite pendant la selection negative (Bouillet et al., 2002; Schmitz et 

al., 2003). Les facteurs impliques dans la regulation de la transcription de Bim ne sont 

toutefois pas bien caracterises et la regulation de Bim au niveau post-traductionnel est aussi 

impliquee dans sa capacite d'activer l'apoptose (Strasser et al., 2007). 

Des facteurs de transcription qui ont un role important dans la mort cellulaire par selection 

negative sont Nur77 (Nr4a (, NGFI-B (Nerve cell growth factor I-B)) et Nor-1 (Sohn et al., 

2003). Ces deux facteurs de transcription font partie de la meme famille de recepteurs 

nucleaires orphelins et sont rapidement exprimes suite a un signal de selection negative 

(Kuang et al., 1999; Winoto et Littman, 2002). En fait, la surexpression de Nur77 dans des 

thymocytes cause la mort cellulaire. L'absence de Nur77 n'entraine cause de phenotype au 

niveau de la selection negative (Cheng et al, 1997), mais un dominant negatif de Nur77 

abroge ce phenomene de selection (Liu et al., 1994; Woronicz et al., 1994). Ceci suggere que 

Nor-1 et Nur77 ont des fonctions redondantes (Liu et al., 1994). Les evenements aboutissant a 

l'induction de l'apoptose en aval de Nur77 sont encore tres peu connus (Sohn et al., 2003). De 

plus, toutes ces etudes ont ete effectuees en utilisant des systemes artificiels et des thymocytes 

transgeniques pour leur TCR. 

Les thymocytes qui ont survecu aux etapes de selection deviennent des thymocytes SP 

immatures qui completent leur maturation dans la medulla du thymus (Chen, 2004). Jusqu'a 

recemment, la periode de temps necessaire pour cette maturation etait estime a environ 14 

jours (Petrie et Zuniga-Pflucker, 2007). Cependant, des donnees plus recentes suggerent qu'il 

s'agit plutot d'un processus d'une duree de 4 a 5 jours (McCaughtry et al., 2007). Ainsi, les 

thymocytes matures, qui quittent le thymus, expriment des marqueurs de surface differents des 

thymocytes SP qui viennent d'etre selectionnes. (Chen, 2004). Les thymocytes matures 

presentent une diminution de l'expression du marqueur d'activation CD69 et de la proteine 

HSA, indiquant le retour a un etat quiescent (Chen, 2004). La periode de temps qui s'ecoule 

entre les evenements de selection et la sortie des thymocytes matures du thymus leur permet 
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d'acquerir les caracteristiques fonctionnelles des lymphocytes CD4 et CD8, comme par 

exemple la capacite de resister a l'apoptose et la capacite d'exprimer des cytokines 

caracteristiques de ces deux lignees suite a une stimulation (Chen, 2004). Enfin, il existe aussi 

une etape de proliferation associee a la maturation qui assure que le nombre de cellules 

fonctionnelles matures produites est suffisant pour assurer les besoins de l'organisme en 

peripheric (Chen, 2004). 

5. Etudes en microscopie biphotonique de la migration des thymocytes 

L' etude du developpement des lymphocytes passe par la comprehension d'un ensemble 

d'interactions complexes et dynamiques entre les thymocytes et leur environnement (Cahalan 

et Parker, 2006). Les thymocytes migrent dans le thymus tout au long de leur developpement. 

Cette migration est d'une importance cruciale et les contacts etablis entre les thymocytes et les 

cellules du stroma thymique leur permettent de passer d'un stade de leur developpement au 

prochain. Cette migration ne se fait pas de facon aleatoire, mais dans un ordre precis, done, de 

facon polarisee (Misslitz et al., 2006). Jusqu'a recemment les connaissances sur ce sujet 

etaient limitees a des observations sur des echantillons fixes. Cette situation a beaucoup 

change avec l'application de la microscopie biphotonique a l'observation en temps reel 

d'organes intacts et de preparations de tranches epaisses de differents tissus, permettant ainsi 

l'observation des cellules et de leur comportement dynamique dans leur environnement 

(Cahalan et Parker, 2006). 

5.1 La microscopie : un photon versus deux photons 

La microscopie a fluorescence a longtemps ete un outil de choix pour observer des tissus et 

s'interesser au fonctionnement de divers processus biologiques (Bajenoff et Germain, 2007). 
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La limitation majeure de ce type de microscopie est son manque de resolution, du a la 

fluorescence hors du plan focal (Bajenoff et Germain, 2007). L'avenement de la microscopie 

confocale a en partie regie ce probleme en limitant 1'illumination du specimen a une zone 

precise, plutot qu'a son ensemble, et en ne recueillant que la lumiere issue du plan focal, 

eliminant ainsi le « bruit » des regions hors focus (Bajenoff et Germain, 2007). Malgre ces 

progres, il n'en demeure pas moins que les specimens observes sont des echantillons statiques 

et que l'epaisseur de l'echantillon est limitee en raison de la dispersion de la lumiere par les 

composants cellulaires (Bajenoff et Germain, 2007). De plus, le fait que rillumination du 

specimen ne se fasse pas seulement au plan focal entraine un photoblanchiment de 

l'echantillon qui compromet la possibility de repeter des observations dans la meme zone 

(Zipfel et al., 2003). Ceci empeche aussi l'acquisition de donnes d'une meme zone pendant 

une longue periode de temps, une condition indispensable a 1'etude du developpement des 

thymocyte qui implique de suivre de nombreux processus dynamiques au niveau des cellules 

individuelles (Bajenoff et Germain, 2007). L'utilisation de la microscopie biphotonique 

permet de contourner les principaux problemes qui surviennent lors de 1'analyse in vivo de 

cellules individuelles dans des tissus profonds (Cahalan et al., 2002). 

Le principe physique a la base de la microscopie biphotonique a ete decouvert en 1931 par 

Maria Goppert-Mayer (Goppert-Mayer, 1931). La microscopie de fluorescence 

conventionnelle implique qu'une molecule fluorescente absorbe l'energie d'un photon puis 

emet, quelques nanosecondes plus tard, un photon d'energie inferieure a celle qu'elle a 

absorbe (Cahalan et al., 2002). Etant donne que l'energie d'un photon est inversement 

proportionnelle a sa longueur d'onde, le photon emis a une longueur d'onde plus longue que 

celui qui l'excite au depart (Cahalan et al., 2002). Dans un systeme biphoton, l'excitation 

implique 1'absorption quasi simultanee de deux photons, chacun d'entre eux contribuant a 

fournir environ la moitie de l'energie necessaire a l'excitation du fluorophore (Zipfel et al., 

2003). La molecule fluorescente emet alors un photon, comme si elle avait ete excitee par un 

seul photon d'energie superieure (Zipfel et al., 2003). Ainsi, la fluorescence emise augmente 

avec le carre de l'intensite de l'excitation, etant donne la necessite de 1'absorption quasi 
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simultanee de deux photons (Zipfel et al., 2003). Les probabilites que ce phenomene se 

produisent hors du plan focal sont extremement faibles, car l'intensite de la lumiere incidente 

n'est suffisante qu'au plan focal (figure 9) (Zipfel et al., 2003). Ce principe a ete applique a la 

biologie pour l'imagerie de cellules vivantes et d'autres objets microscopiques a la fin des 

annees 80 (Denk et al., 1990). Dans la derniere decennie des sources laser pulsees de l'ordre 

du femtoseconde sont devenues disponibles commercialement ainsi que le premier microscope 

multiphoton, introduit par BioRad en 1996. Ceci a largement contribue a l'essor de nouvelles 

applications de cette technique, notamment au niveau de l'imagerie in vivo du systeme 

immunitaire, qui est largement compose de cellules motiles participant a des rencontres 

dynamiques dans les tissus lymphoi'des (Bajenoff et Germain, 2007). Ces etudes ont permis de 

recueillir des nouvelles donnees tres importantes pour la comprehension du fonctionnement de 

ce systeme (Cahalan et Parker, 2006). Le systeme immunitaire represente done un candidat de 

choix pour des analyses in vivo a l'aide d'un microscope multiphoton. 

Figure 9. Localisation de 1 'excitation par la methode biphotonique. 

A) L 'excitation de I 'echantillon avec la methode conventionnelle genere de la fluorescence au-

dessus et en dessous du plan focal. B) Avec I'excitation biphotonique, en raison de la 

probabilite tresfaible d'absorption simultanee de deux photons hors du plan focal, remission 

de fluorescence n 'a lieu qu 'au plan focal. (Adapte de Zipfel et al, 2003). 
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5.2 Les colorants 

Les techniques de microscopie decrites plus haut necessitent le marquage des echantillons a 

observer avec des molecules fluorescentes (Cahalan et Parker, 2006). Ce marquage peut etre 

fait in vitro, in vivo ou par des moyens de manipulation genetique (Cahalan et Parker, 2006). 

L'une des avancees importantes dans les techniques de marquage d'echantillons est le 

developpement d'anticorps couples a des molecules fluorescentes, sans que ce couplage 

affecte la specificite des anticorps (Bajenoff et Germain, 2007). Cette technique s'avere tres 

utile pour l'imagerie d'echantillons statiques mais presente plusieurs limitations pour 

l'imagerie in vivo, dans la mesure ou 1'anticorps peut inhiber la fonction de la molecule qu'il 

reconnait ou stimuler la phagocytose (Bajenoff et Germain, 2007). 

Une alternative est l'utilisation de colorants fluorescents permeables a la membrane cellulaire 

et permettant la coloration de populations de cellules d'interet avec differentes couleurs 

(Germain et al., 2006). Ces cellules peuvent ensuite etre transferee dans une souris ou en 

culture d'organes afin de les observer (Germain et al., 2006). Les colorants les plus utilises 

sont le CFSE (carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester), le SNARF ( 

seminaphthorhodafluor) et le CMTRM {chloromethylbenzoyl aminotetramethylrhodamine). 

S'il peut etre avantageux de colorer les cellules de cette facon, il convient de rappeler que ces 

colorants se diluent avec la division cellulaire et que le signal diminue dans les populations de 

cellules filles issues de cellules qui proliferent de facon active (Bajenoff et Germain, 2007). 

Ces colorants sont aussi sensibles au photoblanchiment et peuvent generer des sous-produits 

toxiques (Germain et al., 2006). Ces problemes peuvent etre contournes par l'utilisation de 

proteines fluorescentes. Ces proteines sont disponibles en plusieurs couleurs, leur fluorescence 

a ete optimise et elles sont bien tolerees par les cellules ce qui permet leur utilisation in vivo 

(Tsien, 2005). De plus, le marquage avec ces proteines est stable et ne diminue pas avec les 

32 



divisions cellulaires (Bajenoff et Germain, 2007). La generation d'animaux transgeniques avec 

ces proteines est une approche tres utilisee pour marquer une population de cellules d'interet 

(Bajenoff et Germain, 2007). 

Des techniques diverses, comme la transgenese conventionnelle, le « knock-in » ou la 

recombinaison avec des BAC (Bacterial artificial chromosome), peuvent etre utilisees pour 

generer des animaux qui expriment des proteines fluorescentes dans des tissus specifiques 

(Germain et al., 2006; Bajenoff et Germain, 2007). Des vecteurs retroviraux ou lentiviraux 

peuvent etre utilises pour la transduction de cellules souches hematopoi'etiques qui sont ensuite 

transferees dans des souris pour la generation d'animaux chimeriques (Germain et al., 2006). 

Bien qu'il soit long et couteux de generer des modeles dans lesquels l'expression d'une 

proteine fluorescente se fait sous le controle d'un promoteur donne, ceci a l'avantage de 

generer un systeme dans lequel le marquage ne se perd pas et qui ne necessite aucune 

manipulation ulterieure des cellules a etudier (Germain et al., 2006). Le choix judicieux des 

proteines a utiliser peut permettre l'observation de plus d'un marqueur dans le meme animal. 

Un nouveau type de colorant a ete introduit recemment (Adams et al., 2002). II s'agit d'un 

derive de la fluoresceine qui possede deux groupements arseniques capables de se lier aux 

groupements thiol de cysteines presentes sur sa sequence cible a raison d'un groupement 

arsenique pour deux cysteines (Adams et al., 2002). Lorsque le colorant se lie a sa sequence 

cible, il devient fluorescent. Ces colorants sont capables de reconnaitre leur cible des qu'elle 

est traduite (Adams et al , 2002) et sont de petite taille, done peu encombrants. Plusieurs 

couleurs de reactifs, qui se lient au meme motif, sont disponibles, ce qui permet des etudes 

dynamiques (Adams et al., 2002). 

5.3 Preparation des specimens 
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II existe deux facons principales de preparer les specimens a observer : la preparation 

d'explants d'organes ou les preparations intravitales (Cahalan et Parker, 2006; Germain et al., 

2006). Dans le premier cas, l'organe est maintenu dans du milieu de culture oxygene et 

chauffe de facon a maintenir le plus possible des conditions physiologiques, alors que dans le 

cas de la preparation intravitale, l'animal est anesthesie, l'organe est expose chirurgicalement 

et immerge dans du milieu chaud pendant le temps de l'observation (Germain et al., 2006). Un 

des avantages de Pexplant par rapport a la preparation intravitale est que l'acces aux tissus a 

observer est grandement facilite par la possibilite de choisir l'orientation de l'organe a 

observer (Germain et al., 2006). Le traumatisme de Panesthesie et de la chirurgie peut 

cependant causer des artefacts dans les deux techniques citees (Cahalan et Parker, 2006). Dans 

le cas de l'explant, la perfusion artificielle de l'organe peut ne pas recreer les conditions 

physiologiques avec autant de fidelite que souhaite. Au contraire, la preparation intravitale a 

l'avantage de conserver la circulation et l'innervation physiologique de l'organe (Bousso et 

Robey, 2004). Cependant, la preparation d'explants a l'avantage de soustraire l'organe a 

observer des mouvements dus a la respiration et aux battements du coeur ainsi que de faciliter 

la manipulation de l'evenement a observer par l'ajout de drogues par exemple (Bousso et 

Robey, 2004). Le choix entre les deux techniques doit etre fait en considerant l'organe qui est 

observe, sa localisation anatomique, mais aussi la question biologique posee (Bousso et 

Robey, 2004). 

5.4 Avantages et limitations de la microscopie biophotonique 

Le principe de 1'absorption de deux photons confere a la microscopie biphotonique ses 

principaux avantages (Zipfel et al., 2003). Etant donne que l'intensite necessaire a l'absorption 

de deux photons par le fluorophore n'est assez elevee qu'au plan focal, cela limite 1'excitation 

des fluorophores a celui-ci, diminuant ainsi le photoblanchiment de l'echantillon en dehors du 

plan focal et permettant de faire plusieurs observations sur un meme echantillon (Zipfel et al., 
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2003). Le fait que l'energie du photon soit inversement proportionnelle a sa longueur d'onde 

necessite l'utilisation de longueurs d'onde plus grandes dans le cas de la microscopie 

biphotonique (Cahalan et Parker, 2006). Ces longueurs d'onde, moins dispersees par les tissus, 

y penetrent plus facilement et permettent ainsi de faire des observations a une plus grande 

profondeur (Cahalan et Parker, 2006). 

Quelques limitations sont cependant associees a la microscopie biphotonique. Le cout des 

lasers necessaires a cette technique est assez eleve et la profondeur a laquelle il est possible 

d'effectuer des observations reste limitee a quelques centaines de microns (Bousso et Robey, 

2004). Afin de realiser des observations, il est necessaire d'introduire, dans les tissus a 

observer, des traceurs ou des marqueurs fluorescents capable de s'associer a des structures 

permettant d'obtenir de l'information pertinente sur les processus etudies (Bousso et Robey, 

2004). 

5.5 Les defis associes a I 'imagerie du thymus 

L'heterogeneite des populations de thymocytes en developpement dans le thymus et leur 

grande mobilite augmentent la difficulte des observations en temps reel dans cet organe 

(Bousso, 2004). De plus, il est difficile de correler la visualisation d'un evenement avec le 

processus biologique developpemental sous-jacent subi par le thymocyte, et cela d'autant plus 

que le reseau stromal du thymus est tres dense et que les interactions avec les differentes 

cellules qui le composent sont tres importantes (Bousso, 2004). D'autre part, en raison de leur 

mobilite importante, les thymocytes quittent frequemment le champ d'observation, ce qui 

constitue une difficulte supplemental a prendre en compte (Bousso, 2004). Enfin, le 

maintien de la circulation et de 1'innervation physiologique du thymus est important, mais la 

localisation de cet organe ne permet pas de realiser de preparation intravitale (Cahalan et 

Parker, 2006). 
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5.6 Etudes par microscopie biphotonique de la migration des thymocytes 

Afin d'obtenir plus d'informations sur les processus dynamiques associes au developpement 

des thymocytes, plusieurs groupes de recherche ont realise des experiences en utilisant la 

microscopie biphotonique (Bousso et al., 2002b; Bhakta et al , 2005; Witt et al., 2005). 

L'equipe de la Dre. Robey a combine la microscopie biphotonique et la technique RTOC pour 

observer les interactions entre les thymocytes en developpement et leur environnement 

pendant la selection positive (Bousso et al., 2002b). Des thymocytes isolees d'une souris 

transgenique pour le TCR et ne possedant pas le gene de la P2 microglobuline, ou des 

thymocytes n'exprimant pas le CMH I, ont ete utilises dans cette etude comme source de 

cellules n'ayant encore subi aucun phenomene de selection (Bousso et al., 2002b). Le TCR 

transgenique utilise reconnait le peptide F5 du virus de l'influenza presente par un CMH I de 

type Db (Bousso et al., 2002a). Des RTOCs ont ete reconstitues avec les thymocytes cites ci-

dessus et des cellules stromales n'exprimant pas de CMH I ou exprimant le type de CMH I 

necessaire a la selection positive des thymocytes exprimant le TCR transgenique (Bousso et 

al., 2002b). Les donnees recueillies montrent que les thymocytes sont des cellules motiles dans 

leur environnement et que leur motilite n'est pas passive (Bousso et al., 2002b). Les 

thymocytes etablissent trois fois plus de contacts avec les cellules qui expriment le CMH I 

qu'avec celles qui ne 1'expriment pas, ce qui suggere que les molecules de CMH I sont 

impliquees dans ces contacts (Bousso et al., 2002b). Les contacts entre les thymocytes et les 

cellules stromales qui expriment un CMH I peuvent etre stables, si le thymocyte s'immobilise, 

ou dynamiques, s'il se deplace de facon active le long de la cellule stromale (Bousso et al., 

2002b). Cependant, au cours des experiences realisees dans ces travaux, il etait impossible 

d'associer les observations effectuees a un phenomene de signalisation precis (Bousso et al., 

2002b). 
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Une autre etude de l'equipe de la Dre. Robey a utilise des souris chimeriques dont environ 1% 

des thymocytes expriment la GFP {Green fluorescent protein) (Witt et al., 2005). Les lobes 

thymiques de ces souris ont ete preleves chirurgicalement, perfuses avec du milieu chauffe et 

oxygene et observes avec un microscope biphotonique (Witt et al., 2005). La plupart des 

thymocytes se deplacent a une vitesse entre 3 et 8 [am/min, de facon aleatoire dans le champ 

de vision, et ont une morphologie arrondie indiquant qu'ils s'arretent et interagissent avec leur 

environnement. D'autres thymocytes, en proportion moins elevee, se deplacent a des vitesses 

superieures, de facon dirigee et presentent une morphologie polarisee, avec un uropode, 

indiquant un deplacement actif (Witt et al., 2005). Les auteurs ont emis l'hypothese que les 

cellules qui se deplacent plus rapidement et de facon polarisee correspondent a des cellules 

ayant subi la selection positive et se deplacant vers la medulla. Pour verifier cette hypothese, 

les auteurs ont poursuivi leurs experiences impliquant des souris chimeriques dans lesquelles 

environ 1% des thymocytes expriment la GFP. Cependant, les thymocytes utilises dans cette 

deuxieme partie des travaux, exprimaient un TCR transgenique permettant, ou non, la 

selection positive dans un environnement controle (Witt et al., 2005). Dans des conditions 

permissives pour la selection positive, environ le tiers des thymocytes sont de phenotype 

polarise et se deplacent de facon dirigee vers la medulla, a une vitesse superieure a 10 

|am/min. En revanche, dans le cas ou les thymocytes ne peuvent subir la selection positive, 

aucun thymocyte presentant un phenotype de migration dirigee n'a pu etre visualise (Witt et 

al., 2005). Ces donnees suggerent que, avant de recevoir un signal de selection, les thymocytes 

se deplacent dans le cortex de facon aleatoire et a faible vitesse, jusqu'a realiser une 

interaction productive avec les cellules epitheliales thymique. Lorsqu'ils recoivent un signal 

de selection positive, leur comportement change et ils se deplacent vers la medulla a une 

vitesse plus importante (Witt et al., 2005). 

Comme je l'ai deja mentionne, les flux de calcium induit par un signal de selection positive 

ont aussi ete analyses par microscopie biphotonique (Bhakta et al., 2005). Dans cette etude, 

des tranches de thymus ont ete colorees et ensemencees avec des thymocytes exprimant un 
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TCR transgenique qui reconnait un peptide du cytochrome c dans le contexte du CMH II I-Ek 

(Bhakta et al., 2005). Les souris d'ou les thymocytes ont ete isoles n'expriment pas 

l'haplotype de CMH II necessaire a la selection positive (Bhakta et al., 2005), ce qui permet 

d'obtenir une population de cellules n'ayant pas recu de signaux de selection. Ces thymocytes 

ont ete traites avec l'indo-PE3, un indicateur de calcium, et deposes sur des tranches de 

thymus exprimant, ou non, l'haplotype de CMH necessaire a la selection positive (Bhakta et 

al., 2005). Les tranches de thymus ont ete perfusees avec du milieu chaud et oxygene pendant 

l'observation (Bhakta et al., 2005). Les observations ainsi realisees montrent que, dans un 

environnement ne permettant pas la selection positive, les thymocytes se deplacent a une 

vitesse moyenne de 3,5 um/min et leur concentration de calcium intracellulaire varie entre 0 et 

200 nM, alors que, dans un environnement ou la selection positive est possible, certaines 

cellules presentent une augmentation rapide, transitoire et elevee de la concentration 

intracellulaire de calcium (Bhakta et al., 2005). Cette augmentation de calcium intracellulaire 

a ete associee a une immobilisation de la cellule et a une prolongation du contact du 

thymocyte avec une cellule exprimant un complexe peptide-CMH capable de promouvoir la 

selection positive (Bhakta et al., 2005). Les auteurs estiment que cette prolongation du contact 

serait necessaire a 1'activation de la transcription des effecteurs du signal de selection positive 

avant que le thymocyte ne migre de facon rapide et dirigee vers la medulla (Bhakta et al., 

2005). 

Ces etudes fournissent des elements qui contribuent au developpement d'un modele 

hypothetique pouvant expliquer les mouvements de migration associes a la selection positive. 

Les thymocytes se deplacent de facon aleatoire dans le cortex thymique et etablissent des 

contacts dynamiques avec les cellules stromales. L'interaction du TCR avec un complexe 

peptide CMH qui declenche un signal de selection positive mene a une augmentation de la 

concentration de calcium intracellulaire et a une immobilisation du thymocyte qui precede un 

changement de comportement migratoire de la cellule. Celle-ci entame ensuite un deplacement 

a grande vitesse vers la medulla du thymus. 
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Actuellement, aucune etude n'a ete publiee sur le comportement migratoire et la mobilite des 

thymocytes pendant la selection negative. 

6. Le projet de recherche : hypotheses et objectifs 

Comme mentionne plus tot, les etudes concernant les phenomenes de selection rapportees 

jusqu'a maintenant ont ete conduites dans des modeles de TCR transgeniques ou dans des 

systemes de culture in vitro. La selection negative n'a jamais ete analysees dans un contexte 

physiologique. Les modeles utilises jusqu'a maintenant se sont averes tres informatifs, mais 

beaucoup de questions demeurent sans reponse en ce qui concerne ces processus qui sont si 

importants au developpement d'un systeme immunitaire fonctionnel. Est-ce que les signaux de 

selection sont successifs ou est-ce qu'ils peuvent se passer en meme temps? S'ils sont 

successifs, est-ce que l'un doit arriver avant l'autre? Quelle est la nature des contacts 

necessaires a la selection? Ou vont les cellules qui ont recu un signal de selection? Quelles 

sont les caracteristiques du mouvement de ces cellules? Dans quelles zones du thymus se 

passent les differents processus de selection? 

II y a des indications venant autant de la litterature (Goldman et al., 2005) que d'etudes 

effectuees dans notre laboratoire (donnees non publiees) que la selection negative pourrait 

avoir lieu dans le cortex et dans la medulla, mais il y a encore de la controverse a ce sujet. 

L'hypothese sur laquelle repose mon projet de recherche est celle que la selection negative n'a 

pas lieu uniquement dans la medulla, mais que les thymocytes localises dans le cortex 

pourraient subir eux aussi la selection negative. II pourrait ainsi y avoir deux etapes de 

selection negative : celle dans le cortex pourrait etre responsable de 1'elimination des 

thymocytes portant un TCR qui reconnait avec une trop forte affinite les molecules de CMH 
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du soi tandis que l'etape medullaire serait responsable de la tolerisation du repertoire de TCR 

envers les peptides du soi existant en peripheric 

Les modeles utilises jusqu'a maintenant se sont averes tres informatifs, mais beaucoup de 

questions sur les mecanismes de developpement d'un systeme immunitaire fonctionnel 

demeurent encore sans reponse. Les signaux de selection sont-ils recus successivement ou 

simultanement par les cellules en developpement? S'ils sont successifs, existe-t-il un ordre 

sequentiel? Quelle est la nature des contacts necessaires a la selection? Ou vont les cellules qui 

ont recu un signal de selection? Quelles sont les caracteristiques du mouvement de ces 

cellules? Dans quelles zones precises du thymus se deroulent les differents processus de 

selection? 

Le but de mon projet de recherche est de generer un nouveau modele de souris transgenique, 

le modele « PoNe », qui permettra l'etude, in vivo, du developpement des thymocytes, dans un 

contexte ou la diversite du repertoire de TCR est conservee. Ce modele permettra l'analyse 

des processus de selection positive et negative dans un contexte physiologique ainsi que le tri 

des cellules ayant subit la selection negative, ce qui devrait permettre l'analyse moleculaire 

des voies de signalisation impliquees dans ce processus. De plus, ce nouveau modele 

permettra de visualiser la migration des thymocytes et de correler les informations obtenues 

sur la mobilite des cellules aux signaux de selection recu. 
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1. MATERIEL ET METHODES 

Les materiels et les methodes enoncees se referent aux sections 2.2, 2.3 et 2.4 de ce memoire. 

1.1 Enzymes et oligonucleotides 

Les enzymes utilisees pour effectuer les cartes de restriction et pour preparer les fragments a 

doner ont ete achetees chez NEB (New England Biolabs) et utilisees selon les protocoles 

recommandes. Les ligations ont ete realisees avec la T4 ligase (M0202S, NEB) selon les 

recommandations du fabricant. Tous les oligonucleotides utilises ont ete synthetises par 

Sigma. 

1.2 Fosmides 

Les clones genomiques de CD69 (tableau 1) ont ete commandes au centre de ressource 

BAC/PAC (Bacterial Artificial Chromosome/'PI-derived Artificial Chromosome) CHORI 

(Children's Hospital Okland Ressearch Institute). Nous avons obtenu des fragments d'environ 

40 kilo bases contenant la sequence genomique de CD69 donees dans le vecteur Epifos5 (Kim 

et al., 1992). Ces clones sont appeles fosmides et ont ete recus sous la forme de transformants 

de la bacterie E.coli DH10. 
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Tableau 1. Fosmides CD69 achetes au centre de ressource BAC/PAC CHORI 

Numero du clone (BAC/PAC CHORI) Gene 

^ ^ ^ ^ _ ^ . _ ^ ^ ^ ^ ^ _ "CD69 

WI1-2167J23(G135P60102D1) CD69 

WI1-232H21 (G135P63114E2) CD69 

WI1-2303J21 (G135P602938D2) CD69 

WI1-963N19(G135P68834B3) CD69 

1.3 Extraction d'ADN plasmidique et fosmidique 

Les extractions d'ADN plasmidiques ont ete realisees selon les protocoles standard de biologie 

moleculaire (Sambrook, 1989). L'ADN utilise pour les transfections a ete purifie avec la 

trousse QIAGEN® Plasmid Midi Kit (12145, QIAGEN) selon les instructions du fabricant. 

Les extractions d'ADN fosmidique ont ete effectuees a partir d'une culture de 5 ml dans du 

milieu LB liquide supplements de chloramphenicol (12,5 ug/ml) incubee toute la nuit a 37°C 

avec agitation. Les bacteries ont ete recoltees par centrifugation 30 secondes a 4°C a 12000 

rpm (Hettich MIKRO200R). Le culot a ete resuspendu dans la solution dans 100 u.1 de 

solution SI (50 mM de glucose, 25 mM Tris-HCl (trishydroxymethylaminomethane-

chlohydric acid), 10 mM EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid), pH 8, 0) contenant de la 

RNAse (100 ug/ml). Suite a l'ajout de 200 ul de solution S2 (0,2 N NaOH, 1% SDS) la 

suspension de cellules a ete melangee par agitation douce et incubee 5 minutes a temperature 

de la piece. Apres ajout de 150 \K\ de solution S3 (5 M acetate de sodium, 3 M acide acetique) 

le lysat a ete flltre avec du papier Whatman dans des tubes contenant 0,6 volume 

d'isopropanol. L'ADN a ete precipite par centrifugation, 30 minutes a 4°C a 12000 rpm 

(Hettich MIKRO200R). Le culot a ete lave avec 1 ml d'ethanol 70% et centrifuge 5 minutes a 

4°C a 12000 rpm (Hettich MIKRO200R). Le culot a ete seche a l'air et une fois sec, l'ADN a 

ete repris dans du tampon TE IX (10 mM Tris-Cl, 1 mM EDTA, pH 8,0). 
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1.4 Analyse sur gel d'agarose des digestions des fosmides 

Les analyses de digestion des fosmides ont ete effectives sur des gels d'agarose (SeaKem LE 

agarose 5004, Camdrex) 0,7%/TBE 0,5X (Tris base 5,4g/l, acide borique 2,75 g/1, EDTA 0,01 

mol/1, pH 8). Ces gels ont migre pendant 12h a 30V. Le marqueur utilise est le XSty I, prepare 

en digerant l'ADN du phage A, (27-4111-01 Amersham) avec 1'enzyme Styl. 400 ng de 

marqueur ont ete utilises pour chaque puits. Les gels ont ete colores avec du bromure 

d'ethidium. 

1.5 PCR 

1.5.1 Verification des fosmides CD69 

La presence du gene CD69 dans les fosmides achetes a ete verifiee par PCR {polymerase 

chain reaction) (Robocycler gradient 96, Stratagene). Les PCR ont ete realises avec la Taq 

ADN polymerase (M0267L, NEB) selon les recommandations du manufacturier. Le 

programme utilise pour 1'amplification est le suivant: 

95°C, 7 minutes, 1 cycle 

98°C, 1 minute 

50°C, 1 minute V 30 cycles 

72°C, 1 minute 

72°C, 5 minutes, 1 cycle 
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Les paires d'amorces VS 166/VS167 se situant a la frontiere du premier exon et du premier 

intron ont ete utilisees (tableau 2). 

Tableau 2. Amorces utilisees dans le diagnostique des fosmides CD69 

Taille du produit 
Nom Sequence Region amplifiee 

(paires de base) 
_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 

406 
VS 167 R 5' ACTTACTGATGATGGTGGTTATGG intron 1 -2 de CD69 

Les produits de PCR ont ete analyses par electrophorese sur gel d'agarose 2% (SeaKem LE 

agarose 5004, Camdrex) /TBE 0,5X colore avec du GelRed™(41003, Biotium) selon les 

recommandations du fabricant. Le marqueur de poids moleculaire utilise est le 50 bp DNA 

ladder (N3236S, NEB). 

1.5.2 Amplification par PCR des sequences de regulation de CD69 

Les pCRM {predicted Cis Regulatory Modules) distal et proximal de CD69 ont ete amplifiees 

par PCR (Biometra TGradient). La reaction de PCR a ete realisee en utilisant la polymerase 

Phusion™ Hot Start (F-540S, Finnzymes) selon les indications du fabricant. Le programme 

utilise pour 1'amplification est le suivant: 

98°C, 45 secondes, 1 cycle 

98°C, 15 secondes 

72°Ca53°C, 15s 

72 °C, 30 secondes 

gradient: diminution de 
1°C par cycle, 18 cycles 
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98°C, 15 secondes 

53°C, 15s f- 25 cycles 

72 °C, 30 secondes 
j 

12°C, 5 minutes, 1 cycle 

Les amorces VS 285 et VS 286, contenant respectivement les sites Nhe I et Bgl II (soulignes), 

ont ete utilisees pour 1'amplification du pCRM proximal de CD69, alors que les amorces VS 

288 et VS 289 contenant respectivement les sites Sal I et Mlu I (soulignes), ont ete utilisees 

pour generer le produit de PCR utilise dans le clonage du pCRM distal de CD69(tableau 3). 

Tableau 3. Amorces utilisees pour I'amplification despCRMde CD69 

Nom Sequence 
Region 

amplifiee 

Taille du produit 

(paires de base) 

VS285F 

VS 286 R 

VS288F 

VS 289 R 

5'TTAACGGCTAGCAGAGGCTGGCTATGATGACT 

5' CCTTAGATCTTCCCTGGCGACTCTCA AGTGGT 

5'CGCGGTCGACAGTGGGCTTGGGAGTGT 

5' CGCGACGCGTAACACTTGCCTTTTATCTG 

pCRM proximal 

pCRM distal 

1425 

1489 

1.6 Clonage des sequences de regulation de CD69 

Les produits amplifies par PCR ont ete traites a la proteinase K (P2308, Sigma) avant d'etre 

clones, selon le protocole decrit par Crowe et collaborateurs (Crowe JS, 1991). Avant la 

ligation, ces fragments ont ete digeres avec les enzymes de restriction appropriees et purifies 

sur gel d'agarose (SeaKem LE agarose 5004, Camdrex) 0,8%/TBE 0,5X colore avec du 

GelRed™ (41003, Biotium) selon les indications du fabricant, en utilisant la trousse 
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PureLink™ Quick Gel Extraction Kit (K2100-12, Invitrogen). La construction a ete verifiee 

par sequencage au Centre d'innovation de l'universite McGill et Genome Quebec en utilisant 

les amorces VS 293 et VS 294 situees dans le pCRM distal, les amorces VS 296 et 298 situees 

dans le pCRM proximal et 1'amorce VS 295 situee dans la sequence SVRU5 faisant partie de 

la construction rapporteuse « Po » (tableau 4). 

Tableau 4. Amorces utilisees dans le sequengage de la construction « Po » 

Nom Sequence* 
_ _ _ _ _ _ _______________^ 

VS 294 5' ACCCAGTGCAGTTCTCCCTCAAG 

VS 295 5' GGCGGGCGCGTGAAGGAGAG 

VS 296 5' CTGAAAAGGACATGGGGAAATA 

VS 298 5' TTTTAAAATCCCACTCAACAG 

* L'emplacement des amorces contenues dans ces tableaux est annote dans l'annexe 1. 

1.7 Generation de pCIITASVRU5Ne 

Le fragment contenant le cadre de lecture ouvert de CIITA a ete isole a partir du vecteur EBS-

NPL-CIITA en utilisant les enzymes Nhel et EcoRI. Ce fragment a ete clone en utilisant les 

memes sites de restriction dans le vecteur pSVRU5Ne (decrit en 2.1). La ligation a ete faite 

avec la T4 ligase (NEB, M0202S) selon les recommandations du fabricant. Le vecteur et 

Pinsert ont ete purifies sur gel d'agarose (SeaKem LE agarose 5004, Camdrex) 0,8%/TBE 

0,5X colore avec du GelRed™(41003, Biotium) selon les indications du fabricant avant la 

ligation. La purification a ete effectuee en utilisant la trousse QIAquich® Gel Extraction Kit 

(28704, QIAGEN). La construction a ete verifiee par sequencage au Centre d'innovation de 
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l'universite McGill et Genome Quebec en utilisant une amorce situee dans le promoteur CMV 

(5' ATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACT). 

1.8 Culture de cellules et transfection 

Les cellules HEK (Human Embryonic Kidney) 293 (ATCC # CRL-11268) ont ete cultivees a 

37°C, 5% C02 dans du milieu DMEM supplement^ avec penicilline/streptomycine/L-glutamine 

(450-202-EL, Wisent), 10% CCS (Cosmic Calf Serum) (Fisher, Hyclone). Dans un petri de 60 

mm, 4xl05 cellules ont ete cultivees 24 heures et transferees selon la methode de precipitation au 

phosphate de calcium (Jordan et al., 1996) avec les modifications decrites par la suite. Le 

milieu a ete change 3 heures avant la transfection. Une quantite totale d'ADN de 2,5\ig a ete 

transfectee pour chaque condition (tableau 5). 

Tableau 5. Transfection des cellules HEK 293 

Construction Quantite d'ADN transfectee (ug) 
_ _ _ _ _ _ _ 

pEGFP-Nl 1,25 

pSRaneoCIITA 2,5 

pSVRU5/Ne 2,5 

pCIITA-SVRU5/Ne 2,5 

L'ADN a ete resuspendu dans du CaCl2 0,25 M (volume final 275ul). Apres agitation, le 

melange d'ADN-CaCl2 a ete ajoute gouttes a gouttes a 275j.il HBS (HEPES (acide 4-(2-

hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonique) Buffered Saline) (280 mM NaCl, 50mM 

HEPES, 1,5 mM NaH2P04, pH 7,05-7,10) en vortexant a vitesse maximale. Le melange 

d'ADN-CaCb-HBS a ete incube 30 min a temperature de la piece. Le precipite forme a ete 
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resuspendu et disperse gouttes a gouttes sur les cellules. Les cellules sont restees en contact 

avec le precipite pendant 24 heures avant que le milieu ne soit change pour du milieu frais. 

Les cellules ont ete analysees 48 heures apres transfection. 

1.9 Cytometric de flux 

Les cellules HEK 293 transferees ont ete lavees avec du PBS {Phosphate Buffered 

Saline)/0,5%BSA (Bovine Serum Albumin) et resuspendues dans 2 ml de PBS1X/0,5%BSA. 

Les cellules ont ete centrifugees pendant 5 minutes a lOOOg a 4°C. Le culot a ete resuspendu 

dans 50ul de l'anticorps QR HK14 Conjugate anti-human HLA-DR (R-8144, Sigma) dilue 

1/90 et incubees pendant 30 minutes a 4°C. Les cellules ont ete lavees deux fois avec du PBS 

lX/0,5% BSA, resuspendues dans 500ul de PBS/0,5%BSA/4%PFA (paraformaldehyde) et 

incubees 30 minutes a 4°C. Les cellules ont ete centrifugees 5 minutes a lOOOg a 4°C et le 

culot a ete resuspendu dans 1 ml de PBS1X/0,5%BSA. Les cellules ont ete analysees avec le 

FacsCalibur (Becton Dickinson). Les donnees obtenues ont ete traitees avec le logiciel 

CellQuest Pro (Becton Dickinson). 
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2. RESULTATS 

2.1 Generation of versatile reporter cassettes expressing fluorescent proteins for 

multicolor multiphoton microscopy, magnetic cell sorting and biarsenical dye labeling 

(Generation de cassettes rapporteuses versatiles exprimant des proteines fluorescentes pour la 

microscopie biphotonique multicouleurs, le tri cellulaire magnetique et le marquage avec des 

colorants biarseniques) 

2.1.1 Presentation du manuscrit 

Le manuscrit qui suit rapporte les travaux effectues pour la generation des constructions 

rapporteuses utilisees subsequemment dans la generation des constructions « Po » et « Ne » 

destinees a la transgenese. Ce manuscrit est en preparation et sera soumis prochainement a la 

revue BMC Biotechnology. 

Trois auteurs sont intervenus dans la realisation de ce manuscrit dont deux co-premiers auteurs 

ayant contribue a part egale. Les travaux documented ont ete effectues en etroite collaboration 

avec Mme Aline Astrain, etudiante au doctorat dans le laboratoire du Dr. Viktor Steimle. Pour 

ma part, je me suis concentree sur la realisation de la serie de constructions « Po », alors que 

Mme Aline Astrain s'est plutot attachee a la realisation des constructions de la s6rie « Ne ». 

J'ai egalement effectue la caracterisation des constructions « Po » et « Ne » par transfection 

transitoire en culture de cellules par des analyses de FACS et de microscopie confocale. Nous 

avons cependant chacune participe a toutes les etapes de la conception et de la realisation de 

ces travaux y compris la generation des figures et la redaction du manuscrit. 
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2.1.2 Resume 

Contexte : La combinaison de l'utilisation de la microscopie biphotonique et des proteines 

fluorescentes ont un grand potentiel en ce qui a trait a 1'analyse de la migration cellulaire, de la 

communication entre les cellules et des phenomenes de selection positive et negative des 

thymocytes. Le developpement des rapporteurs optimises augmente le potentiel de ces 

approches. 

Resultats : Nous presentons deux series de rapporteurs (appeles la serie « Po » et « Ne ») bases 

sur l'utilisation des proteines fluorescentes EGFP (enhanced green fluorescent protein) et 

ECFP (enhanced cyan fluorescent protein) et optimises pour leur utilisation en microscopie 

biphotonique a deux couleurs dans une souris transgenique. La proteine de fusion entre le 

CD25 humain et la EGFP a ete generee en utilisant la sequence E2 entre les deux genes. Cette 

proteine de fusion s'exprime efficacement a la surface cellulaire et permet meme de visualiser 

la presence de prolongations filamenteuses de la membrane cytoplasmique entre les cellules 

adjacentes, probablement des nanotubules. La ECFP est dirigee vers le noyau et a ete aussi 

modifiee par l'ajout d'un motif tetracysteines N-terminale qui permet la coloration avec des 

colorant biarseniques. Une sequence rapportee pour sa capacite d'augmenter la traduction a 

aussi ete inclus dans ces constructions. De plus, un vecteur de clonage a faible nombre de 

copies a ete genere pour faciliter le clonage de fragments genomiques pour la transgenese. 

Conclusion : La serie de constructions proposees a ete generee et testee et devrait etre d'une 

grande utilite pour des investigations dans des champs d'etude divers. 
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2.1.3 Manuscrit 

Note: submitted to Biotechniques (section: research reports) 

Generation of versatile reporter cassettes expressing fluorescent proteins 

for multicolor multiphoton microscopy, magnetic cell sorting, 

and biarsenical dye labeling 

Aline Astrain*, Maria da Silva Martins*, and Viktor Steimle 

Address: Departement de Biologie, Universite de Sherbrooke, 2500 boul Universite, 

Sherbrooke, QC J1K 2R1, Canada 

*Both authors contributed equally to this work and are listed in alphabetical order 

Address correspondence to: Viktor Steimle, Departement de Biologie, Universite de 

Sherbrooke, 2500 boul. Universite, Sherbrooke, QC J1K 2R1, Canada 

Email: viktor,steimle@usherbrooke.ca 

Tel. 1 819 821 8000 ext. 62068 

Fax. 1 819 821 8049 

Running title: Fluorescent reporter cassettes for two-color two-photon microscopy 

Key words: green fluorescent protein, two-photon fluorescence microscopy, transgenic mice 

Abbreviations: ECFP, EGFP, EYFP: enhanced (cyan, green, yellow) fluorescent protein; 

TPLSM: two-photon laser scanning microscopy 

Word count abstract: 175 

Word count main text: 3,189 
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Abstract 

Two-photon laser scanning microscopy in combination with genetically encoded fluorescent 

proteins has great potential for the in vivo analysis of cell migration, communication and 

selection events. The development of optimized reporter cassettes should further improve such 

approaches. We present here two series of reporter constructs (called "Po" and "Ne" series) 

based on the use of EGFP and ECFP, which were optimized for two-color two-photon analysis 

in transgenic mice. A fusion protein between human CD25 and EGFP using the E2-linker 

element was very efficiently expressed at the cell surface, visualizing filamentous membrane 

structures, most probably tunneling nanotubes, very efficiently. ECFP fluorescence was 

directed to the nucleus and the reporter was further modified by addition of an optimized N-

terminal tetracysteine-tag, for labeling with biarsenical dyes. A sequence element for 

enhanced translation efficiency was also included in the constructs. In addition, a low copy 

cloning vector based on pBR322 was generated that should facilitate cloning of larger 

genomic fragments and generation of DNA fragments suitable for microinjection. These 

constructs should be useful for many different cell biology applications. 
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Introduction 

The discovery and optimization of genes encoding autofluorescent proteins has revolutionized 

cell biology, especially in terms of live cell imaging (1-4). Engineered genes coding for 

fluorescent proteins with different spectral properties have been used to generate transgenic 

organisms such as plants, worms, flies and mammals, notably transgenic mice (5). Over the 

last few years, two-photon laser scanning microscopy (TPLSM) has enabled the visualization 

of fluorescent labeled cells at depths of several hundreds of urn in living tissues (6). TPLSM, 

in combination with genetically encoded fluorescent proteins and/or fluorescent dyes has 

provided unprecedented insight into cellular processes such as cell migration and 

communication in intact organs or ex vivo explants (7-9). 

We are interested in cellular migration and selection processes that are essential for the normal 

development of thymocytes. Different types of T cells, the effector cells of the cellular 

immune response, develop in the thymus, a primary lymphoid organ, from common precursors 

called thymocytes through a complex set of migration, differentiation steps including the 

processes of positive and negative selection (10,11). Analysis of negative selection has so far 

almost exclusively relied on artificial induction of negative selection, mainly due to the fact 

that no cell surface marker is known that identifies thymocytes undergoing negative selection. 

We aim to visualize the physiological process of thymocyte negative selection by generating 

transgenic mouse lines expressing fluorescent proteins under the control of regulatory 

elements of genes known to be induced by positive (CD69) and negative selection (Nur77, 

Nr4al) respectively (12-14). Since the proximal signals show considerable overlap, a clear 

distinction between the two processes can only be made in double transgenic mice. We present 

here the generation of fluorescent reporter cassettes optimized for the detection of positive 

(Po-series) and negative (Ne-series) thymic selection and migration events. The features 

included in these cassettes should make them useful for a variety of applications in different 

fields of cellular biology. 
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Results 

Our aim was to generate a series of versatile reporter cassettes suitable for two-color in vivo 

fluorescent imaging via TPLSM, for cell-sorting through a cell-surface expressed marker, and 

for labeling with bi-arsenical dyes for time-resolved tracking and the development of whole-

body fluorescent tomography studies in transgenic mice. To the best of our knowledge, there 

has been so far only one description of a TPLSM analysis with simultaneous detection of two 

fluorescent proteins (15). Sahai and colleagues used ECFP and EGFP as fluorescent proteins 

(15). The emission spectra of these two fluorescent proteins show a considerable overlap and 

are therefore not often used as a couple in conventional fluorescence microscopy. However, 

Ti-Sapphire lasers found in most commercial multi-photon microscopes have a weak power 

output beyond wavelengths of 900 nm, making excitation of more red-shifted fluorescent 

proteins inefficient (15). For example, EYFP is excited efficiently only at wavelengths beyond 

920 nm and is therefore not well suited for use with conventional Ti-Sapphire lasers, while 

ECFP and EGFP can be simultaneously excited at a wavelength of 880 nm (15,16). We 

therefore opted for the use of ECFP and EGFP as fluorescent proteins. 

EGFP-based constructs (Ne-series) 

We wanted to direct the two fluorescent proteins to different cellular compartments to 

facilitate discrimination between the two reporters. Furthermore, while cells expressing 

fluorescent proteins can be efficiently sorted via flow cytometry, cell sorting via a cell-surface 

expressed marker, specific antibodies and magnetic beads presents not only an economical 

alternative to expensive flow cytometry instruments, but is potentially superior to flow 

cytometry in terms of processed cell numbers, sorting speed and viability of sorted cells. We 

therefore generated a fusion protein between the human CD25 transmembrane protein 

(hCD25; IL-2 receptor a-chain) and EGFP. Human CD25 has been used as a transgenic 

marker in hematopoietic cells in several transgenic mice, and does not appear to interfere with 
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normal differentiation (17-19). EGFP was fused C-terminally to the cytoplasmic tail of hCD25 

via the "E2" linker ((EAAAR)2; amino acid single letter code), which has been reported to be 

superior to the frequently used glycine-serine linkers (20). The chimeric construct hCD25-

EGFP was generated using the pEGFP-Nl plasmid (Clontech) as a backbone (pNe; Fig. 1 A). 
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Figure 1. Ne-series of constructs. A) pNe, 

expressing an hCD25-EGFP fusion protein. 

The construct was generated in pEGFP-N 1 as 

a backbone. pCMV: CMV promoter; MCS: 

multiple cloning site; E2: E2-linker; 

SV40pA: SV40-derived polyadenylation 

signal. B) pSVRU5/Ne. The SVRU5 

sequence element was inserted upstream of 

the hDC25-EGFP coding region into pNe. C) 

pcDNA5/Ne. The hCD25-EGFP coding 

region was transferred in to pcDNA5/FRT. 

bGHpA: bovine growth hormone 

polyadenylation signal. D) pcDNA5/SVNe. 

The SVRU5 sequence element was inserted 

upstream of the hCD25-EGFP coding region 

in pcDNA5/Ne. E) pBR322PL/SVNe. The 

SVRU5/hCD25-EGFP/bGHpA element was 

transferred into pBR322PL (see supplemental 

Fig. 1). 

backbone: pBR322PL 

55 



Low expression levels of transgenic reporter constructs can cause problems for detection, 

especially when very large regulatory regions are used to generate the transgenic constructs, or 

when the reporters are inserted into the endogenous loci via homologous recombination (18). 

We therefore inserted a sequence element 5' to the hCD25-EGFP cassette, which has been 

shown to improve translation efficiency (pSVRU5Ne; Fig. 1 B). The SVRU5 element is 

derived from the hybrid SRa promoter (21) and contains (5' to 3') a short region downstream 

of the initiation site of the SV40 early promoter, a sequence element derived from the RU5 

region of the HTLV-1 virus and a small intron derived from SV40. The SVRU5 element was 

shown to increase expression levels via increased translation efficiency in various cell types 

including lymphoid cells (21). 

The hCD25-EGFP cassette without or with a 5'-flanking SVRU5 element was transferred into 

the pcDNA5/FRT plasmid (Invitrogen), thus leading to the pcDNA5/Ne and pcDNA5/SVNe 

constructs respectively (Fig. 1 C, D). pcDNA5/FRT contains 3' UTR and polyadenylation 

sequences from the bovine growth hormone gene (bGH), which have been used very 

frequently for transgenic cDNA expression cassettes. 

Both pEGFP-Nl and pcDNA5/FRT are high-copy number plasmids. Cloning of larger 

genomic fragments is sometimes problematic in such plasmids, and plasmid stability can be 

improved using plasmids with low-copy origins of replication (22). We therefore generated a 

new low-copy cloning vector derived from pBR322 (23) by deleting the tetracycline resistance 

gene and replacing it with a synthetic multiple cloning site (pBR322PL, supplemental data 

Fig. SI). 

The SVRU5/hCD25-EGFP/bGHpA fragment from pcDNA5/SVNe was transferred to 

pBR322PL thus generating pBR322PL/SVNe (Fig. 1 E). This construct contains a large 

multiple cloning site upstream of the reporter cassette suitable for insertion of regulatory 

regions. The cassette is flanked at both ends by rare 8-base cutting restriction enzyme sites 
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(Fsel, Pad) for the isolation of DNA fragments free of vector and suitable for micro-injection 

(Fig. 1 E). 

ECFP-based constructs (Po-series) 

The Po-series of constructs is based on ECFP as a fluorescent reporter. In order to facilitate 

discrimination between the two reporters, ECFP was directed to the cell nucleus by addition of 

three C-terminal, SV40-derived nuclear localization signals (24), generating PECFP-NLS3 

(Fig. 2 A). 
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Figure 2. Po-series of constructs. A) 

pECFP-NLS3. The ECFP coding region 

and three C-terminal repeats of the SV40 

NLS (NLS3) were transferred into a 

pEGFP-Nl backbone. For other 

abbreviations, see legend to figure 1. B) 

pPo. An N-terminal optimized 

tetracysteine tag (Cys4; 

HRWCCPGCCKTF) was fused to the 

ECFP-NLS3 coding region. C) 

pcDNA5/Po. The Cys4-ECFP-NLS3 

coding region was transferred to 

pcDNA5/FRT. D). pcDNA5/SVPo. The 

SVRU5 element was inserted into 

pcDNA5/Po upstream of the Cys4-

ECFP-NLS3 coding region. E) 

pBR322PL/SVPo. The SVRU5/Cys4-

ECFP-NLS3/bGHpA element was 

transferred into pBR322PL. 

backbone: pBR322PL 
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The ECFP-NLS3 coding sequence was further modified by addition of an N-terminal 

tetracysteine-tag. Membrane-permeable biarsenical dyes bind covalently to CCXXCC 

tetracysteine motifs and become fluorescent upon binding (25,26) enabling several interesting 

analysis modalities, as for example fluorescence pulse-chase experiments (25,27). The original 

tetracysteine-binding motif was recently improved by genetic selection in mammalian cells 

(28), and we thus added the optimized N-terminal HRWCCPGCCKTF-tag to our ECFP-NLS3 

coding sequence generating pPo (Fig. 2 B). As for the Ne-series of constructs, this reporter 

cassette was transferred into pcDNA5/FRT either alone or with an N-terminal SVRU5 

sequence leading to the pcDNA5/Po and pcDNA5/SVPo constructs respectively (Fig. 2 C, D). 

Finally, the SVRU5/Po/bGHpA cassette was inserted into pBR322PL generating 

pBR322PL/SVPo (Fig. 2 E). 

Functional analysis of constructs 

Expression vectors coding for hCD25, EGFP, or for the hCD25-EGFP fusion protein 

respectively were transiently transfected into HeLa cells and analyzed 48h after transfection 

by flow cytometry for EGFP fluorescence and cell surface expression of human CD25 as 

detected by monoclonal antibody. As shown in Fig. 3A, the fusion protein is expressed very 

efficiently (panel 4). The almost perfect co-expression between cell-surface hCD25, as 

detected by antibody labeling on live cells, and EGFP fluorescence indicates that the fusion 

protein is directed very efficiently to the cell surface. Subcellular localization was analyzed 

after transient transfection of the constructs into HeLa cells by fluorescence microscopy. In 

contrast to untagged EGFP, which is distributed throughout the cell, we found that the hCD25-

EGFP fusion protein is localized almost exclusively at the cell surface (Fig. 3B, panel 2). 

Filamentous connections between cells, most probably tunneling nanotubes (29,30)), are very 

well visualized by the hCD25-EGFP fusion protein (Fig. 3B. panel 2). All different constructs 

containing the hCD25-EGFP coding region were well expressed and showed similar 

subcellular localization of the protein. (Fig. 3, and data not shown). All experiments were also 

carried out in HEK293 cells with similar results (data not shown). 
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Figure 3. Analysis of Ne-constructs. A) Flow 

cytometry analysis. HeLa cells were transiently 

transfected with empty vector (panel 1), or with 

equal amounts of expression plasmids 

pCMVsport6/hCD25 (panel 2), pEGFP-NI 

(panel 3), or pcDNA5/SVNe (Panel 4). Cells 

were stained with a biotinylated mAb specific 

for human CD25 and streptavidin-coupled 

PerCP and analyzed by flow cytometry for 

hCD25 expression (Y-axis) and EGFP 

fluorescence (X-axis). B) Microscopy analysis. 

HeLa grown on cover slips were transiently 

transfected either with pEGFP-N 1 (panel 1), or 

with pcDNA5/SVNe and analyzed by confocal 

microscopy for EGFP fluorescence. The bar 

corresponds to 20 urn. 

In transient transfections as shown here, the presence of the SVRU5 element does not appear 

to have a strong effect on expression levels. We have made similar observations also with 

EBV-based episomal vectors (unpublished results). In stable transfections, the SVRU5 

element does however lead to a clear increase in expression levels (data not shown). 

ECFP is not well detected in conventional benchtop flow cytometers using 488 nm excitation 

and detection filters optimized for FITC fluorescence, such as the FacsCalibur (Becton 
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Dickinson). Nevertheless the ECFP-expressing constructs were weakly, but clearly detectable 

in transient transfections in HEK293 and HeLa cells by flow cytometry (data not shown). We 

incubated live HeLa cells transiently transfected with either ECFP-NLS3 constructs or the 

tetracysteine-tag containing Po constructs with the red-fluorescent ReAsH (Lumiored, 

Invitrogen) compound and analyzed the cells by fluorescence microscopy for ECFP and red 

fluorescence. ECFP fluorescence was completely nuclear and the Po constructs appear to be 

expressed very well (Fig 4, panels 1, 2). 

PECFP-NLS3 pcDNA5/SVPo Figure 4. Analysis of Po-constructs. 

HeLa cells grown on cover slips were 

transiently transfected and analyzed by 

confocal microscopy. Cells were either 

transfected with pECFP-NLS3 (panels 

1, 3), or with pcDNA5/SVPo (panels 

2, 4). Forty-eight hours after 

transfection, live cells were incubated 

with 0.5 fiM ReAsH biarsenical 

compound for 15 minutes. After 

washing cells were fixed and analyzed 

for ECFP fluorescence (panels 1, 2), 

or ReAsH fluorescence (panels 2, 3). 

Exposure times were identical for 

images acquired in panels 1 and, or 

panels 3 and 4, respectively. The bar 

corresponds to 20|fm. 

Staining with ReAsH efficiently marked the Po expressing cells and had a low background on 

cells not expressing the tetracysteine-tag (Fig. 4, compare panels 3 and 4). Interestingly, 

incubation with ReAsH stained some cytoplasmic perinuclear regions, which were negative 
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for ECFP fluorescence (Fig. 4, panel 4). This is most probably due to the fact that the 

tetracysteine sequence is available for interaction with the bi-arsenic compound immediately 

after polypeptide synthesis in the cytoplasm and does not depend on protein folding and 

maturation, like the ECFP moiety. 

ECFP and EGFP show a considerable overlap in their emission spectra and are thus not easy 

to distinguish in microscopy analyses. Sahai and colleagues used conventional filter sets for 

detection combined with a computational signal subtraction approach, which led to a clear 

discrimination between the two fluorophores (15). We used an Olympus FV1000 confocal 

laser-scanning microscope equipped with spectral detectors, which through their variable 

bandwidth permit efficient separation of fluorochromes with similar emission profiles (Fig. 5). 

In HeLa cells transiently co-transfected with the pcDNA5/SVPo and pcDNA5/SVNe 

constructs, the two fluorescent signals could be very well detected independently of each other 

with minimal background from the other fluorophore (Fig. 5). 

Figure 5. Two-color analysis of Po- and Ne-

constructs. HeLa cells grown on cover slips 

were co-transfected with equal amounts of 

pcDNA5/SVPo and pcDNA5/SVNe and cells 

were fixed and analyzed by confocal 

fluorescence microscopy for EGFP 

fluorescence (panel 1), or for ECFP 

fluorescence (panel 2). Panel 3 shows a merge 

between images from panels 1 and 2. The bar 

corresponds to 20^m. 
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Discussion 

The reporter cassettes presented here were designed as a pair for the discrimination between 

closely related cell types and cellular signaling events via two-color TPSLM. ECFP and EGFP 

were chosen because they are both efficiently excited at the same wavelength by conventional 

Ti-Sapphire lasers (15,16). Despite the considerable overlap between the two emission spectra, 

they can be clearly distinguished from each other. To facilitate further the discrimination 

between these two fluorophores, they were directed to different cellular compartments. A 

fusion between the cell surface expressed transmembrane protein human CD25 and EGFP 

(Ne-series) is directed very efficiently to the cell surface. The frequent occurrence of reduced 

fluorescence in chimeric proteins containing GFP is not at all observed here. The GFP 

fluorescence of hCD25-EGFP is at least as strong as that of the uncoupled EGFP, when 

equivalent amounts of DNA are transfected. This may be due to the use of the E2-linker 

sequence connecting the two proteins. The linker peptide sequence EAAAR either in two (E2) 

or in four copies (E4) was found to be superior to several other types of linker peptides 

including the frequently used glycine-serine linkers (20). While we have not compared 

different linkers for our reporter, it certainly appears that the E2-linker works very well in the 

hCD25-EGFP fusion protein. 

Efficient cell surface expression of the hCD25-EGFP will be useful for magnetic cell sorting 

of marker-positive cells. For simple positive-negative sorting approaches, cell sorting via 

magnetic beads is normally superior to flow cytometry, even when compared to high-speed 

cell sorters. Cell sorting speed of the best cell sorters is around 5 x 1 0 cells per hour at 

present, while the potential for scale-up of magnetic sorting is almost unlimited and processing 

of several times 109 cells in one sort is commonplace. Due to the shorter sorting time, cell 

survival is normally better and sterility is also easier to ensure in magnetic sorting. But 

obviously, our hCD25-EGFP reporter can be used also for cell sorting via flow cytometry, for 

example when multiparameter sorting is required. 
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Immunotoxins based on the hCD25-specific anti-TAC mAb have been developed and 

extensively characterized by Pastan and colleagues (34). Such immunotoxins could therefore 

be used for in vivo ablation strategy of hCD25-EGFP positive cells and tissues in transgenic 

mice and efficiency of ablation could be monitored via the EGFP fluorescence. 

Interestingly, the hCD25-EGFP reporter very efficiently visualizes filamentous connections 

between cells. This was observed both in HeLa cells (Fig. 3) and HEK293 cells (data not 

shown). These membrane structures have been called tunneling nanotubes and have been 

shown to be important for cell-to-cell communication (29,30). To our knowledge these 

structures have so far only been demonstrated in cell culture, and it will be very interesting to 

see whether such communications can also be visualized in vivo, in transgenic mice expressing 

the hCD25-EGFP reporter. 

As expected, and as been shown for fluorescent and other proteins (24), the ECFP reporter 

was efficiently directed to the cell nucleus by C-terminal addition of three copies of the S V40 

nuclear localization signal. The ECFP-NLS3 fusion protein was further modified by addition 

of an optimized N-terminal tetracysteine tag designed to bind covalently to biarsenical dyes 

(28). Addition of the tetracysteine tag did not interfere with nuclear localization and if 

anything, the ECFP fluorescence appeared to be slightly more intense, when compared to 

untagged protein (Fig. 4, and data not shown). Labeling with biarsenical dyes will permit 

pulse-chase experiments and should thus allow to track cells of longer time frames and 

distances. Another interesting potential application is the development of fluorescence 

tomography analysis in intact small animals (31). The current most red-shifted biarsenical dye, 

ReAsH (Lumiored) with excitation and emission maxima at 593 nm and 608 nm respectively 

is still not ideal for deep tissue penetration, but the future development of cell permeable near-

infrared biarsenical dyes may further improve whole body imaging approaches. To our 

knowledge, no transgenic mice with tetracysteine tags have so far been described and it will be 

very informative to test this technique even with the currently available dyes. 
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In some of our constructs we have included the composite SVRU5 sequence element. This 

element was originally generated as part of the so-called SRa promoter, where transcription 

was initiated by the SV40 early promoter (21). The presence of the SVRU5 element boosted 

expression of target genes by one to two orders of magnitude compared to the SV early 

promoter alone and the effect was shown to be mostly post-transcriptional (21). The HTLV-1 

sequence is predicted to form a stem-loop and sequences within the loop are homologous to 

the 18S rRNA (21). It is in agreement with this finding that the SVRU5 sequences can act as 

an internal ribosomal entry site and supports bicistronic expression of constructs ((32), and our 

unpublished results). There is of course the possibility that the SVRU5 region might interact 

with a neighboring regulatory region in an unexpected manner, and therefore the inclusion of 

this element in transgenic reporter constructs has to be carefully validated. But if expression 

levels of reporter constructs can be boosted without affecting the expression pattern, this will 

be very interesting and potentially useful in certain cases. 

The different constructs presented here are flanked by different multiple cloning sites, which 

should facilitate transfer to other constructs and further modification if desired. Exchange of 

the open reading frames coding for the fluorescent protein moieties of the constructs with 

those coding for different spectral variants or other types of fluorescent proteins should further 

increase the versatility and potential usefulness of these vectors. Finally we have generated a 

low-copy plasmid vector with a large multiple coning sites based on pBR322, which should be 

useful to generate reporter constructs with relatively large flanking regulatory regions suitable 

for the generation of transgenic mice. We expect that these constructs will be widely useful for 

in vivo analysis of cellular migration events. 
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Materials and Methods 

Cell culture and transfections 

HeLa cells (ATCC, # CCL-2) were grown in Dulbecco's modified Eagle medium 

supplemented with 2 mM L-glutamine, 5 % fetal calf serum, 10 U/ml penicillin and 10 [Ag/ml 

streptomycin. HeLa cells were transfected with Lipofectamine 2000 (Invitrogen) according to 

manufacturer's instructions and cells were analyzed 48 hours post-transfection. 

Generation of reporter constructs 

An IMAGE clone containing the hCD25 coding sequences in the pCMVSport6 cDNA cloning 

and expression vector was obtained from Open Biosystems (catalog # EHS1001-6116348). 

Sequencing of this clone and comparison to EST databases revealed that it corresponds to a 

naturally occurring splice variant of hCD25, in which the sequence coding for amino acids 

186 to 195 (GEMETSQFP) in the extracellular domain of the full-length protein is missing. 

Transfection and staining with an hCD25-specific mAb (clone MEM-181, Serotec) showed 

that this variant is well recognized by the antibody (see Fig. 3). The EBS-NPL expression 

vector containing an SRa-promoter (21) has been described (33), pEGFP-Nl and pECFP-Cl 

are from Clontech, pcDNA5/FRT from Invitrogen, and pBR322 was obtained from New 

England Biolabs. 

For the generation of the different constructs, the hCD25 ORF and the SVRU5 element were 

amplified by PCR with suitable restriction sites included in the PCR primers from 

pCMVsport6/hCD25 and EBS-NPL respectively. The ECFP ORF was isolated as a restriction 
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enzyme fragment. The E2-linker (7GIEAAAREAAARGPVATM: E2-linker underlined, last 

amino acid of hCD25 and met of EGFP in italics), the N-terminal optimized tetracysteine tag 

(MAGSHRWCCPGCCKTFGGRGPVATM; tetracysteine tag underlined, met of ECFP in 

italics), and the three repeats of the SV40 NLS sequence 

(ifSGDPKKKRKVDPKKKRKVDPKKKRKVG; last amino acid of ECFP in italics, NLS3 

underlined) were synthesized as double-stranded adaptor oligonucleotides with restriction 

enzyme compatible overhangs at their ends. Oligonucleotides were obtained from Sigma-

Aldrich. All constructs were verified by sequencing. Sequences of constructs are available 

upon request. 

Immunofluorescence microscopy 

Immunolocalizations were performed on HeLa cells grown on glass cover slips (Fisher). For 

detection of cell-surface CD25, cells were stained for 30 minutes at 4°C with biotinylated mouse 

anti-human-CD25 (Serotec, clone MEM-181) diluted 1:400, washed and incubated with 

streptavidin-APC (1:200, Becton Dickinson) for 30 minutes at 4°C. For detection of the 

tetracysteine-tag, cells were incubated with 0.5 piM ReAsH reagent (Lumiored, Invitrogen) in 

serum free OptiMEM medium (Invitrogen) for 15 minutes at 37°C, and washed with lx BAL 

washing buffer (Invitrogen). After washing, cells were fixed with 4% paraformaldehyde for 30 

min at 4°C. Cover slips were mounted onto microscopy slides with Prolong Antifade reagent 

(Invitrogen). Cells were observed with an Olympus FV1000 confocal microscope. Data was 

processed with the Fluoview image analysis software (Olympus). 

Flow cytometry 

HeLa cells were incubated for 30 minutes at 4°C with biotinylated mouse anti-human-CD25 

mAb (Serotec, clone MEM-181) diluted 1:400. Cells were washed twice and incubated with 
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streptavidin-PerCP (1:200, Becton Dickinson) for 30 minutes at 4°C. After washing, cells were 

analysed on a FACSCalibur flow cytometer (Becton Dickinson). Fluorescence analysis was 

gated on live cells through forward and side scatter properties of cells. Data was processed with 

Cell Quest Pro software (Becton Dickinson). 

Additional material 

Supplemental Figure SI. Low-copy cloning vector pBR322PL. 
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Supplemental data 
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3f TTAACCCGGCCGGTAGCTACAGCTGGGATCCAGATCTCCTGGTTAACCTTAAG 
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GCGTTAACGCGTCCTTAGCTAGCCGGGTTATCGCATGCTTAATTAACCTTGG 3' 
CGCAATTGCGCAGGAATCGATCGGCCCAATAGCGTACGAATTAATTGGAACC 5f 

Supplemental Figure SI. Low-copy cloning vector pBR322PL. A) Generation of 

pBR322PL. The 1367 bp EcoRI-Styl fragment containing the tetracycline resistance gene 

(TcR) was replaced by a double-stranded olignucleotide adaptor containing a multiple coning 

site (MCS). The EcoRl site from pBR322 was destroyed during this cloning step, but the Styl 

site was retained. Ap : ampicillin resistance gene (|3-lactamase); ori: origin of replication; rop: 

rop gene product responsible for low copy number. B) Nucleotide sequence and restriction 

enzyme sites of MCS of pBR322PL. Unique restriction enzyme sites within the MCS are 

shown above the nucleotide sequence. 
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2.2 Generation des constructions destinees a la generation de la souris « PoNe » 

Les constructions « Po » et « Ne », dont la generation est rapportee dans la section 2.1 de ce 

memoire, sont destinees a etre utilisees pour la generation d'un nouveau modele murin, la 

souris « PoNe », permettant l'etude simultanee in vivo des phenomenes de selection positive et 

negative des thymocytes. Dans ce but, chacune des constructions rapporteuses doit s'exprimer 

sous le controle d'elements de regulation de la transcription de genes associes a la selection 

positive et negative. Les genes utilises comme gene marqueur de la selection positive et 

negative doivent done etre actives au niveau transcriptionnel par les voies de signalisation 

specifiques a ces phenomenes de selection. L'implication de ces genes dans chacun des 

processus ainsi que les elements qui controlent leur transcription doivent etre connus et 

caracterises dans la litterature. 

2.2.1 Choix des genes marqueurs de la selection negative et positive 

II n'existe pas de marqueur de surface qui soit associe a la selection negative, mais 

P expression de plusieurs proteines intracellulaires a ete correlee aux processus de selection 

negative. Comme cela a ete discute precedemment, les proteines Bim et Nur77 sont clairement 

impliquees dans 1'induction de l'apoptose suite a un signal de selection negative (Woronicz et 

al., 1994; Bouillet et al., 1999). Bim est induit au niveau transcriptionnel suite a un signal de 

selection negative(Bouillet et al., 2002; Schmitz et al., 2003), cependant, ses elements de 

regulation ne sont pas bien caracterises dans la litterature. La transcription de Nur77 est aussi 

induite en reponse a un signal de selection negative (Liu et al., 1994). La liaison a l'ADN et 

l'activite transcriptionnelle de cette proteine sont egalement necessaires a la selection 

negative (Kuang et al., 1999). Plusieurs etudes se sont penchees sur la regulation de la 

transcription de Nur77 (Williams and Lau, 1993; Yoon and Lau, 1993; Woronicz et al., 1995). 

Nur77 est done un bon comme marqueur de la selection negative et nous avons decide 
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d'utiliser ses elements de regulation dans la construction rapporteuse « Ne ». 

Peu de genes candidats clairement associes a la selection positive remplissent les conditions 

decrites precedemment pour le choix des genes marqueurs destines a controler 1'expression 

des constructions rapporteuses dans la lignee « PoNe ». Differentes etudes ont utilise des 

micropuces d'ADN ou ARN pour mettre en evidence les genes dont l'expression est modulee 

apres un signal de selection positive. Une de ces etudes montre l'expression de IAN1 et IAN4 

{Immune-associated nucleotide binding protein 1 et 4) dans les thymocytes suite a un signal de 

selection positive (Poirier et al., 1999; Nitta et al., 2006 ). Ces proteines font partie d'une 

nouvelle famille de proteines qui n'est pas encore bien caracterisee (Nitta et al., 2006), ce qui 

rend difficile l'utilisation de leur elements de regulation de transcription dans nos 

constructions. De plus, IAN1 s'exprime dans les thymocytes DN a la suite d'un signal par le 

pre-TCR, ce qui rend son utilisation peu adaptee a 1'etude des phenomenes de selection 

(Poirier et a l , 1999). En effet, la signalisation decoulant d'un signal de selection positive 

serait, dans ces conditions, difficile a distinguer de celle obtenue a la suite d'un signal par le 

pre-TCR. Cependant, comme je l'ai mentionne plutot, plusieurs etudes ont mis en evidence 

l'association de la molecule CD69 au processus de selection positive et les sequences regulant 

l'expression de ce gene sont bien caracterisees (Swat et al , 1993; Yamashita et al, 1993; 

Ziegler et al., 1994b). CD69 n'est pas seulement un marqueur de la selection positive, il est 

egalement associe a d'autres phenomenes. Ce point sera aborde dans la discussion. Toutefois, 

nous avons decide d'utiliser les elements de regulation de CD69 pour associer l'expression de 

la construction rapporteuse « Po » a un signal de selection positive dans la souris « PoNe ». 

Les sections qui suivent traiteront du travail accompli en vue de la generation de la lignee 

transgenique « PoNe ». Comme cela a deja ete mentionne, pendant ma maitrise j 'ai travaille 

en collaboration avec Mme Aline Astrain, etudiante au doctorat. En ce qui concerne cette 

partie du travail, nous avons collabore dans 1'analyse de la litterature, des elements qui 

regulent la transcription des genes marqueurs choisis et dans 1'elaboration des strategies de 
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clonage de ces memes elements. Cependant, Mme Astrain s'est concentree sur la generation 

de la construction «Ne » alors que moi je me suis concentree sur la generation de la 

construction « Po ». Un travail equivalant a celui qui est decrit dans les sections qui suivent a 

ete accompli en vue de generer la construction « Ne ». 

2.2.2 Clonage des elements de regulation de I'expression de CD69 

La sequence genomique de CD69 murin a ete analysee afin de determiner la position des 

elements qui controlent l'expression de CD69 et d'etablir une strategic pour les doner. Le 

gene CD69 murin a une taille d'environ 7,5 kilobases et contient 5 exons (figure 10) (Ziegler 

et al., 1994b). Une etude des 700 paires de bases en amont du codon d'initiation dans la partie 

5' du gene CD69 a permis 1'identification de son promoteur proximal (Ziegler et al., 1994b). 

Cette sequence contient les sites consensus de la boite TATA et des sequences de liaison de 

differents facteurs de transcription, tels NFKB {nuclear factor KB) , Oct-1/2, PU.l et les 

facteurs de transcription de la famille GATA (Ziegler et al., 1994b). Cette sequence est la 

seule qui a ete rapportee dans la litterature comme ayant un role dans la regulation de 

l'expression de CD69. 

Exons de CD69 

1 /AUG 2 34 5 

i/ ' " • 

Figure 10. Structure genomique de CD69. 

Le gene CD69 murin se trouve sur le chromosome 6 a la position 129,217,342-129,225,387 

sur le brin (-) (Ensembl release 48-december 2007). II est compose de 5 exons et 4 introns. Le 

A UG se trouve sur I 'exon 1 a 85 paires de bases du debut de I 'exon. Le transcrit de CD69 

comporte 1621 paires de bases et laproteine CD69 est composee de 199 acides amines. 

i kb 
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2.2.2.1 Caracterisation des fosmides CD69 

Des clones genomiques contenant la sequence de CD69 murin (lignee C57/BL6) ainsi qu'une 

large partie en 5' de son codon d'initiation ont ete utilises dans le clonage de ses elements de 

regulation. Deux clones ont ete obtenus du centre ressource BAC/PAC CHORI (Osoegawa et 

al., 2000): WI1-488M21 (G135P66175B2); WI1-2167J23 (G135P60102D1), dorenavant 

designes fosmides B2, Dl respectivement. Le centre ressource BAC/PAC CHORI ne garantit 

pas l'exactitude des sequences de chaque clone (http://bacpac.chori.org/). En realite, environ 

10% a 15% des clones proposes a la vente sont mal identifies. Les clones ne sont sequences 

qu'a leurs extremites, ce qui permet d'identifier les limites des sequences donees, mais pas la 

qualite de la sequence dans son integrite. II est done imperatif de verifier la presence et 

l'integrite des regions cible dans les clones recus. 

Les sequences d'ADN theoriquement correspondantes aux fosmides achetes ont ete obtenues 

de la base de donnees Ensembl! (http://www.ensembl.org/index.html) en utilisant les 

informations donnees sur chaque clone au sujet de la position des extremites de la sequence 

contenue par rapport a 1'annotation du genome de la souris et le contig sur lequel se trouve 

cette sequence. A partir de ces sequences, il a ete possible de creer une amorce amplifiant la 

frontiere entre l'exonl de CD69 et l'intron 1-2. La reaction de PCR utilisant ces amorces (VS 

166 et VS 167, tableau 2) a permis de diagnostiquer la presence de la partie 5' de CD69. 

L'analyse des fosmides B2 et Dl par PCR n'a pas permis d'identifier les sequences cibles 

(resultats non montres). De la meme facon, le patron de restriction obtenu avec differentes 

enzymes de restriction ne correspondait pas a celui attendu (resultats non montres). II est done 

probable que ces deux fosmides soient mal identifies dans la base de donnees du centre 
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ressource BAC/PAC CHORI. 

Trois autres fosmides ont ete commandes au centre ressource BAC/PAC CHORI: WI1-

963N19 (G135P68834B3); WI1-2303J21 (G135P602938D2) et WI1-232H21 

(G135P63114E2), dorenavant designes fosmides B3, D2 et E2 respectivement. L'analyse par 

PCR a permis d'amplifier un fragment de 406 paires de bases indiquant la presence de la 

region 5' de CD69 dans les fosmides B3, D2. II n'a pas ete possible d'amplifier cette region a 

partir du fosmide E2 (figure 11). 

PCRB3 PCRD2 PCRE2 

amplification 
non-sp6cifique 

406 pb 

Figure 11. PCR diagnostique des fosmides B3, D2 et E3. 

Les amorces VS166 et VS 167 ont ete utilisees pour les amplifications indiquees sur la figure. 

La taille attendue de I'amplicon est de 406 paires de base. 

Les patrons de restriction attendus avec differentes enzymes pour le fosmide D2 sont presentes 

dans le tableau 3 et les resultats obtenus sont en accord avec les previsions (tableau 6; figure 

12). 
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Tableau 6. Patron de restriction attendu dufosmide D2 

Enzyme Taille des fragment (kilobases) 

BamHI 1 5 - 1 0 - 7 , 5 - 6 - 5 - 1 , 5 

EcoRl 1 8 - 1 0 - 8 , 5 - 4 , 2 - 2 , 5 - 2 , 3 

Kpnl 1 5 - 1 1 - 8 , 4 - 3 , 2 - 3 , 1 - 2 , 9 - 1 , 4 

EcorV 1 9 - 1 0 - 5 , 1 - 5 , 1 - 4 , 8 

Mfe I 7,2 - 5,7 - 5,7 - 5,5 - 4,9 - 2,7 - 2,4 - 0,9 

Not 1 38 - 6,8 

Sfi 1 34 - 11 

Hind III 8 - 6 , 9 - 5 , 4 - 4 , 8 - 4 , 5 - 2 , 6 - 2 , 5 - 2 , 4 - 1 , 7 - 1 , 3 

E « 1 
(3 iij x 

i f | t - I 
Ul 

a* 

5 x 

* *» w«« < • • * * # * # 

Marqueur 
(kb) 

19 
7,7 
6,2 
4 ^ 
3,4 
2,6 

1,8 

1,4 

0,9 

Figure 12. Analyse de restriction dufosmide D2. 

Le fosmide D2 a ete digere avec differentes enzymes de restriction, comme indique sur la 

figure. 
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II est important de mentionner que le contraste de la figure 12 ne permet pas de bien voir tous 

les fragments. II existe de legers ecarts entre la taille des fragments predits et obtenus quand 

les fragments obtenus sont compares au marqueur de poids moleculaire utilise, surtout quand 

il s'agit des fragments de plus haut poids moleculaire. Ceci peut etre explique par le fait que la 

separation des plus grands fragments dans ce type de gel n'est pas efficace. II est difficile de 

trouver des conditions dans lesquelles la separation de tous les fragments est efficace, en 

raison des grosses variations de tailles existant entre les fragments etudies. Cependant, etant 

donnee que la distribution des fragments entre eux est en accord avec les tailles attendues et 

que le diagnostique par PCR est positif, le fosmide D2 a ete utilise pour la suite des 

manipulations. 

2.2.2.2 Analyse avec PReMod du contexte genomique de CD69 

En dehors du promoteur decrit par Ziegler et collegues, aucun autre element de sequence n'a 

ete decrit dans la litterature pouvant avoir un effet sur la regulation de CD69. Cependant, 

plusieurs etudes ont montre certaines interactions existant entre le promoteur de certains genes 

et des elements distaux qui sont importantes dans la regulation de 1'expression de ces genes 

(Ling et Hoffman, 2007; Vernimmen et al., 2007). L'importance de ce type d'interaction a ete 

notamment mise en evidence dans le cas de la regulation de 1'expression des cytokines 

specifiques des cellules T de type Th2 (Lee et al., 2003; Lee et Rao, 2004; Spilianakis et 

Flavell, 2004; Lee et al, 2005; Spilianakis et al, 2005). 

PReMod (http://genomequebec.mcgill.ca/PReMod/welcome.do) est une base de donnees 

permettant la prediction de modules de regulation en cis {predicted Cis Regulatory Modules; 

pCRMs) a travers le genome (Ferretti et al., 2007). L'algorithme utilise pour effectuer les 

predictions a ete developpe par Mathieu Blanchette et collaborateurs en 2006 (Blanchette et 
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al., 2006). Cette base de donnees permet d'identifier de potentiels sites de liaison de facteurs 

de transcription donnes, en amont et en aval d'un gene d'interet, et ce pour le genome humain 

et celui de la souris (Ferretti et a l , 2007). Les analyses peuvent etre restreintes a des regions 

chromosomiques definies ou a des zones autour d'un gene d'interet (Ferretti et al., 2007). Les 

resultats contiennent egalement de l'information au sujet des facteurs de transcription qui lient 

un pCRM donne et de leur distribution (Ferretti et al., 2007). II est aussi possible de visualiser 

le contexte genomique de la sequence analysee et d'acceder a de l'information supplemental 

via des liens incorpores vers le Repeat Masker (http://www.repeatmasker.org/), le UCSC 

(University of California, Santa Barbara) Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/) et NCBI 

{National Center for Biotechnology Information) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 

Puisque PReMod s'avere etre un outil d'analyse puissant, le contexte genomique de CD69 a 

ete analyse avec ce programme. Le lien vers Repeat Masker a permis d'identifier un tres grand 

nombre de repetitions existant en 5' de CD69 (figure 13). Dans les 10 000 paires de base qui 

suivent le pCRM proximal de CD69 16 sequences repetees ont ete detectees. La taille des 

repetions est variee et les plus etendues sont cataloguees dans la figure 14. 

Exons de CD69 

1 7
A U G 2 34 5 

m m \ / I i I B _ 
Ikb 

pCRM distal pCRM proximal 

Figure 13. Emplacement des pCRMpr edits par PReMod par rapport a CD69. 

Le pCRM distal est situe a -9414 paires de bases par rapport a CD69 et a une taille de 493 

paires de bases. Le pCRM proximal se trouve a -393 paires de bases par rapport a CD69 et a 

une taille de 530 paires de bases. Les sequences repetees de plus de 150 paires de bases sont 

annotees enjaune. Les sequences repetees separees par moins de 100 paires de base ont ete 

consider ees comme une seule sequence repetee pour des fins d'annotation. 
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La presence de ces sequences repetees rend plus difficile la manipulation de cette sequence a 

des fins de clonage. Deux pCRMs ont ete identifies, un a -393 paires de bases (proximal) par 

rapport au codon d'initiation et un deuxieme a environ -9,4 kilobases (distal) par rapport au 

codon d'initiation (figure 14). Le pCRM proximal trouve est compris dans les sequences 

decrites dans la litterature (Ziegler et al., 1994a). II a une longueur de 530 paires de bases et 

contient des sites consensus pour le facteur de transcription NFKB, comme cela est decrit dans 

la litterature (Ziegler et al., 1994a). La taille du pCRM distal est de 493 paires de bases de 

longueur. Malgre la grande distance qui les separe, les deux pCRMs ont en commun des sites 

consensus pour la liaison du facteurs de transcription NFKB et c'est pourquoi les deux pCRM 

font partie de la strategie de clonage elaboree pour la generation de la construction finale 

« Po » destinee a la transgenese. 

2.2.3 Strategie de clonage des elements de regulation de CD69 

Puisque l'utilisation de sites de restriction est tres limitee par les choix precis des sequences a 

isoler, la strategie de clonage finalement choisie consiste a amplifier les deux pCRMs relatifs a 

CD69 par PCR. Des amorces ont ete dessinees pour amplifier les regions d'interet. L'amorce 

anti-sens permettant d'amplifier le pCRM proximale a ete strategiquement placee entre le 

codon d'initiation et le site d'initiation. Le site d'initiation se trouve a 126 paires de base du 

codon d'initiation et l'amorce en question est situee a 85 paires de base de celui-ci. Les 

amplifications ont ete effectuees en utilisant la polymerase Phusion Hot Start de Finnzymes, 

une polymerase de la famille des polymerases de Pyrococcus avec une modification hot start 

fusionnee a un domaine de processivite. Selon le fabricant le taux d'erreur de cette polymerase 

est de 4.4 x 107, ce qui 50 fois inferieur au taux d'erreur de la Taq polymerase. L'ajout du 

domaine de processivite augmente de 10 fois la vitesse de 1'enzyme, ce qui rend son utilisation 

pour 1'amplification de fragments longs interessante. Le produit PCR contenant le pCRM 

proximal a une taille de 1425 paires de bases et celui qui contient le pCRM distal a une taille 
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de 1489 paires de bases. Ces produits contiennent la sequence des pCRMs entouree d'environ 

500 paires de base de chaque cote (figure 14). 

Figure 14. 

de clonage 
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a amplifier par PCR les pCRM identifies en amont de CD69. 

Le pCRMproximal amplifie avec les amorces VS 248 et VS 249 a une taille de 1425 paires de 

bases. Le pCRM distal amplifie avec les amorces VS 288 et VS289 a une taille de 1498 paires 

de bases. Les pCRM sont indiques en bleu et les amplicons en orange. 

Les deux produits PCR sont destines a etre clones en amont de la construction rapporteuse 

« Po » dans le vecteur pBR322PLK7Po de sorte a controler son expression. Le pCRM 

proximal a ete clone en utilisant les sites Nhe I et Bgl II. Le pCRM distal a ete clone en 

utilisant les sites Sal I et Mlu I (figure 15). 
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Figure 15. Plan de la construction pBR322PL/CD69pd/K7Po. 

Cette construction comprend le pCRM distal et proximal de CD69 regulant Vexpression de la 

proteine de fusion ECFP-NLS3, qui porte en N-terminal une etiquette tetracysteine (Cys4). En 

5' de la proteine de fusion se trouve I 'element SVR U5 et en 3' le signal de polyadenylation de 

I'hormone de croissance bovine (bGH) provenant du vecteur pcDNA5/FRT. 
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La sequence complete et annotee de la construction « Po » se trouve en annexe. Puisque la 

lignee « PoNe » est generee par la co-injections des constructions « Po » et «Ne », la 

sequence annotee de la construction « Ne » generee par Mme Astrain se trouve egalement en 

annexe, a titre informatif. 

3. Generation de la souris transgenique « PoNe » 

Une methode de micro-injection conventionnelle dans des ovocytes de souris C57/B6 a ete 

choisie pour la generation de la souris double transgenique « PoNe ». Nous avons envisage la 

possibilite de recourir a des methodes comme le « knock-in » ou la recombinaison avec des 

BAC, qui ont l'avantage de conserver la regulation endogene du gene cible et de controler 

l'endroit et le nombre d'insertions du transgene (Germain et al., 2006; Bajenoff et Germain, 

2007). Cependant, ces methodes sont plus dispendieuses et laborieuses que la transgenese 

conventionnelle, pour laquelle nous avons done opte. 

Les micro-injections dans des ovocytes de souris C57/B6 ont ete effectuees au laboratoire de 

transgenese sous la supervision de la Dre. Cowan au Centre Hospitalier de l'Universite de 

Montreal. L'ADN de chaque construction a ete prepare dans notre laboratoire, linearise avec 

les enzymes Pac I et Cla I et precipite. L'ADN de chaque construction a ete envoye a la Dre. 

Cowan, qui s'est ensuite occupee de la purification du fragment d'interet et des micro

injections. 

Les experiences de micro-injection ont debute le 3 septembre 2007 et les premieres portees 

sont nees le 24 septembre 2007. Mme Astrain s'est occupee d'etablir des protocoles pour 
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diagnostiquer les souriceaux et nous avons jusqu'a present une souris positive pour la 

construction « Ne ». Les procedures de micro-injection sont toujours en cours. 

4. Caracterisation de la fonction de l'element SVRU5 en tant que IRES 

L'element SVRU5 a ete inclus dans les constructions rapporteuses en premier lieu pour sa 

capacite a augmenter l'expression, au niveau traductionnel, du transcrit qui lui est associe 

(Takebe et al., 1988). II a aussi ete montre que la sequence RU5 du virus HTLV-1 (Human T-

Lymphotropic Virus-1), qui fait partie de la sequence SVRU5, peut se comporter comme un 

IRES (Internal ribosome entry site) et ainsi permettre la traduction du deuxieme cistron d'une 

construction bicistronique de facon independante de la coiffe de 1'ARN messager (Attal et al., 

1996). II a ete montre que certains de ces IRES possedent des sequences homologues a 1'ARN 

ribosomal, permettant ainsi le recrutement des sous-unites du ribosome necessaires a 

l'initiation de la transcription (Dresios et al., 2006). II existe de telles sequences dans le virus 

HTLV-1, notamment dans la region RU5 (Takebe et al., 1988). 

Afin de tester la capacite de la sequence SVRU5 a fonctionner en tant quTRES, le cadre de 

lecture ouvert de CIITA (Class II transactivator) a ete clone en amont de cette sequence dans 

la construction pSVRU5/Ne (figure 17). 

© JQ 
, 2 ><, 

JSV40 

^ T, mmuMmmEmtJr 
Squelette d'ADN : pEGFP-N1 

Figure 17. Plan de la construction pCIITA-SVRU5/Ne. 

Cette construction bicistronique est composee de la region codante de CIITA, de I 'element 

SVRU5 et de laproteine de fusion hCD25-EGFP. 
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CIITA est un transactivateur dont le role est de controler l'expression des molecules de CMH 

II (Steimle et al., 1993). II a aussi ete demontre que la transfection de CIITA est suffisante 

pour activer l'expression des molecules de CMH II dans des cellules qui ne les expriment pas 

constitutivement (Steimle et al., 1994). Par consequent, si la sequence SVRU5 fonctionne 

comme un IRES, il doit permettre l'expression des deux cistrons de la construction 

pCIITA/SVRU5/Ne, c'est-a-dire, CIITA et la proteine de fusion hsCD25-EGFP. 

Des cellules HeLa, qui n'expriment pas CIITA constitutivement, ont ete transfectees de facon 

transitoire tel qu'indique dans la figure 18, colorees avec un anticorps anti-CMH II et 

analysees par cytometric de flux (figure 18). 

Contrdle CIITA 

EGFP SVRUS/Ne 

: 
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CIITA-SVRU5/N6 
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Figure 17. Analyse par cytometrie de flux 

de lafonction IRES de SVRU5. 

Des cellules HEK 293 ont ete transfectees 

de facon transitoire avec EBS-NPL 

(controle; panneau 1), pSRaneoCIITA 

(CIITA; panneau 2), pEGFP-Nl (EGFP; 

panneau 3), pSVRU5/Ne (SVRU5/Ne; 

panneau 4) et avec la construction 

bicistronique pCIITASVRU5Ne (CIITA-

SVRU5/Ne; panneau 5). La presence de 

molecules de CMH II a ete mise en 

evidences avec I'anticorps a-HLA-DR HK-

14-QR. Les cellules ont ete analysees pour 

la presence des molecules de CMH II et de 

la EGFP. 
EGFP 

85 



La presence de molecules de CMH II a la surface des cellules transferees avec CIITA a ete 

mise en evidence ce qui indique l'expression de CIITA et l'activation de l'expression des 

molecules de CMH II par cette proteine (figure 18). En revanche, les cellules transferees avec 

la construction pSVRU5/Ne seule ne possedent pas de molecules de CMH II a leur surface, 

mais sont positives pour l'expression de l'EGFP, indiquant l'expression de la proteine de 

fusion hCD25-EGFP (figure 17). La presence simultanee de molecules de CMH II et de la 

proteine de fusion hCD25-EGFP peut etre mise en evidence a la surface des cellules dans 

lesquelles la construction bicistronique a ete transfectee (figure 18). II est ainsi possible de 

conclure que la sequence SVRU5 fonctionne dans ce cas-ci comme un IRES permettant 

l'expression de deux cistrons simultanement. 
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3. DISCUSSION 

3.1 Generation de la souris double transgenique « PoNe » 

Le but ultime de mon projet etait de generer une nouvelle souris double transgenique 

permettant de suivre par microscopie biphotonique in vivo les processus de selection positive 

et negative des thymocytes. Pour que 1'observation des thymocytes soit realisable, il est 

necessaire que ces cellules soient colorees. II existe plusieurs possibilites en ce qui a trait a la 

methode utilisee pour marquer une population de cellules d'interet in vivo. Ainsi, il est 

possible de colorer les cellules avec des colorants vitaux, tel que le CFSE et le SNARF avant 

de les transferer dans une souris (Germain et al., 2006; Bajenoff et Germain, 2007). 

L'inconvenient majeur de cette technique est que le marquage avec ces colorants n'est pas 

stable au cours des divisions cellulaires (Germain et al., 2006; Bajenoff et Germain, 2007). 

L'utilisation de vecteurs retroviraux encodant une proteine fluorescente permet de contourner 

ce probleme. Les cellules souches hematopoietiques peuvent etre infectees avec ces vecteurs 

et ensuite etre transferees dans des souris pour la generation d'animaux chimeriques (Witt et 

al., 2005). Cependant, ce systeme possede un desavantage majeur puisque le marquage n'est 

pas du tout specifique des evenements subis par les cellules. II est alors necessaire de recourir 

a l'utilisation de souris transgeniques pour le TCR afin d'etudier les phenomenes de selection 

positive et negative. 

Notre but est d'etudier les phenomenes de selection dans un repertoire de thymocytes 

sauvages pour le TCR et non dans un contexte artificiel. Pour cela, il est necessaire de pouvoir 

visualiser les evenements en aval du TCR. Nous avons decide de generer des souris 

transgeniques dans lesquelles un rapporteur genetique est place sous le controle d'elements de 
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regulation de genes connus pour etre actives lors des phenomenes de selections positive et 

negative. Par rapport a la transgenese conventionnelle, ou le transgene s'insere par 

recombinaison de facon aleatoire, le «knock in» permet de cibler 1'insertion par 

recombinaison homologue dans un locus donne (Mak, 2007). Cette technique permettrait 

d'inserer la construction rapporteuse dans le locus du gene marqueur et d'obtenir ainsi une 

regulation de 1'expression de ces constructions qui tres semblable a la regulation endogene des 

genes marqueurs CD69 et Nur77. La transgenese conventionnelle est moins dispendieuse, 

moins longue, et malgre le fait qu'il ne soit pas possible de controler le site d'insertion, il peut 

etre avantageux d'avoir des insertions multiples en ce qui concerne les niveaux d'expression 

du transgene. C'est pourquoi nous avons opte pour cette technique pour la generation de la 

souris « PoNe ». Plusieurs lignees fondatrices independantes seront generees et validees. 

Afin de pouvoir etudier la selection positive et negative dans le meme animal, il est necessaire 

d'avoir un marqueur associe a chacun de ces processus. La co-injection de deux transgenes 

differents, controles par le meme promoteur ou des promoteurs differents, a deja ete utilisee 

pour generer des souris double transgeniques (Beermann et al., 1991; Overbeek et al., 1991; 

Qian et al., 2001; Sato et al., 2001; Zhang, 2001; Voyle et al., 2003). La co-injection peut 

resulter dans l'expression active et independante des deux transgenes (Overbeek et al., 1991; 

Sato et a l , 2001; Zhang, 2001). La co-integration des deux transgenes facilite le maintien de 

la lignee double transgenique. Par rapport a Pinjection d'une seule construction, la co-

injection n'est pas plus exigeante techniquement et a l'avantage de permettre l'expression de 

plusieurs proteines en meme temps (Zhang, 2001). Les constructions « Po » et « Ne » ont ete 

co-injectees en septembre 2007 dans des ovocytes de souris C57/BL6 dans le but de generer la 

souris double transgenique « PoNe ». Nous avons identifie une souris positive pour la 

construction « Ne » et les croisements necessaires a etablir la lignee sont actuellement en 

cours. D'autres portees sont nees et les souris seront genotypees prochainement. Egalement, 

d'autres experiences de co-injection sont presentement en cours. 
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3.2 Generation et caracterisation des cassettes rapporteuses « Po » et« Ne » 

La finalite des constructions rapporteuses « Po » et « Ne » est de permettre la distinction entre 

un signal de selection positive et negative par leur detection simultanee dans une seule cellule. 

II est done imperatif de pouvoir distinguer les deux rapporteurs utilises. Pour pouvoir suivre 

1'expression de deux proteines fluorescentes dans le meme animal de facon simultanee par 

microscopie biphotonique, il faut que leur longueur d'onde d'excitation soit commune et dans 

les limites des lasers titane - saphir couramment utilises (Sahai et al., 2005). Sahai et 

collaborateurs ont rapporte l'utilisation de la paire EGFP et ECFP dans une etude utilisant la 

microscopie biphotonique in vivo (Sahai et al, 2005). En effet, cette paire de fluorophores 

peut etre excitee de facon optimal avec un laser titane-saphir (Blab, 2001). Chaque 

construction doit exprimer une des proteines fluorescentes choisies comme rappporteur. 

L'EGFP peut etre aisement detectee par un cytometre de flux standard, alors que la 

combinaison des filtres de detection dans un cytometre de flux standard ne permet pas celle de 

l'ECFP. II est actuellement impossible de distinguer les thymocytes qui subissent la selection 

negative in vivo par l'expression d'un marqueur membranaire detectable avec un anticorps 

sans permeabilisation. L'expression de l'EGFP dans les cellules ayant recu un signal de 

selection negative permet la visualisation, par cytometric de flux, des thymocytes qui subissent 

ce phenomene. En ce qui concerne la selection positive, il est possible d'exploiter l'expression 

endogene de la proteine transmembranaire CD69 a l'aide d'un marquage avec un anticorps 

pour mettre en evidence les cellules ayant recu ce signal. Ainsi, dans ce cas, l'expression 

d'une proteine fluorescente detectable par les cytometres classiques n'etait pas absolument 

necessaire. 

Afin de faciliter la discrimination entre les deux rapporteurs utilises, nous avons decide de leur 

dormer une localisation subcellulaire differente. II n'y a pas de marqueur membranaire connu 

associe a la selection negative et un des objectifs de l'utilisation de la lignee « PoNe » est 

l'isolation et l'etude des voies de signalisation impliquees dans la selection negative des 
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thymocytes. En consequence, il a ete decide d'inclure dans le rapporteur « Ne » un marqueur 

membranaire qui permettra de trier les cellules positives. Dans le cas de la construction « Po », 

comme je l'ai deja mentionne, l'expression de CD69 rend deja possible le tri des cellules 

positives en utilisant des anticorps commerciaux et des billes magnetiques. Afin d'induire une 

localisation subcellulaire differente des rapporteurs « Po » et « Ne », le rapporteur « Po » est 

couple a un signal de localisation nucleaire. Ce choix a egalement ete motive par le fait que 

CD69 est egalement exprime a la surface des plaquettes (Testi et al., 1990). Ceci pourrait 

representer un important probleme de bruit de fond au cours de 1'analyse des organes 

lymphoi'des primaires et secondaires qui sont hautement vascularises. Puisque les plaquettes 

n'ont pas de noyau (Janeway et al., 2004), le choix de la localisation nucleaire pour la 

construction est tout a fait approprie. 

3.3 La serie « Po » 

L'analyse du rapporteur « Po » par cytometric de flux n'est pas optimale, mais le rapporteur 

« Po » est tres bien detecte en microscopie confocale. L'ECFP a ete couplee a un signal de 

localisation nucleaire (NLS; Nuclear localisation signal) de sorte a diriger son expression au 

noyau. Le signal de localisation nucleaire utilise est celui du virus SV40 {Simian virus 40) 

repete trois fois (NLS3). Le NLS3 est utilise couramment comme signal de localisation 

nucleaire et est reconnu comme etant tres efficace (Fischer-Fantuzzi et Vesco, 1988). Les 

analyses de cellules HeLa transferees avec la construction pcDNA5/K7Po montrent 

clairement que la fluorescence de la ECFP est effectivement exclusivement nucleaire, comme 

attendu. 

La sequence HRWCCPGCCKTF contenant un motif tretracysteine (CCXXCC; X etant un 

acide amine different d'une cysteine) a ete ajoutee a la construction « Po ». Ce motif peut etre 

reconnu par un derive de la fluoresceine possedant la propriete de devenir fluorescent lorsqu'il 
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est lie aux cysteines par ses deux groupements arsenique (Adams et al., 2002). L'etiquette 

HRWCCPGCCKTF a ete optimisee pour une plus grande specificite dans la liaison du 

colorant et un niveau de fluorescence plus eleve avec moins de bruit de fond (Martin et al., 

2005). 

Les cellules HeLa transferees avec la construction pcDNA5/K7Po ont ete colorees avec le 

colorant ReAsH et analysees par microscopie confocale. La coloration avec le ReAsH a ete 

mise au point et elle est tres specifique. J'aimerais attirer 1'attention sur certaines zones, autour 

du noyau, qui presentent une coloration rouge mais pas de coloration bleue. Ceci met non 

seulement en evidence la sensibilite de la coloration avec le ReAsH mais aussi sa propriete a 

se Her a la sequence de quatre cysteines des que celle-ci est traduite, avant meme que l'ECFP 

soit mature et fluorescente. 

L'utilisation du motif tetracysteine rend la construction « Po » plus versatile puisqu'il devient 

alors possible d'identifier la cible des qu'elle est traduite. Les colorants biarseniques sont de 

petite taille, permeables a la membrane cellulaire et peuvent etre utilises in vivo (Adams et al., 

2002), rendant ainsi possible le suivi de la reponse immunitaire in vivo. D'ailleurs, le motif 

lui-meme est de petite taille, ce qui diminue considerablement l'encombrement sterique de la 

proteine de fusion (Adams et al., 2002). Les colorants biarseniques sont disponibles en 

plusieurs couleurs qui lient le meme motif, ce qui offre la possibilite de faire des etudes 

dynamiques de type « pulse-chase » (Adams et al., 2002; Gaietta et al , 2002). Dans un avenir 

immediat, l'utilisation des derives biarseniques pour la coloration des cellules exprimant la 

cassette « Po » permettra d'evaluer le temps entre la traduction de la proteine de fusion et 

1'observation de la fluorescence, correspondant au temps de repliement et de maturation de 

l'ECFP. Ceci sera particulierement utile pour evaluer l'un des defauts potentiels de notre 

systeme, a savoir le temps s'ecoulant entre la reception d'un signal de selection par une cellule 

et l'observation de la fluorescence. Enfin, l'ajout du motif HRWCCPGCCKTF permettra 

egalement une collaboration avec le Dr. Berube-Lauziere qui travaille sur le developpement 
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d'un tomographe de fluorescence pour l'imagerie non-invasive de petits animaux a la faculte 

de Genie de l'Universite de Sherbrooke. L'utilisation des colorants dont la longueur d'onde 

d'emission se situe dans 1'infra-rouge est ideale, puisqu'ils ont une meilleure penetration dans 

les tissus profonds. Le ReAsh est un colorant biarsenique rouge et son maximum d'emission 

est a 602 nm, ce qui demeure sous optimal. Cependant, selon des informations obtenues 

d'Invitrogen Molecular Probes, des colorants biarseniques dont la longueur d'onde d'emission 

se situe dans l'infra-rouge sont en train d'etre developpes, ce qui rendrait l'utilisation de notre 

souris optimale pour des applications en tomographic de fluorescence. 

3.4 La serie « Ne » 

La proteine CD25 humaine fait partie de la construction « Ne » en tant que marqueur 

membranaire. La proteine CD25 est la chaine a du recepteur de l'interleukine 2 (Janeway et 

al., 2004). II s'agit d'une proteine membranaire normalement exprimee dans les lymphocytes 

T et la proteine humaine a deja ete utilisee comme rapporteur dans d'autres systemes murins 

ou elle s'exprime bien (Gounari et al., 2002; Martin et al , 2003). La proteine humaine 

n'affecte pas la signalisation dans la souris (Gounari et al., 2002; Martin et al., 2003), tout en 

conservant sa localisation membranaire. II existe des anticorps commerciaux disponibles qui 

reconnaissent le CD25 et rendent possible l'isolement des cellules positives pour ce rapporteur 

par un tri utilisant des billes magnetiques. Ceci rend possible l'etude des voies de signalisation 

endogenes dans les thymocytes qui subissent la selection negative, ce qui n'etait pas possible 

jusqu'a present. 

CD25 a ete fusionne avec l'EGFP. II est courant d'introduire une courte sequence d'acides 

amines entre les deux proteines fusionnees.Une etude recente a montre que des sequences 

contenant deux (E2) ou quatre (E4) repetitions des acides amines EAAAR sont plus efficaces 

que les sequences GGGGSGGGGS, ACGSLSCGSF, et ACGSLSCGS-FACGSLSCGSF 
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utilisees couramment pour faire un lien entre deux proteines dans une fusion, autant en culture 

de cellules qu'm vivo (Paulmurugan et Gambhir, 2005). 

L'expression du rapporteur « Ne » a ete evaluee par cytometrie de flux et par microscopie 

confocale. L'analyse en cytometrie de flux des cellules HeLa transferees de facon transitoire 

avec la construction pcDNA5/K7Ne et colorees avec un anticorps qui reconnait le CD25 

montre que le rapporteur « Ne » s'exprime de fa9on tres efficace et qu'il y a clairement une 

co-expression nette du CD25 humain et de l'EGFP. Les niveaux de fluorescence observees 

pour la fusion CD25-EGFP sont tres semblables a ceux qui sont observes avec l'EGFP seule, 

contrairement a ce qui est parfois observe dans les proteines de fusion contenant l'EGFP. Ceci 

confirme l'efficacite de la sequence E2 comme adaptateur dans la fusion. Des analyses en 

microscopie confocale de ces memes cellules montrent que la proteine de fusion hCD25-

EGFP est fortement exprimee a la membrane des cellules, conformement a ce qui etait 

attendu. II est meme possible de voir des prolongations de la membrane cytoplasmique qui 

etablissent des communications entre les cellules adjacentes. Des structures de ce type ont ete 

decrites dans la litterature comme ayant un role dans la communication cellulaire (Rustom et 

al., 2004; Gerdes et al., 2007). Jusqu'a present, ces structures ont seulement ete documentees 

en culture de cellules et il serait interessant de documenter leur existence et d'evaluer leur role 

in vivo. 

L'observation simultanee des rapporteurs « Po » et « Ne » implique la distinction entre les 

signaux de l'EGFP et de l'ECFP. Cette distinction est difficile en raison du chevauchement 

des spectres d'emission de ces deux fiuorophores. Sahai et collaborateurs ont rapporte la 

detection simultanee de l'EGFP et de l'ECFP a l'aide d'une approche informatique de 

soustraction des deux spectres d'emission (Sahai et al., 2005). Dans le cas present, nous avons 

utilise le microscope confocal Olympus FV1000 dote de detecteurs spectraux dont les limites 

de detection peuvent etre ajustees de facon a obtenir une separation des deux signaux. Des 

cellules HeLa co-transfectees avec les constructions pcDNA5/K7Po et pcDNA5/K7Ne ont ete 
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analysees par microscopie confocale. Dans ces experiences, le signal membranaire de l'EGFP 

est aisement distingue de celui nucleaire de l'ECFP. 

3.5 Clonage des rapporteurs dans differents vecteurs 

Les rapporteurs « Po » et « Ne » ont ete realises dans le squelette d'ADN de trois vecteurs 

differents, pEGFP-Nl, pcDNA5/FRT et pBR322PL, ce qui augmente leur versatilite pour 

differentes utilisations ulterieures potentielles. 

Le sous clonage des rapporteurs dans le vecteur pcDNA5/FRT a permis de leur d'inclure le 

signal de polyadenylation de la bGH (bovine growth hormone; hormone de croissance bovine) 

dans les cassettes rapporteuses. Ce signal est souvent utilise dans des constructions destinees a 

la trangenese. Le vecteur pcDNA5/FRT contient aussi un site FRT (Flp Recombination 

Target) qui permet la recombinaison par la recombinase Flp (O'Gorman et al., 1991). Lorsque 

les sites FRT sont presents dans le genome de la lignee cellulaire d'interet et que celle-ci est 

transfectee avec un vecteur contenant un site FRT, il y a recombinaison et insertion du vecteur 

dans le genome si la recombinase Flp est exprimee (O'Gorman et al., 1991). Ceci permet 

d'utiliser nos rapporteurs comme marqueurs lors de la generation de lignees stables, ce qui a 

l'avantage de permettre la detection rapide de l'expression du gene transfecte et le tri des 

cellules positives. 

Pour permettre le clonage de regions genomiques de taille importante destinees a controler la 

transcription des rapporteurs, ceux-ci ont ete sous-clones dans un vecteur a faible nombre de 

copies. pEGFP-Nl et pcDNA5/FRT sont des vecteurs a nombre de copies eleve et ce type de 

vecteur est reconnu comme etant instables lorsque des sequences d'ADN de taille importante 

y sont inseres (Kim et al , 1992). Le vecteur pBR322 est un vecteur a faible nombre de copies 
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(Bolivar et al., 1992). Ce vecteur contient le gene rop dont le transcrit stabilise le complexe 

ARNI-ARNII ce qui decroit le nombre de copies du plasmide (Covarrubias et al., 1981). 

L'inconvenient de ce vecteur est que peu de sites uniques sont disponibles pour realiser les 

clonages. Nous avons entrepris de generer un nouveau vecteur base sur pBR322 en supprimant 

le gene tet de resistance a la tetracycline et en le remplacant par un site de clonage multiple 

synthetique. Ce site de clonage multiple contient plusieurs palindromes de 6 bases, des sites de 

restriction d'usage commun et des palindromes de 8 bases qui constituent des sites de 

restriction plus rares. Ceci rend le clonage dans ce vecteur plus facile et permet 1'insertion de 

constructions contenant des fragments genomiques de grande taille a l'aide des palindromes de 

8 bases qui sont plus rares dans le genome. 

3.6 Utilisation de la sequence SVRU5 

Le suivi d'un rapporteur fluorescent in vivo implique que son expression doit etre assez elevee 

pour permettre sa detection. Dans le cas present, il n'est pas possible d'utiliser un promoteur 

fort pour controler 1'expression des rapporteurs, puisque leur regulation doit etre le plus 

proche possible de la regulation endogene des genes marqueurs de la selection positive et 

negative. Une alternative qui s'est imposee est l'utilisation de la sequence SVRU5, qui a ete 

rapportee dans la litterature pour sa capacite d'augmenter 1'expression du transcrit en agissant 

uniquement au niveau traductionnel (Takebe et al., 1988). Les tests de cette activite en 

transfection transitoire sont peu informatifs, puisqu'il s'agit d'une situation ou la construction 

est surexprimee. II sera necessaire d'etudier la capacite de la sequence SVRU5 a augmenter 

les niveaux de proteines produits, dans une situation ou la construction est integree au genome 

des cellules analysees, notamment dans la souris « PoNe ». 

Une etude a rapporte que la sequence SVRU5 contient une region de type IRES (Attal et al , 

1996), ce qui nous a motive a tester cette activite potentielle.Les IRES ont ete identifies pour 
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la premiere fois dans la region non-traduite en 5' de certains ARN messagers du poliovirus 

(Pelletier et Sonenberg, 1988). lis ont ensuite ete mis en evidence dans l'ARN messager de 

beaucoup d'autres virus ainsi que dans la region non-traduite en 5' d'ARN messagers de 

mammiferes (Hartenbach et Fussenegger, 2006). Ces sequences permettent la transcription de 

deux genes dans un seul ARN messager et la traduction de deux proteines differentes a partir 

d'un meme ARN messager, aboutissant ainsi a l'expression de plusieurs proteines a partir d'un 

meme promoteur (Vagner et al., 2001). 

Nous avons teste la fonction IRES de la sequence SVRU5 en utilisant une construction 

bicistronique contenant la sequence codante de CIITA et la proteine de fusion hCD25-EGFP. 

Nos resultats montrent que la sequence SVRU5 a la capacite de promouvoir la traduction d'au 

moins deux proteines, qui ont des cadres de lecture ouverts assez grands, a partir du meme 

ARN messager. Ceci est avantageux dans le cadre d'un systeme rapporteur comme le notre, 

puisque ses possibilites d'application se voient ainsi multipliers. L'utilisation de rapporteurs 

bicistroniques est tres utile notamment dans le suivi de la therapie genique in vivo. (Wang et 

al., 2005). 

La sequence IRES du EMCV {encephalomyocarditis virus) est une des plus utilisees 

(Mountford et Smith, 1995) puisqu'elle presente une activite plus elevee que d'autres IRES 

viraux (Borman et al., 1997) et elle est active dans plusieurs types cellulaires (Borman et al., 

1995). Cependant, l'expression dependante du IRES de l'ECMV {Encephalomyocarditis 

virus) d'un deuxieme cistron d'une construction bicistronique est tres variable, pouvant aller 

de 6% a 100%, mais se retrouvant la plupart du temps entre 20% et 50 % par rapport a 

l'expression du premier cistron (Mizuguchi et al., 2000). L'efficacite de cette expression est 

aussi dependante du type cellulaire et du type de rapporteur utilise (Mizuguchi et al., 2000). 

Les limitations de l'utilisation de la sequence IRES de l'ECMV ont motive plusieurs groupes 

de recherche a explorer de nouvelles sequences capables d'agir comme IRES. Dans les 
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dernieres annees, des IRES synthetiques ont ete developpes (Chappell et al., 2000; Chappell 

et al., 2001; Owens et al, 2001; Chappell et Mauro, 2003; Chappell et al., 2004). Une 

caracterisation plus extensive du fonctionnement de la sequence SVRU5, impliquant entre 

autres la verification de Pefficacite de cette sequence avec d'autres cistrons dans differentes 

lignees de cellules et in vivo ainsi qu'une comparaison avec les IRES existants, permettra de 

determiner si le SVRU5 peut etre une alternative interessante aux IRES qui sont actuellement 

utilises. 

Nous avons genere des rapporteurs versatiles qui peuvent etre suivis avec des techniques 

courantes de detection de la fluorescence, qui possedent une localisation subcellulaire 

differente et qui permettent le tri des cellules qui les expriment. Les deux rapporteurs 

s'expriment fortement en transfection transitoire et la detection simultanee des deux 

rapporteurs est possible. L'etiquette HRWCCPGCCKTF permet d'effectuer des experiences 

de « pulse chase » in vivo et l'utilisation potentielle de la tomographie de fluorescence pour le 

suivi de la reponse immunitaire in vivo. La capacite de la sequence SVRU5 a agir comme un 

IRES ajoute un element de versatilite de plus a nos rapporteurs. Ces vecteurs sont disponibles 

dans trois squelettes d'ADN differents qui peuvent etre facilement manipules et peuvent done 

presenter de nombreuses applications potentielles. 

3.6 Clonage des elements de regulation de CD69 

Le role de CD69 dans les phenomenes de selection ainsi que dans d'autres processus relatifs a 

la biologie des cellules T, n'est pas completement elucide (Sancho et al., 2005). Des etudes in 

vitro ont montre que la selection negative est associee a une activation du TCR et a 

1'expression de CD69 dans les cellules DP, comme e'est le cas de la selection positive 

(Kishimoto et a l , 1995; Kishimoto et Sprent, 1997; Merkenschlager et al., 1997). Cependant, 

une etude conduite en 2003 a montre, en utilisant un modele in vivo, que ces observations 
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pouvaient etre le resultat d'une activation causee par des facteurs indirects independants de la 

selection negative par le TCR (Zhan et al., 2003). Cette controverse renforce le besoin de 

generer une lignee double transgenique «PoNe». Avec cette lignee, il sera possible 

d'observer in vivo dans un modele ou le repertoire de cellules T est sauvage pour le TCR si les 

thymocytes qui ont recu un signal de selection positive ou negative presentent ou non une 

augmentation de 1'expression de CD69 suite a 1'activation du TCR. 

CD69 a ete choisi comme gene marqueur associe a la selection positive puisque son 

association a ce phenomene a ete demontree a plusieurs reprises (Swat et al., 1993; Yamashita 

et al., 1993) et que ses elements de regulation ont ete caracterises (Ziegler et al., 1994a). Le 

contexte genomique de CD69 a ete analyse avec le logiciel PReMod, ce qui a permis 

d'identifier deux pCRMs. L'un d'entre eux est proximal par rapport a CD69 et comprend le 

promoteur identifie dans la litterature, tandis que P autre, distal, est localise a 9,4 kilobases du 

codon d'initiation de CD69. Les deux pCRM ont des sites consensus pour la liaison de 

facteurs de transcription couramment impliques dans 1'expression de proteines du systeme 

immunitaire. De plus, il est probable que le pCRM distal que nous avons identifie puisse avoir 

un role dans la regulation a distance de CD69 (Ling et Hoffman, 2007; Vernimmen et al., 

2007). L'analyse avec PReMod a permis de remarquer que les deux pCRM font partie de 

regions conservees, ce qui renforce un role potentiel pour le pCRM distal dans la regulation de 

CD69. Nous avons inclus les deux pCRMs dans la construction « Po ». 

Nous avons envisage de tester la fonctionnalite de ces elements de regulation en culture de 

cellules. Pour realiser ce projet, il etait necessaire d'utiliser une lignee cellulaire qui permet 

1'expression de CD69 et Nur77. De telles lignees sont disponibles, mais sont en general 

difficiles a transfecter. Nous avons toutefois realise des essais preliminaries de transfection en 

utilisant diverses methodes avec des cellules DO 11.10, un hybridome de cellules T qui 

exprime CD69 et Nur77, mais les taux de transfection obtenus etaient tres faibles. De plus, il 

serait necessaire de generer une lignee stable pour evaluer le fonctionnement de ces sequences 

98 



regulatrices dans un contexte le plus proche possible de celui rencontre dans la souris 

transgenique. Meme dans de telles circonstances, le nombre d'insertions et leur localisation ne 

correspond pas necessairement a ce qui serait retrouve dans une souris transgenique. De plus, 

cette manipulation ne serait pas possible avec le vecteur pBR322PL puisqu'il n'a pas de 

marqueur de selection approprie et la co-transfection d'un vecteur de selection serait 

probablement encore moins efficace que la transfection d'un seul vecteur dans une telle lignee 

cellulaire. II etait done extremement laborieux de mettre ou point une experience pour evaluer 

la fonctionnalite des elements de regulation de CD69 en culture de cellules, et surtout que les 

observation effectuees a partir de ce modele n'auraient ete que peu informatives par rapport a 

la situation obtenue dans les souris transgeniques. 

La generation de la construction « Ne » n'est pas rapportee en profondeur. Cependant, il est 

important de mentionner que le travail effectue pour la generation de la construction « Po » a 

aussi ete conduit pour la generation de la construction « Ne ». Nur77 a ete choisi comme gene 

marqueur de la selection negative car son implication dans ce phenomene est bien demontree 

et la regulation de sa transcription a ete etudiee (Williams et Lau, 1993; Yoon et Lau, 1993; 

Woronicz et al., 1995; Kuang et al., 1999). Les elements qui regulent la transcription de Nur77 

ont ete identifies et clones en 5' du rapporteur «Ne » dans pBR322PL/K7Ne. Cette 

construction a ete utilisee avec la construction pBR322PL/K7Po dans la generation par co-

injection des souris double transgeniques « PoNe ». 
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

L'etablissement de la lignee transgenique « PoNe » est actuellement en cours. Suite au 

genotypage des souriceaux et au choix des fondateurs, il sera necessaire de caracteriser les 

niveaux d'expression des transgenes dans ces souris et leur correlation avec 1'expression des 

proteines Nur77 et CD69. 

L'analyse de ces souris permettra, pour la premiere fois, l'etude de la selection positive et 

negative dans le contexte d'une population de thymocytes sauvages pour le TCR. II sera 

possible de trier les cellules positives pour 1'expression des trangenes et de caracteriser les 

voies biomoleculaires et 1'expression des genes impliques dans les phenomenes de selection. 

De plus, 1'observation de coupes de thymus de ces souris sauvage pour le TCR permettra de 

mieux juger de la localisation et la distribution des thymocytes qui ont recu un signal de 

selection. Les etudes en microscopie biphotonique permettront de caracteriser, pour la 

premiere fois, le comportement dynamique des thymocytes qui subissent les phenomenes de 

selection positive et negative. A plus long terme, le croisement de la souris « PoNe » avec des 

modeles murins qui presentent des defauts de selection negative, comme la souris NOD (Non 

obese diabetic), la souris Bim-/- ou la souris exprimant le dominant negatif de Nur77 devrait 

fournir des modeles d'etude interessants du destin des thymocytes autoreactifs qui devraient 

etre elimines par selection negative. 

Les rapporteurs utilises dans la generation de ces souris sont tres versatiles et peuvent etre 

utilises pour d'autres fins. Diverses applications peuvent etre envisagees : l'utilisation du 

rapporteur « Ne » pour la generation de vecteurs retroviraux ou lentiviraux bicistroniques qui 

permettent simultanement 1'expression d'un ARN de type « short hairpin » et un tri efficace 

des cellules transferees. Le changement de fluorophores dans les rapporteurs n'est pas 
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laborieux et peut permettre 1'adaptation de ces rapporteurs a differentes applications. 

D'autres applications dans l'etude du systeme immunitaire peuvent etre envisagees pour la 

souris « PoNe ». En effet, CD69 est bien connu comme marqueur d'activation du TCR, ce qui 

peut etre exploite pour l'etude, in vivo et en peripheric, de 1'activation des cellules T lors de la 

reponse immunitaire. Ces analyse pourraient s'effectuer par microscopie confocale (coupes de 

ganglions), biphotonique (ganglions explantes ou analyses in situ) ou par tomographic de 

fluorescence. II est important de mentionner que 1'expression de CD69 est associee aux 

phenomenes d'activation du TCR, autant dans les thymocytes que dans les cellules T matures 

(Testi et al , 1994). En fait, CD69 est exprime dans toutes les cellules de la lignee 

hematopoietique activees, sauf les erythrocytes (Testi et al., 1994). En realite, CD69 est 

exprime dans toutes les cellules de la lignee hematopoietique activees, a 1'exception des 

erythrocytes {Testi, 1994 #801}. Le fait que CD69 soit exprime dans des cellules de la lignee 

hematopoietique est avantageux en termes d'augmentation des possibilites d'applications de la 

lignee « PoNe ». Dans cette optique, il serait ainsi possible de documenter l'expression de 

CD69 au site d'inflammation en utilisant la tomographie de fluorescence. 

Des applications de la souris « PoNe » independantes de l'etude du systeme immunitaire sont 

egalement envisageables. Nur77 est exprime dans divers tissus comme marqueur precoce 

d'activation (Hsu et al., 2004). La deficience de son expression dans les cellules musculaires 

lisses des vaisseaux sanguins est associee au developpement de lesion artherosclerotiques 

(Arkenbout et al., 2002; Martinez-Gonzalez et Badimon, 2005; Bonta et al., 2007) et a des 

anomalies de la neurotransmission dependante de la dopamine dans le systeme nerveux central 

(Gilbert et al , 2006). Contrairement a d'autres recepteurs nucleaires qui sont exprimes dans 

les cellules au repos, Nur77 est exprime suite a des stimuli exterieurs (Hsu et al., 2004). Son 

expression a ete associee a l'induction de Papoptose et a la proliferation cellulaire (Hsu et al., 

2004). Ainsi, l'expression de Nur77 a ete detectee apres la stimulation avec des facteurs de 

croissance et semble avoir un role dans la croissance cellulaire dans certains cancers. La souris 
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« PoNe » s'avere etre un outil interessant pour l'etude in vivo des roles de Nur77 dans 

differents tissus et domaines d'etude. 
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pBR322PL/CD69pd/K7Po 

Fsel CXal Sail 

1 ttgggccggccatcgatgtcgacagtgggcttggg3cn:gtgccg^t:cigt-acaCcg~ca5gggc5g"aMC~"aaatc5T:ccsc-a3":gt5 taatraggaa 100 

101 gcZzzqTaZ^zzZZczzaagcZzqcatazx.c.cxczcaZaocczaaagazzzzqaaazqcaX.azqacA:.z.ccaqqgzgczqcazqzcizcczczcaqzzztcz 200 

201 cacccaacagagggcaagcacacr.grrggartaacracacagccgccaagcaagagacaaacacaaagectcaarcgcr rggcatr, arcgactccccrag 300 

301 g5ttac-aagaagaaaagtcccacaac3caccacaaactcag6gggacagccacaaacatgcac~t.caagagacagacacctgaaaaaaacgtgggaaag 400 

VS 293 (F) 

401 azcZcagqcazs.gozsaacacc^Zqzcz,czztz.qzazqstagaqzxcZcctazt.ccz^zzcacztX.cze.c.a/}zqaZcaqc~.aZZZtcav.a^zccaaqzzzciZ 500 

O pCEM distal 

501 gagcacaggaacatcacaaataaaccacaataaaccaagaagaaacataacaaaacacactttccaatgtgtttttgtatctggggaaatgttctgcaga 600 

601 agaggaaagtaagaaagtttgatgaactcagaagagaagagactggaaattgotgagaactggaaaccccceatttcctcacagccacctttactggtcc 700 

701 catgtagtaaccatttcaaacacacacacacaeacacaeaoacacacacacacacacctgctatat-aaaaacaagtgataecgatttacataacttgaat 8 00 

801 taetttaatgaaacattgcaaatggaaactctgatccacaagaagactaaggacattccagtacotcattcactcactgaaagaaaaaaateattttgaa 900 

901 atatgatgagcaggttgtcaccggaaactgcctoaggtcggaagtttgtggttcctttgaacacataccactaaggcagctgccgtgataaggaetgtac 1000 

VS 294 (R) 

1001 a c c c t g c c t t c c t g c c g c a c t t t g c a t c t g c c t c a c a t t a c a t c a t t t c c t t agaqggag 1100 

1101 aacao-cacaacgcr. rr.agrg~cta:u.ar age a a a a c c a a a c c c a a a c c : c i g : c ." gT.aagccr.ca ar ' :; a a a cag - - a a a ^ a a a g c r aar caf. ;,c;caga 1200 

http://cacccaacagagggcaagcacacr.gr


1201 -gccgtcgtgcaca tatgggtatcaet:t6ttt5usca'aLC-t:cc:ggaa::gaaacccc:t:gsas-8tetctacsg£Sotgggea;gtc5qgcatggtg 1300 

1301 gcataggtaatgctagca~ttgat.grgccceagcar.tcaa raggcagaageaggtgga tctetgr.gagr.tccgggrcagctrggr.ctaccaagagagttc 1400 

1401 caggacagtcaacaacacaoagagaaaccctqtcataeaaaocceaaaccaaacaeacaaaaaaacccaaaactt.t. tgctgtcccrataasqtcaggtgg 1500 

Mlul Nhel 

1501 ggataaatgacttcagacaaaaggcaagcgceacgcgtccttagctagcagaggctggctatgatgactctcectgcctattttctgtcagttctgaact 1600 

1601 ctatgaaaacctcatcccatccaacaggcatgagtcagaagagcacttcttggtatt.eatgagtacctggaccttcctgcttttcacttgatactgaatt 1700 

1701 aattaccttatttattatgggaaaacctggcacataggcatatggaaaaagaaccgctaagacacaaccgaaagacctaaaggccctgcagtggcaggct 1800 

1801 cctgggcactcctatggaataagaagaagctctctgttgtagagggaaagtaatagaggaagtgcccagaggccaatgtagaggttcttcttggctgtaa 1900 

1901 ggtctttggattttaaggaacctttattaggaagcctttggtgagctgaatgttctcaacaagatgatatgacatacctaatctcatcccagctgctgtg 2000 

2001 caggaaagatactgagaacaaaaaggcacattaggaccagestgtacctgtctgtgtctcaagcagacaaat.eeacetgctggctcacctcagttgtctg 2100 

2101 tgecggtaeettccaagcaacctaagcattatatctteacaaaggcaaaccagacaactttactccaggtcccttgacaatctctccattctctgctcta 2200 

2201 ttccatatgtcaaatgtagagatcattccagaatgtaagaaateatgettgtaattttttaagatceccacacttgactraccaaaacagacattttctg 2300 

2301 catttatgtggtgctcaataacttatctgaatgagatggatatcatgggaagatacgtgtatagggarcar.cctccaaatatccgaggccacagacaect 2400 

VS 296 (F) 
2401 gaaaaggacatggggaaatagaaggagatattctgcagtgagacaaagLaagertgacagtggaggatgacaagaaaatgagcaagggatgatgaaatag 2500 

pCRM proximal 

2501 ateactgaagagaaacagttttagaccaeaccgaggaagtttcagaccacaagctttctgtttcctgcactaaagcaactcctgacacttgaaagaacta 2 600 

2 601 gtctctggggaaaaaagaagtgaatgccacacgttttaaatccataattaactaaataaaacttgtccaattgagagagagggagagagagagccacaaa 2700 

http://gcataggtaatgctagca~ttgat.grgccceagcar.tcaa
http://tcaagcagacaaat.ee


VS 298 (F) 

2701 gatagagattttaaac^tccctactcaacagtacatcttctggccaccaacagcacctggtacataatgggtattcaataaatgcctgtacctgcctacat 2800 

2801 atacaaagaaaccaatgcaaaggattgcatgaaaaagttttactctctcttccagtgcttttccatgtcaaatacagcaatctcaaacttttagctcctt 2 900 

2 901 gtttagattataccatttcctaagttatttgtgtttttaaaagtttgtggaaggatgtcttcgattctgggaaaatcccatttatctcttcctcttgaag 3000 

3001 ctacagttgtgagaaagcacatttcagacageagggaaaacccgcagcteaecacaaeaacacacggtgaagtgtctaggccgctggagcataaattaaa 3100 

boite TATA CD69 

3101 gagaactggctgagttgagtgagtacagggtaggaggaaggggtggagcctaatcgagtataaaggctgaaatcctccgagatcaagacactgaacaaga 3200 

Inr Bglll EcoRI SVRU5 

3201 cagctccagctacatctctccgtggaccacttgagagtcgccagggaagatctcgagctcaagcttcgaattcgcggcctctgagctattccagaagtag 3300 

VS295 (R) 

3301 tgaggaggcttttttggaggcctaggcttttgcaaaagctcctcgatcgagggctcgcatctctccttcacgcgcccgccgccctacctgaggccgccat 3400 

3401 ccacgccggttgagtccgcggttctgccgcctcccgcctgtggtgcctcctgaactcggtccgccgtctaggtaagtttaaagctcaggtcgagaccggg 3500 

3501 cctttgtccggcgctcccttggagcctacctagactcagccggctctccacgctttgcctgaccctgcttgctcaactctacgtctttgtttcgttttct 3600 

3601 gttctgcgccgttacagatccaagctcctcgaggaactgaaaaaccagaaagttaactggtaagtttagtctttttgtcttttatttcaggtcccggatc 3700 

Kpnl 

3701 cggtggtggtgcaaatcaaagaactgctcctcagtggatgttgcctttacttctaggcctgtacggaagtgttacttctgctctaaaagctgctgcaggt 3800 

K7Po motif tetra cyteines Agel 

1 M A G S H R W C C P G C C K T F G G R G P V A 23 



ECFP-NLS3 

387 6 ACC (MPS GTS AGC ftAR GCC GAG f»G CTG TTC ACC GG6 CTG CTG CCC ATC CTG CTC GAC CTC GAC GGC GAC GTA AAC 3950 

2 4 T M V S K G E E L F T G V V P I L V E L D G D V N 48 

3951 per rac AAC yrc AGC GTG rcc GGC GAG GGC GAG KGC UAI GCC ACC TAP GGC AAC CTC ACC CTC AAG TTC Arr TOT 4025 

4 9 G H K F S V S G E G E G D A T Y G K L T L K F I C 73 

4 0 2 6 j&CC ACC GGC AAG CTG CCC GTV CCC TOG CCC Aft" CTC GTG ACC ACC CTG ACJ TGC GGC GTG CAG TGC TTC >CC CfiC 4100 

7 4 T T G K L P V P W P T L V T T L T W G V Q C F S R 98 

4 1 0 1 EAC CCC (,'AC CAC ATG AAG CAG CAC G/tC TTC T?C AAG TCC GCC ATC- CCC GAA GGC VAC UTC CAG GAG CGC A C A'JT 4 1 7 5 

9 9 Y P D H M K Q H D F F K S A M P E G Y V Q E R T I 1 2 3 

4 1 7 6 ^TC '13V AAG CAC CAC <XJC AAC YA<" AAG AC.- CGC <TT 'TAG GTO AAG 'i"J'C GAO GGC GAC AC.- CM. CTC AA" CGC AT' 4250 

124 F F K D D G N Y K T R A E V K F E G D T L V N R I 148 

4251 V ' •' • t i i 'i- -i i ii / •* (> .i i • i > i i i , ' J i i i. i i ' 1 * 4325 

149 E L K G I D F K E D G N I L G H K L E Y N Y I S H 173 

4326 *r . 'V i . t r •• i . i < AC ' ii c ;« ., v • . , , i n j . / • , / i i • ,•- • -i / .' > A - 4400 

1 7 4 N V Y I T A D K Q K N G I K A N F K I R H N I E D 198 

4401 pGC AGC CTG CAG CfO GCC GAC CAC TAC CAG CAG AAC ACC CCC ATC GGC GAC GGC CCC GT>; fi'G CTG CCC GAC ARC 44 7 5 

199 G S V Q L A D H Y Q Q N T P I G D G P V L L P D N 223 

4476 |F*C TAC C?G AGC ACC CAG TCC GCC CTC AGC AAR GAC CCC AAC GAG AAG CGC GAT CAC ftTG GTC T G CTG GAG TTC 4550 

224 H Y L S T Q S A L S K D P N E K R D H M V L L E F 2 4 8 

B s r G I NLS3 



4 5 5 1 jSTG SCC GCT &A? OUfc ATC ACT CTC GGT ATG GAC GAG CTG TAC ?|AG TCC GGA GAT CCT AAA AAG AAG AGA AAG GTT 4 625 

2 4 9 V T A A G I T L G M D E L Y K S G D P K K K R K V 2 7 3 

N o t l / E a g I Xbal Apa Pmel 

4626 GAC CCC AAG AAG AAA CGG AAG GTC GAT CCA AAG AAG AAG CGC AAA GTG GGA TAA g c g g c c g c t c g a g t c t a g a g g g c c o g t t 4 7 0 7 

274 D P K K K R K V D P K K K R K V G * 2 9 1 

4708 t aaac 4807 

4808 - . : . . . • • " . .., 4907 

SphI Pad 

4908 .- gcatgcttaattaaccttggcagaacatatccatcgcgtccgccatctccagcagccgcacgcggcgcatctcgggcagcgt 5007 

5008 tgggtcctggccacgggtgcgcatgatcgtgctcctgtcgttgaggacccggctaggctggcggggttgccttactggttagcagaatgaatcaccgata 5107 

5108 cgcgagcgaacgtgaagcgactgctgctgcaaaacgtctgcgacctgagcaacaacatgaatggtcttcggtttccgtgtttcgtaaagtctggaaacgc 5207 

5208 ggaagtcagcgccctgcaccattatgttccggatctgcatcgcaggatgctgctggctaccctgtggaacacctacatctgtattaacgaagcgctggca 5307 

5308 ttgaccctgagtgatttttctctggtcccgccgcatccataccgccagttgtttaccctcacaacgttccagtaaccgggcatgttcatcatcagtaacc 5407 

5408 cgtatcgtgagcatcctctctcgtttcatcggtatcattacccccatgaacagaaatcccccttacacggaggcatcagtgaccaaacaggaaaaaaccg 5507 

5508 cccttaacatggcccgctttatcagaagccagacattaacgcttctggagaaactcaacgagctggacgcggatgaacaggcagacatctgtgaatcgct 5 607 

5608 tcacgaccacgctgatgagctttaccgcagctgcctcgcgcgtttcggtgatgacggtgaaaacctctgacacatgcagctcccggagacggtcacagct 5707 

5708 tgtctgtaagcggatgccgggagcagacaagcccgtcagggcgcgtcagcgggtgttggcgggtgtcggggcgcagccatgacccagtcacgtagcgata 5807 

5808 gcggagtgtatactggcttaactatgcggcatcagagcagattgtactgagagtgcaccatatgcggtgtgaaataccgcacagatgcgtaaggagaaaa 5 907 



5908 taccgcatcaggcgctcttccgcttcctcgctcactgactcgctgcgctcggtcgttcggctgcggcgagcggtatcagctcactcaaaggcggtaatac 6007 

6008 ggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggccgcgttgctggcgttttt 6107 

6108 ccataggctccgcccccctgacgagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggcgtttccccct 6207 

6208 ggaagctccctcgtgcgctctcctgttccgaccctgccgcttaccggatacctgtccgcctttctcccttcgggaagcgtggcgctttctcatagctcac 6307 

6308 gctgtaggtatctcagttcggtgtaggtcgttcgctccaagctgggctgtgtgcacgaaccccccgttcagcccgaccgctgcgccttatccggtaacta 6407 

6408 tcgtcttgagtccaacccggtaagacacgacttatcgccactggcagcagccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggcggtgctacagag 6507 

6508 ttcttgaagtggtggcctaactacggctacactagaaggacagtatttggtatctgcgctctgctgaagccagttaccttcggaaaaagagttggtagct 6607 

6608 cttgatccggcaaacaaaccaccgctggtagcggtggtttttttgtttgcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgat 6707 

6708 cttttctacggggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatccttttaaat 6807 

6808 taaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcagcgatctgtc 6907 

6908 tatttcgttcatccatagttgcctgactccccgtcgtgtagataactacgatacgggagggcttaccatctggccccagtgctgcaatgataccgcgaga 7007 

7008 cccacgctcaccggctccagatttatcagcaataaaccagccagccggaagggccgagcgcagaagtggtcctgcaactttatccgcctccatccagtct 7107 

7108 attaattgttgccgggaagctagagtaagtagttcgccagttaatagtttgcgcaacgttgttgccattgctgcaggcatcgtggtgtcacgctcgtcgt 7207 

7208 ttggtatggcttcattcagctccggttcccaacgatcaaggcgagttacatgatcccccatgttgtgcaaaaaagcggttagctccttcggtcctccgat 7307 



7308 cgttgtcagaagtaagttggccgcagtgttatcactcatggttatggcagcactgcataattctcttactgtcatgccatccgtaagatgcttttctgtg 7407 

7408 actggtgagtactcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgcggcgaccgagttgctcttgcccggcgtcaacacgggataataccgcgccacatagca 7507 

7508 gaactttaaaagtgctcatcattggaaaacgttcttcggggcgaaaactctcaaggatcttaccgctgttgagatccagttcgatgtaacccactcgtgc 7 607 

7 608 acccaactgatcttcagcatcttttactttcaccagcgtttctgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgccgcaaaaaagggaataagggcgacacgg 7707 

7708 aaatgttgaatactcatactcttcctttttcaatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaa 7807 

7808 ataaacaaataggggttccgcgcacatttccccgaaaagtgccacctgacgtctaagaaaccattattatcatgacattaacctataaaaataggcgtat 7 907 

7908 cacgaggccctttcgtcttcaagaa 7932 



pBR32 2 PL/Nur 7 7pd/K7Ne 

Fsel Clal Sail Sequence distale en amont du gene Nur77 

1 ttaggccggccatcgatgtcgaccgggagctgaaggaggcagttgtgattccagcagagggaaggaggatgcggggtgggcctgtggctgacactgcact 100 

101 gcagagagggtaggaattagctgaaggaccttaccctagggtacactggtaggctgggccctggtgtggggcctgactggatagcactggtttgtatctg 200 

201 cagtatgttagctcttctccctgcccttggtgcgttttgggcattcagctctagttttggacacacagctcccagaattactcattctctgttcttcccc 300 

301 caccccctaccgcagtgagcagttgaacctggtttgagtcttaagagcaggacttggtggtccactgagaggcttctgcccaggctgggaccaggttggc 400 

4 01 tccaggtctcccaaagcctgcgtcaattatctacctgcttccatcctgcagagtcctgggctagtgttgttgggcagcctctggcctgcaaggatgaagt 500 

501 gtgggatgcccocaagtcctttatgcctttcttctgtctgtgctagggttcatgctccacattggtggccctagctatgttcccacagagggactctttc 600 

601 tctgcctcacacttccccagcagcagctgctgttccttgtccccctctagccttgaggcagcaagaacctttgtagtgtgtagtggctcaaggaggttgg 700 

701 cctgggtgagagtgtgctcttgggctgtcctctgctgcttaccctttagcttctccctcaggagaagtggtctgtgctacttttttgtgaaggcagaatg 800 

801 gtggggaaagtggataatgctagaactcaggatggcacaccctggtgaagacaggacctgcacctgcttctgctggagggagggaccgtcctggcttgtc 900 

901 ttgctggcatatttaaacacatcttgggagtagaggggaggtggggggctgggtggagagataaaatggggagccagatatgacataaccagagctaagg 1000 

1001 ttatttgtcctttagagcaaaggcatccattctcatagaacccctgggtcctgtcttcaagtgtgtgtgtggggcataaatgatagtagtggcttccata 1100 

1101 tttaaacaagggcccaagtaaacttttgtgcaagggcccaaggaaagaaagatccaactatggatgatgtgggggtgggagggtccaggatggctccagt 1200 



1 ggacatcatcctgtccacacttcttctcctaggtggctttttgtcctttggaaggtggcttggtaaagtccagagctatggactcagccgcaacgagact 1 

301 acacgttagcctggggggggggttgctggtaacttctgaacatatcaccgaatgacatcagcagtgtatgaaaactgttccgtatgcaggggacagtgat 14 00 

401 taaaaagaaatagcaggctggttgggggggggggtcttttgtggtgatgggatggactccaggttacaaatgctaggcaagcaagaactctaccactgag 1500 

501 ctacgcccttagcccatttttaaaaaccggttatggccagaataggccgtcattggatagtctcggttagtctgctgcactggtgggctggcagcagaaa 1600 

601 tcgggaaccagggggtggggtcaaggatgggatagagatactgcaaagagaatccctagtagggaaagctaaccactgaatcttttctccataccccttc 1700 

701 ctttctcttacctgactacaaatgaggtttcctttagcttagactgggatggagatgtgacctgcagggtgacagctccaggtggctgcagcctggtctg 1800 

801 cactttgagtacagccctggccagacccttccctgcaagcagtaactggttacagctgctctcttcactgctggagcaggtagtggggaggcaggtgggt 1900 

901 ccccatcagggactgggaccagggaattgacagaagagtgtgaaaaggagatggagttcgatggccctgggttcaagaccccattgtgctactacctagc 2000 

001 ttagtgaccttgaacaagtaccattatgtctctgaatctatttataaaatggggaagagttggcaagagtttggaaagatttctcaggctccacccggtt 2100 

101 ctgaaattcggcaatttctcaactagggtgcatccatcctgcgaggggttaagaggccatcgctgagaaaccagcatcggtgtggagccgagcccgttga 2200 

201 cccagcctggcaaagctatgccctttgggaaggaaccttgaaggccagagtgcctgtcctcagtcctggggctagagaccctgcacattgccaaggctga 2300 

301 ggcacgggcccagcccacctcctatcttctgggtgtgtcccagaatggcttgcctcagccctgaactgccctggctgctcagaatggcagagagtgatac 2400 

401 cctaggtgtccaggacagactgggaaagggacaaaagcggagcagggcctggggtaggggtgggcaggagggagagggagctgttggcaccaggagcagc 2500 

501 tggaggggaggagatcctgttctggggaagccctgcgggcacggatttacaacaccccctcctcctggtcggttatttcggaccccgggacccgatcccg 2 600 

pCRM -263 

601 ggtccggcttggtgagcctagtgggtctggaagctactatatttagccggcgcagcgggcgagaggaaaactatttatagatcaaacaatccgcgctcec 2700 



2701 tgcgtcaatggaaccccgcgtgcgtcacgcgcgcagacattccaggccccccctcttcgccccgccccctcgggctccccgtccccgcgcctcctcctgg 2800 

pCRM -62 

2801 ccgcctcccgccggaaccgcgccgccccccgcgcccttgtatggccaaagctcgccgggccgtgtgcgtcagtggcgcccccgcccctctccatgcgtca 2 900 

Exon 1 du gene codant pour Nur77 

2 901 cggagcgcttaagatgtgggtcgggctcgccaggggagccccagtgcaggaggctgcgaaagttgggggagtgtgctagaaggactgcggagcggagcgc 3000 

3001 acgcgggaccaggctgcgactgggtcgctggtcccggccacagggagtgggagccggctgggtaggtaccccgcagggagcgtgtttctgtttctaggga 3100 

3101 cagtgcatgaaagagatggggtgtacgcgcgggcgaaaaggaagggtgttttcgggtcggcttacgaggaggggtgtgtagggtgcatttttggtattaa 3200 

3201 aggatagctcttggagtagggtgagccagggcttgaagtttaggaagcgggcgaagggtctgcaaggtgcttggttttggtaggtagtgggcgcttgttt 3300 

3301 aggaggtttccccgctaggatctccagtgtgaggcactctgtactctgggtttgggtgttgattgccgggtagggggttgtctgagcatggactgggaaa 3400 

3401 aggtactcagagcttcggcgttgctgggatccatccaagtacaagtaagattggatttccacgggtctccttcccgggctctcagccccctttcccagtg 3500 

3501 tttacttaatacttcataggctgtacttagattttctgattcccttaccgaactttctttctgaaccgtgctggaagacctgggggttgctgaaggaaat 3600 

3601 ggctagctaggttggctgggtaatggttgtgttagactaagttgtcagagtatctagaaacctaggagctgtagcctggtgcagctactgaaagccgcac 3700 

3701 gtggagcctgggtggaagttgctcacgatagagtctcgatgtagtactgactaggggggagaccccttctgtcatcagacagacttgtataccccagtgg 3800 

3801 tcttttgagtctgttaggtagggtgcagcctgcgggcttggtcacctaacaggtgttgccaggacctgccccaagccggattctcccactccctctttca 3 900 

3 901 accccgcctcttcctcctccttgagacacccccaccccctcaggaggctagatgcagatctgtatcttgtgttgcggactatcggcctgaagctgggtag 4000 

4001 attggtgggggttgatccggatgtaggatgtccaagtggagaaacaggatttgaatggagctggaacaaacgcccagtcctgactggctgccacccttct 4100 



4101 tcctccaccccoaacccatcccttcccaggcttcttgcaaacagaggcagaagtggccatatttctttctttctcccaggtgctgtatgccctagggact 4200 

4201 tgacacggggcaggcggggtgggaactggttggggggggggtgctgttttatgggaagtcgtatgcctagccagcggtggagctgtcctggctaggcacc 4300 

4 301 caggggtggtgtggggaatgggagaaatactgggactagagggtctcaagggccagcaggtggtgatagtctttttctccaccccaccctctgctccagc 4 400 

4401 accctctgcctcagcaccctctgcctcagcaccctctgcctcagcaccctctgcctcagcaccctctgcctcagcaccctctgcctcagcaccctctgcc 4 500 

4501 ccagcaccctctgccccagcaccctctgcctcagcaccctctgcctcagcaccctctgcctcagcaccctctgcctcagcaccctctgcctcagcaccct 4 600 

4 601 ctgcctcagtgttcctgtgtgacctgtcttttcaactagaaagtctagaactgtacagaccccagagttggaggtggaaagggacactaggtcctggagc 4 700 

4 701 ctcctctgtgggcttttttgaccagatgagaacgtaagggcctcctccagctacccctggtcattcaggtgcttcaggtttgtgacctttgctgagaccc 4 800 

4801 tggatgctgcagcaaacagacatctgctttagcagagggacagcttgtctctgtgcatccgctggtaggatcctccactctgtccaattagcttgcggct 4 900 

4 901 gctgctgggttotgagtgttctcttacaaaatgacaaggttagggggctggagagatggctcaggggctaagagcacccatgtggcagtttgcaactgtc 5000 

5001 tgtaactcctgttccaggggggatctgacaccctcacacggacaaacatgcaggcaaaacacctattggcatggaaaatgaaaataaatgaccgggttag 5100 

5101 ctgagaaattccttttgagagttgtcttttctccagtccagagactgctctctggatcttcctgctcagttcctcgcctcccttcaatatatggtattta 5200 

Mfel Sequence proximale en amont du codon initiateur du gene de Nur77 

5201 aggttttacttttttttgcgttttcaattgtttttaattgtatttatatgtgtctctgtgtgtgcacatgagcatgggtgtcctacaaggctagagacat 5300 

5301 cagatgtcctggagctagagttacagatggttgtgagccacctgatgtagttgctgggaactggatttagttcctgtggaagagcagtgcatgctcttaa 5400 

5401 ccactgagcaacttctccacccccccccccccccccagtatacggtatttaaaactctatagcaatgctacccaacccattgtggagctggggatggtga 5500 

5501 ggtggcctagttccccccaactcctggaaacatgtcagaaagtacagagtgggtgcctgtgggatcagcatgcggggggtggtggtggtgaggtgtgggg 5600 



1 ctgctttctcccgaggctaccgtgatagacagttgtaccttggctggcagcctctaccccatttccaggatgtcagtctctgcagacgtatgggggaggt 5700 

5701 ggggaaggggtatacagagcctagggtgtgcctgggaatgtactcccaggaagtgactggttgaaaagtcagcagatctcctgggggatagaggggtggg 5800 

5801 ctgaagctctgtgggttgcctctctcagccctgacctgtgaacagggaggctgggggttggaggaacacagcttccccctgttcctggggggacatgctg 5900 

5901 gacagcctttcctagctcccccggcccactggggtgtggctggtcgtcggactgagctcttttggacctggtctctgcctgtgagctutgtgactcgttg 6000 

6001 agatagcatttgggctgagggattgggagtcttctgttctttggtcctgacacccgcttccttgtctaggcctgccacctggctccccccacccccctcc 6100 

Mlul 

6101 ccggcctaccaagtttcttgcttcccttactgacccctcctcctccctcctttgtgtctcctccctctccagggacgcgtccttagctagcgctaccgga 6200 

EcoRI SVRU5 

6201 ctcagatctcgagctcaagcttcgaattcgcggcctctgagctattccagaagtagtgaggaggcttttttggaggcctaggcttttgcaaaagctcctc 6300 

6301 gatcgagggctcgcatctctccttcacgcgcccgccgccctacctgaggccgccatccacgccggttgagtccgcggttctgccgcctcccgcctgtggt 6400 

6401 gcctcctgaactcggtccgccgtctaggtaagtttaaagctcaggtcgagaccgggcctttgtccggcgctcccttggagcctacctagactcagccggc 6500 

6501 tctccacgctttgcctgaccctgcttgctcaactctacgtctttgtttcgttttctgttctgcgccgttacagatccaagctcctcgaggaactgaaaaa 6600 

6601 ccagaaagttaactggtaagtttagtctttttgtcttttatttcaggtcccggatccggtggtggtgcaaatcaaagaactgctcctcagtggatgttgc 6700 

Kpnl hsCD25-EGFP 

6701 ctttacttctaggcctgtacggaagtgttacttctgctctaaaagctgctgcaggtaccgccacc BwBliSPireMftllw^ 6789 

1 M D S Y L L M W 8 

6790 MJJJMiMli i^BMWiBJMBBBHBWM^ 6864 

9 G L L T F I M V P G C Q A E L C D D D P P E I P H 33 



CO 
<T> 
CO 

00 
i n 

,—( 
o 
r-

co 
CO 

00 
o 
r-

CO 
o 
rH 

CO 
r~l 
r^ 

00 

ro 
rH 

CO 
CM 
r-

00 
o 

CTl 

ro 

U 

<: 

o 

a 

a 

> 

s 

a 

a w 

a 

Ot 

or; 

a; 

a 

s 

en 
EM 
0 
w 

-̂* 
•H 
3 
H 
4J 
-a) •0 

P | | 
fl&i 
HKI 
o o 

o o 
o 
o EH 

o 
0 
CJ 
u 
M 

8 a 

J 

CD 

CO 

J 

tA 

a 

> 

CO 

M 

i-5 

1-3 

PM 

0< 

<! 

~ 
+J 
•H 

e
tr

u
 

2-

E
co

R
 

<2 
u 
CJ3 

O 

< 
u CD 

< 
CJJ 

< 
< 
< 
a 

E-i 

03 

O 

< o 

1 1 
a 

IT) >!• 
CO CO 
CO 

O CTi 
*̂ r in 
cr, 

co 

i n •sj' O CTi 
CTi O 

IT) "vT 
CO CO r̂* uo 

O 

o en 
cr. o 
CO CM 

116 



284 K G E E L F T G V V P I L V E L D G D V N G H K F 308 

7690 AGp;tfTt$ jcc.qdG.Gw; esse. ea& e^c'.e*? <5pfe KX5.#*e fe3&;,w.'G*& jw£ <T*TS~,4«&'i3?£ #*;. w£:,fc4g Sse'Ggc. a $ £ | 7764 

309 S V S G E G E G D A T Y G K L T L K F I C T T G K 333 

7765 •"•'. a*'.' • •»«: o v i r . j i r e »,c.c t/cc i/jri aw -tct: -.TV A»V VAT e-w ISTM fArt-tix1 ?vf wsc't'w.* "**A** vcv'i..Ax* c»Yf 7839 

7915 M- : A " "''V. *•.» v •• .15 .V ' *"••«. • 1 : » i*: •"•**' i ;« ' i" . ' ' ij\ • «f --1 .J"!'' t.Tt. Aw" -.\:» *'*>' ' f" »-f'* *Af t " '" \ 7989 

8140 C'fC GCC caC.CAC-TAC* CftG O A ^ A ^ ' ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ H ^ ^ ^ ^ ^ ^ 3214 

459 L A D H Y Q Q N T P I G D G P V L L P D N H Y L S 483 

8215 M.' r ^ 'IVC 'SO: f T« AlW .Wk,CA'; CC6 MV.: CUt* A*** COC GVT CftC VfG '/K> CT« CTT liWJ 7TC IJTS Ad! OCt; .i|C.t^ 8289 

484 T Q S A L S K D P N E K R D H M V L L E F V T A A 508 

NotI Xbal 

8290 GG$ AtC AC? CK* gG£ &T6 CftR fi$? ^TGi-JEM; *&• EftS ageggcege 8377 



5 0 9 G I T L G M D E L Y K * 5 2 0 

8378 8477 

SphI 

8478 catg 8577 

Pad 

8578 cttaattaaccttggcagaacatatccatcgcgtccgccatctccagcagccgcacgcggcgcatctcgggcagcgttgggtcctggccacgggtgcgca 8677 

867 8 tgatcgtgctcctgtcgttgaggacccggctaggctggcggggttgccttactggttagcagaatgaatcaccgatacgcgagcgaacgtgaagcgactg 8777 

8778 ctgctgcaaaacgtctgcgacctgagcaacaacatgaatggtcttcggtttccgtgtttcgtaaagtctggaaacgcggaagtcagcgccctgcaccatt 8877 

887 8 atgttccggatctgcatcgcaggatgctgctggctaccctgtggaacacctacatctgtattaacgaagcgctggcattgaccctgagtgatttttctct 8977 

897 8 ggtcccgccgcatccataccgccagttgtttaccctcacaacgttccagtaaccgggcatgttcatcatcagtaacccgtatcgtgagcatcctctctcg 9077 

9078 tttcatcggtatcattacccccatgaacagaaatcccccttacacggaggcatcagtgaccaaacaggaaaaaaccgcccttaacatggcccgctttatc 9177 

9178 agaagccagacattaacgcttctggagaaactcaacgagctggacgcggatgaacaggcagacatctgtgaatcgcttcacgaccacgctgatgagcttt 9277 

927 8 accgcagctgcctcgcgcgtttcggtgatgacggtgaaaacctctgacacatgcagctcccggagacggtcacagcttgtctgtaagcggatgccgggag 9377 

9378 cagacaagcccgtcagggcgcgtcagcgggtgttggcgggtgtcggggcgcagccatgacccagtcacgtagcgatagcggagtgtatactggcttaact 9477 

9478 atgcggcatcagagcagattgtactgagagtgcaccatatgcggtgtgaaataccgcacagatgcgtaaggagaaaataccgcatcaggcgctcttccgc 9577 

9578 ttcctcgctcactgactcgctgcgctcggtcgttcggctgcggcgagcggtatcagctcactcaaaggcggtaatacggttatccacagaatcaggggat 9677 

9678 aacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggccgcgttgctggcgtttttccataggctccgcccccctgacg 9777 



9778 agcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggcgtttccccctggaagctccctcgtgcgctctcc 9877 

9878 tgttccgaccctgccgcttaccggatacctgtccgcctttctcccttcgggaagcgtggcgctttctcatagctcacgctgtaggtatctcagttcggtg 9977 

9978 taggtcgttcgctccaagctgggctgtgtgcacgaaccccccgttcagcccgaccgctgcgccttatccggtaactatcgtcttgagtccaacccggtaa 10077 

10078 gacacgacttatcgccactggcagcagccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggcggtgctacagagttcttgaagtggtggcctaacta 10177 

10178 cggctacactagaaggacagtatttggtatctgcgctctgctgaagccagttaccttcggaaaaagagttggtagctcttgatccggcaaacaaaccacc 10277 

10278 gctggtagcggtggtttttttgtttgcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgatcttttctacggggtctgacgctc 10377 

10378 agtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaat 10477 

10478 ctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcagcgatctgtctatttcgttcatccatagttgcc 1057 7 

1057 8 tgactccccgtcgtgtagataactacgatacgggagggcttaccatctggccccagtgctgcaatgataccgcgagacccacgctcaccggctccagatt 10677 

10678 tatcagcaataaaccagccagccggaagggccgagcgcagaagtggtcctgcaactttatccgcctccatccagtctattaattgttgccgggaagctag 107 7 7 

10778 agtaagtagttcgccagttaatagtttgcgcaacgttgttgccattgctgcaggcatcgtggtgtcacgctcgtcgtttggtatggcttcattcagctcc 10877 

10878 ggttcccaacgatcaaggcgagttacatgatcccccatgttgtgcaaaaaagcggttagctccttcggtcctccgatcgttgtcagaagtaagttggccg 10977 

10978 cagtgttatcactcatggttatggcagcactgcataattctcttactgtcatgccatccgtaagatgcttttctgtgactggtgagtactcaaccaagtc 1107 7 

11078 attctgagaatagtgtatgcggcgaccgagttgctcttgcccggcgtcaacacgggataataccgcgccacatagcagaactttaaaagtgctcatcatt 11177 



7 8 ggaaaacgttcttcggggcgaaaactctcaaggatcttaccgctgttgagatccagttcgatgtaacccactcgtgcacccaactgatcttcagcatctt 11277 

11278 ttactttcaccagcgtttctgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgccgcaaaaaagggaataagggcgacacggaaatgttgaatactcatactctt 11377 

11378 cctttttcaatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaataggggttccgcgc 11477 

11478 acatttccccgaaaagtgccacctgacgtctaagaaaccattattatcatgacattaacctataaaaataggcgtatcacgaggccctttcgtcttcaag 11577 

11578 aa 1157 



BIBLIOGRAPHIE 

Adams, S., Campbell, R., Gross, L., Martin, B., Walkup, G., Yao, Y., Llopis, J., and Tsien, R. 
(2002). New biarsenical ligands and tetracysteine motifs for protein labeling in vitro and in 
vivo: synthesis and biological applications. J Am Chem Soc 124, 6063-6076. 

Alberola-Ila, J., Forbush, K., Seger, R., Krebs, E., and Perlmutter, R. (1995). Selective 
requirement for MAP kinase activation in thymocyte differentiation. Nature 373, 620-623. 

Alberola-Ila, J., and Hernandez-Hoyos, G. (2003). The Ras/MAPK cascade and the control of 
positive selection. Immunol Rev 191, 79-96. 

Alberola-Ila, J., Hogquist, K., Swan, K., Bevan, M., and Perlmutter, R. (1996). Positive and 
negative selection invoke distinct signaling pathways. J Exp Med 184, 9-18. 

Anderson, G., Jenkinson, W., Jones, T., Parnell, S., Kinsella, F., White, A., Pongrac'z, J., 
Rossi, S., and Jenkinson, E. (2006a). Establishment and functioning of intrathymic 
microenvironments. Immunol Rev 209, 10-27. 

Anderson, G., Jenkinson, W.E., Jones, T., Parnell, S.M., Kinsella, F.A., White, A.J., 
Pongrac'z, J.E., Rossi, S.W., and Jenkinson, E.J. (2006b). Establishment and functioning of 
intrathymic microenvironments. Immunol Rev 209, 10-27. 

Anderson, G., Owen, J.J., Moore, N.C., and Jenkinson, E.J. (1994). Thymic epithelial cells 
provide unique signals for positive selection of CD4+CD8+ thymocytes in vitro. J Exp Med 
179, 2027-2031. 

Anderson, M.S., Venanzi, E.S., Klein, L., Chen, Z., Berzins, S.P., Turley, S.J., vonBoehmer, 
H., Bronson, R., Dierich, A., Benoist, C, and Mathis, D. (2002). Projection of an 
immunological self shadow within the thymus by the aire protein. Science 298, 1395-1401. 

Arkenbout, E., de Waard, V., van Bragt, M., van Achterberg, T., Grimbergen, J., Pichon, B., 
Pannekoek, H., and de Vries, C. (2002). Protective function of transcription factor TR3 orphan 
receptor in atherogenesis: decreased lesion formation in carotid artery ligation model in TR3 
transgenic mice. Circulation 106, 1530-1535. 

Ashton-Rickardt, P., Bandeira, A., Delaney, J., Van Kaer, L., Pircher, H., Zinkernagel, R., and 
Tonegawa, S. (1994). Evidence for a differential avidity model of T cell selection in the 
thymus. Cell 76, 651-663. 

121 



Attal, J., Theron, M., Taboit, F., Cajero-Juarez, M., Kann, G., Bolifraud, P., and Houdebine, L. 
(1996). The RU5 ('R') region from human leukaemia viruses (HTLV-1) contains an internal 
ribosome entry site (IRES)-like sequence. FEBS Lett 392, 220-224. 

Backstrom, B.T., Muller, U., Hausmann, B., and Palmer, E. (1998). Positive selection through 
a motif in the alphabeta T cell receptor. Science 281, 835-838. 

Bajenoff, M., and Germain, R. (2007). Seeing is believing: a focus on the contribution of 
microscopic imaging to our understanding of immune system function. Eur J Immunol 37 
Suppll, SI8-33. 

Baldwin, K.K., Trenchak, B.P., Altman, J.D., and Davis, M.M. (1999). Negative selection of 
T cells occurs throughout thymic development. J Immunol 163, 689-698. 

Baldwin, T.A., Sandau, M.M., Jameson, S.C., and Hogquist, K.A. (2005). The timing of TCR 
alpha expression critically influences T cell development and selection. J Exp Med 202, 111-
121. 

Barthlott, T., Kohler, H., and Eichmann, K. (1997). Asynchronous coreceptor downregulation 
after positive thymic selection: prolonged maintenance of the double positive state in CD8 
lineage differentiation due to sustained biosynthesis of the CD4 coreceptor. J Exp Med 185, 
357-362. 

Beermann, F., Ruppert, S., Hummler, E., and Schutz, G. (1991). Tyrosinase as a marker for 
transgenic mice. Nucleic Acids Res 19, 958. 

Benedict, C , Gilfillan, S., Thai, T., and Kearney, J. (2000). Terminal deoxynucleotidyl 
transferase and repertoire development. Immunol Rev 175, 150-157. 

Bhakta, N., Oh, D., and Lewis, R. (2005). Calcium oscillations regulate thymocyte motility 
during positive selection in the three-dimensional thymic environment. Nat Immunol 6, 143-
151. 

Bhakta, N.R., and Lewis, R.S. (2005). Real-time measurement of signaling and motility during 
T cell development in the thymus. Semin Immunol 17, 411-420. 

Blab, G. (2001). Two-photon excitation action cross sections of the autofluorescent proteins. 
Chemical Physics Letters 350, 71-77. 

Blackburn, C.C., and Manley, N.R. (2004). Developing a new paradigm for thymus 
organogenesis. Nat Rev Immunol 4, 278-289. 

Blackman, M., Kappler, J., and Marrack, P. (1990). The role of the T cell receptor in positive 
and negative selection of developing T cells. Science 248, 1335-1341. 

122 



Blanchette, M., Bataille, A., Chen, X., Poitras, C, Laganiere, J., Lefebvre, C , Deblois, G., 
Giguere, V., Ferretti, V., Bergeron, D., Coulombe, B., and Robert, F. (2006). Genome-wide 
computational prediction of transcriptional regulatory modules reveals new insights into 
human gene expression. Genome Res 16, 656-668. 

Bolivar, F., Rodriguez, R., Greene, P., Betlach, M., Heynker, H., Boyer, H., Crosa, J., and 
Falkow, S. (1992). Construction and characterization of new cloning vehicles. II. A 
multipurpose cloning system. 1977. Biotechnology 24, 153-171. 

Bonta, P., Pols, T., and de Vries, C. (2007). NR4A nuclear receptors in atherosclerosis and 
vein-graft disease. Trends Cardiovasc Med 17, 105-111. 

Borman, A., Bailly, J., Girard, M., and Kean, K. (1995). Picornavirus internal ribosome entry 
segments: comparison of translation efficiency and the requirements for optimal internal 
initiation of translation in vitro. Nucleic Acids Res 23, 3656-3663. 

Borman, A., Le Mercier, P., Girard, M., and Kean, K. (1997). Comparison of picornaviral 
IRES-driven internal initiation of translation in cultured cells of different origins. Nucleic 
Acids Res 25, 925-932. 

Borowski, C , Li, X., Aifantis, I., Gounari, F., and von Boehmer, H. (2004). Pre-TCRalpha 
and TCRalpha are not interchangeable partners of TCRbeta during T lymphocyte 
development. J Exp Med 199, 607-615. 

Bouillet, P., Metcalf, D., Huang, D., Tarlinton, D., Kay, T., Kontgen, F., Adams, J., and 
Strasser, A. (1999). Proapoptotic Bcl-2 relative Bim required for certain apoptotic responses, 
leukocyte homeostasis, and to preclude autoimmunity. Science 286, 1735-1738. 

Bouillet, P., Purton, J.F., Godfrey, D.I., Zhang, L.C., Coultas, L., Puthalakath, H., Pellegrini, 
M., Cory, S., Adams, J.M., and Strasser, A. (2002). BH3-only Bcl-2 family member Bim is 
required for apoptosis of autoreactive thymocytes. Nature 415, 922-926. 

Bousso, P. (2004). Real-time imaging of T-cell development. Curr Opin Immunol 16, 400-
405. 

Bousso, P., Bhakta, N., Lewis, R., and Robey, E. (2002a). Dynamics of thymocyte-stromal 
cell interactions visualized by two-photon microscopy. Science 296, 1876-1880. 

Bousso, P., Bhakta, N.R., Lewis, R.S., and Robey, E. (2002b). Dynamics of thymocyte-
stromal cell interactions visualized by two-photon microscopy. Science 296, 1876-1880. 

Bousso, P., and Robey, E.A. (2004). Dynamic behavior of T cells and thymocytes in lymphoid 
organs as revealed by two-photon microscopy. Immunity 21, 349-355. 

Cahalan, M., and Parker, I. (2006). Imaging the choreography of lymphocyte trafficking and 
the immune response. Curr Opin Immunol 18, 476-482. 

123 



Cahalan, M., Parker, I., Wei, S., and Miller, M. (2002). Two-photon tissue imaging: seeing the 
immune system in a fresh light. Nat Rev Immunol 2, 872-880. 

Capone, M., Romagnoli, P., Beermann, F., MacDonald, H.R., and van Meerwijk, J.P. (2001). 
Dissociation of thymic positive and negative selection in transgenic mice expressing major 
histocompatibility complex class I molecules exclusively on thymic cortical epithelial cells. 
Blood 97, 1336-1342. 

Chappell, S., Edelman, G., and Mauro, V. (2000). A 9-nt segment of a cellular mRNA can 
function as an internal ribosome entry site (IRES) and when present in linked multiple copies 
greatly enhances IRES activity. Proc Natl Acad Sci USA 97, 1536-1541. 

Chappell, S., Edelman, G., and Mauro, V. (2004). Biochemical and functional analysis of a 9-
nt RNA sequence that affects translation efficiency in eukaryotic cells. Proc Natl Acad Sci 
USA 101, 9590-9594. 

Chappell, S., and Mauro, V. (2003). The internal ribosome entry site (IRES) contained within 
the RNA-binding motif protein 3 (Rbm3) mRNA is composed of functionally distinct 
elements. J Biol Chem 278, 33793-33800. 

Chappell, S., Owens, G., and Mauro, V. (2001). A 5' Leader of Rbm3, a Cold Stress-induced 
mRNA, Mediates Internal Initiation of Translation with Increased Efficiency under Conditions 
of Mild Hypothermia. J Biol Chem 276, 36917-36922. 

Chen, W. (2004). The late stage of T cell development within mouse thymus. Cell Mol 
Immunol 1, 3-11. 

Cheng, L., Chan, F., Cado, D., and Winoto, A. (1997). Functional redundancy of the Nur77 
and Nor-1 orphan steroid receptors in T-cell apoptosis. EMBO J 16, 1865-1875. 

Choi, E., Jung, K., Park, H., Chung, D., Song, J., Yang, S., Simpson, E., and Park, S. (2005). 
Thymocyte-thymocyte interaction for efficient positive selection and maturation of CD4 T 
cells. Immunity 23, 387-396. 

Ciofani, M., and Zuniga-Pflucker, J.C. (2007). The Thymus as an Inductive Site for T 
Lymphopoiesis. Annu Rev Cell Dev Biol 23,463-493. 

Covarrubias, L., Cervantes, L., Covarrubias, A., Soberon, X., Vichido, I., Blanco, A., 
Kupersztoch-Portnoy, Y., and Bolivar, F. (1981). Construction and characterization of new 
cloning vehicles. V. Mobilization and coding properties of pBR322 and several deletion 
derivatives including pBR327 and pBR328. Gene 13, 25-35. 

Crowe JS, C.H., Smith MA, Sims MJ, Parker D, Gewert D (1991). Improved cloning 
efficiency of polymerase chain reaction (PCR) products after proteinase K digestion. Nucleic 
Acids Res 19, 184. 

124 



Daniels, M., Teixeiro, E., Gill, J., Hausmann, B., Roubaty, D., Holmberg, K., Werlen, G., 
Hollander, G., Gascoigne, N., and Palmer, E. (2006). Thymic selection threshold defined by 
compartmentalization of Ras/MAPK signalling. Nature 444, 724-729. 

Dave, V., Cao, Z., Browne, C, Alarcon, B., Fernandez-Miguel, G., Lafaille, J., de la Hera, A., 
Tonegawa, S., and Kappes, D. (1997). CD3 delta deficiency arrests development of the alpha 
beta but not the gamma delta T cell lineage. EMBO J 16, 1360-1370. 

Davis, M. (2004). The evolutionary and structural 'logic' of antigen receptor diversity. Semin 
Immunol 16, 239-243. 

Denk, W., Strickler, J., and Webb, W. (1990). Two-photon laser scanning fluorescence 
microscopy. Science 248, 73-76. 

Dolmetsch, R., Lewis, R., Goodnow, C, and Healy, J. (1997). Differential activation of 
transcription factors induced by Ca2+ response amplitude and duration. Nature 386, 855-858. 

Dolmetsch, R., Xu, K., and Lewis, R. (1998). Calcium oscillations increase the efficiency and 
specificity of gene expression. Nature 392, 933-936. 

Dower, N.A., Stang, S.L., Bottorff, D.A., Ebinu, J.O., Dickie, P., Ostergaard, H.L., and Stone, 
J.C. (2000). RasGRP is essential for mouse thymocyte differentiation and TCR signaling. Nat 
Immunol 1, 317-321. 

Dresios, J., Chappell, S., Zhou, W., and Mauro, V. (2006). An mRNA-rRNA base-pairing 
mechanism for translation initiation in eukaryotes. Nat Struct Mol Biol 13, 30-34. 

Ferretti, V., Poitras, C., Bergeron, D., Coulombe, B., Robert, F., and Blanchette, M. (2007). 
PReMod: a database of genome-wide mammalian cis-regulatory module predictions. Nucleic 
Acids Res 35, D122-126. 

Fischer-Fantuzzi, L., and Vesco, C. (1988). Cell-dependent efficiency of reiterated nuclear 
signals in a mutant simian virus 40 oncoprotein targeted to the nucleus. Mol Cell Biol 8, 5495-
5503. 

Gaietta, G., Deerinck, T., Adams, S., Bouwer, J., Tour, O., Laird, D., Sosinsky, G., Tsien, R., 
and Ellisman, M. (2002). Multicolor and electron microscopic imaging of connexin 
trafficking. Science 296, 503-507. 

Gerdes, H., Bukoreshtliev, N., and Barroso, J. (2007). Tunneling nanotubes: a new route for 
the exchange of components between animal cells. FEBS Lett 581, 2194-2201. 

Germain, R., Miller, M., Dustin, M., and Nussenzweig, M. (2006). Dynamic imaging of the 
immune system: progress, pitfalls and promise. Nat Rev Immunol 6, 497-507. 

125 



Gilbert, F., Morissette, M., St-Hilaire, M., Paquet, B., Rouillard, C, Di Paolo, T., and 
Levesque, D. (2006). Nur77 gene knockout alters dopamine neuron biochemical activity and 
dopamine turnover. Biol Psychiatry 60, 538-547. 

Godfrey, D., Kennedy, J., Mombaerts, P., Tonegawa, S., and Zlotnik, A. (1994). Onset of 
TCR-beta gene rearrangement and role of TCR-beta expression during CD3-CD4-CD8-
thymocyte differentiation. J Immunol 152, 4783-4792. 

Godfrey, D.I., Kennedy, J., Suda, T., and Zlotnik, A. (1993). A developmental pathway 
involving four phenotypically and functionally distinct subsets of CD3-CD4-CD8- triple-
negative adult mouse thymocytes defined by CD44 and CD25 expression. J Immunol 150, 
4244-4252. 

Goldman, K., Park, C , Kim, M., Matzinger, P., and Anderson, C. (2005). Thymic cortical 
epithelium induces self tolerance. Eur J Immunol 35, 709-717. 

Gong, Q., Cheng, A., Akk, A., Alberola-Ila, J., Gong, G., Pawson, T., and Chan, A. (2001). 
Disruption of T cell signaling networks and development by Grb2 haploid insufficiency. Nat 
Immunol 2, 29-36. 

Goppert-Mayer, M. (1931). Uber Elementarakte mit zwei Quantenspriingen. Annalen der 
Physik 401, 273-294. 

Gounari, F., Aifantis, L, Martin, C , Fehling, H., Hoeflinger, S., Leder, P., von Boehmer, H., 
and Reizis, B. (2002). Tracing lymphopoiesis with the aid of a pTalpha-controlled reporter 
gene. Nat Immunol 3, 489-496. 

Hare, K., Jenkinson, E., and Anderson, G. (1999). In vitro models of T cell development. 
Semin Immunol 11, 3-12. 

Hartenbach, S., and Fussenegger, M. (2006). A novel synthetic mammalian promoter derived 
from an internal ribosome entry site. Biotechnol Bioeng 95, 547-559. 

Hayden-Martinez, K., Kane, L., and Hedrick, S. (2000). Effects of a constitutively active form 
of calcineurin on T cell activation and thymic selection. J Immunol 165, 3713-3721. 

Hogquist, K., Jameson, S., Heath, W., Howard, J., Bevan, M., and Carbone, F. (1994). T cell 
receptor antagonist peptides induce positive selection. Cell 76, 17-27. 

Hogquist, K.A. (2001). Signal strength in thymic selection and lineage commitment. Curr 
Opin Immunol 13, 225-231. 

Hsu, H., Zhou, T., and Mountz, J. (2004). Nur77 family of nuclear hormone receptors. Current 
drug targets Inflammation and allergy 3, 413-423. 

126 



Hutcheson, J., Scatizzi, J., Bickel, E., Brown, N., Bouillet, P., Strasser, A., and Perlman, H. 
(2005). Combined loss of proapoptotic genes Bak or Bax with Bim synergizes to cause defects 
in hematopoiesis and in thymocyte apoptosis. J Exp Med 201, 1949-1960. 

Jameson, S., Hogquist, K., and Bevan, M. (1994). Specificity and flexibility in thymic 
selection. Nature 369, 750-752. 

Janeway, C.A., Travers, P., Walport, M., and Shlomchik, M. (2004). Immunobiology, Vol 1, 
6th edn (Garland Science). 

Jensen, P.E. (2007). Recent advances in antigen processing and presentation. Nat Immunol 8, 
1041-1048. 

Jordan, M., Schallhorn, A., and Wurm, F. (1996). Transfecting mammalian cells: optimization 
of critical parameters affecting calcium-phosphate precipitate formation. Nucleic Acids Res 
24, 596-601. 

Kappler, J., Roehm, N., and Marrack, P. (1987). T cell tolerance by clonal elimination in the 
thymus. Cell 49, 273-280. 

Kim, U., Shizuya, H., de Jong, P., Birren, B., and Simon, M. (1992). Stable propagation of 
cosmid sized human DNA inserts in an F factor based vector. Nucleic Acids Res 20, 1083-
1085. 

Kishimoto, H., Kubo, R., Yorifuji, H., Nakayama, T., Asano, Y., and Tada, T. (1995). 
Physical dissociation of the TCR-CD3 complex accompanies receptor ligation. J Exp Med 
182, 1997-2006. 

Kishimoto, H., and Sprent, J. (1997). Negative selection in the thymus includes semimature T 
cells. J Exp Med 185, 263-271. 

Kuang, A., Cado, D., and Winoto, A. (1999). Nur77 transcription activity correlates with its 
apoptotic function in vivo. Eur J Immunol 29, 3722-3728. 

Lacorazza, H.D., Tucek-Szabo, C, Vasovic, L.V., Remus, K., and Nikolich-Zugich, J. (2001). 
Premature TCR alpha beta expression and signaling in early thymocytes impair thymocyte 
expansion and partially block their development. J Immunol 166, 3184-3193. 

Ladi, E., Yin, X., Chtanova, T., and Robey, E.A. (2006). Thymic microenvironments for T 
cell differentiation and selection. Nat Immunol 7, 338-343. 

Laufer, T.M., DeKoning, J., Markowitz, J.S., Lo, D., and Glimcher, L.H. (1996). Unopposed 
positive selection and autoreactivity in mice expressing class II MHC only on thymic cortex. 
Nature 383, 81-85. 

127 



Lauzurica, P., Sancho, D., Torres, M., Albella, B., Marazuela, M., Merino, T., Bueren, J.A., 
Martinez, A.C., and Sanchez-Madrid, F. (2000). Phenotypic and functional characteristics of 
hematopoietic cell lineages in CD69-deficient mice. Blood 95, 2312-2320. 

Lee, D., and Rao, A. (2004). Molecular analysis of a locus control region in the T helper 2 
cytokine gene cluster: a target for STAT6 but not GAT A3. Proc Natl Acad Sci USA 101, 
16010-16015. 

Lee, G., Fields, P., Griffin, T., and Flavell, R. (2003). Regulation of the Th2 cytokine locus by 
a locus control region. Immunity 19, 145-153. 

Lee, G., Spilianakis, C., and Flavell, R. (2005). Hypersensitive site 7 of the TH2 locus control 
region is essential for expressing TH2 cytokine genes and for long-range intrachromosomal 
interactions. Nat Immunol 6, 42-48. 

Lewis, R. (2001). Calcium signaling mechanisms in T lymphocytes. Annu Rev Immunol 19, 
497-521. 

Li, W., Kim, M., Gourley, T., McCarthy, B., SanfAngelo, D., and Chang, C. (2005). An 
alternate pathway for CD4 T cell development: thymocyte-expressed MHC class II selects a 
distinct T cell population. Immunity 23, 375-386. 

Lind, E., Prockop, S., Porritt, H., and Petrie, H. (2001). Mapping precursor movement through 
the postnatal thymus reveals specific microenvironments supporting defined stages of early 
lymphoid development. J Exp Med 194, 127-134. 

Ling, J., and Hoffman, A. (2007). Epigenetics of long-range chromatin interactions. Pediatr 
Res 67, 11R-16R. 

Liu, Z., Smith, S., McLaughlin, K., Schwartz, L., and Osborne, B. (1994). Apoptotic signals 
delivered through the T-cell receptor of a T-cell hybrid require the immediate-early gene 
nur77. Nature 367, 281-284. 

Love, P., and Shores, E. (2000). IT AM multiplicity and thymocyte selection: how low can you 
go? Immunity 12, 591-597. 

Mak, T. (2007). Gene targeting in embryonic stem cells scores a knockout in Stockholm. Cell 
131, 1027-1031. 

Martin, B.R., Giepmans, B.N., Adams, S.R., and Tsien, R.Y. (2005). Mammalian cell-based 
optimization of the biarsenical-binding tetracysteine motif for improved fluorescence and 
affinity. Nat Biotechnol 23, 1308-1314. 

Martin, C, Aifantis, I., Scimone, M., von Andrian, U., Reizis, B., von Boehmer, H., and 
Gounari, F. (2003). Efficient thymic immigration of B220+ lymphoid-restricted bone marrow 
cells with T precursor potential. Nat Immunol 4, 866-873. 

128 



Martinez-Gonzalez, J., and Badimon, L. (2005). The NR4A subfamily of nuclear receptors: 
new early genes regulated by growth factors in vascular cells. Cardiovasc Res 65, 609-618. 

Mazza, C , and Malissen, B. (2007). What guides MHC-restricted TCR recognition? Semin 
Immunol 19, 225-235. 

McCaughtry, T.M., Wilken, M.S., and Hogquist, K.A. (2007). Thymic emigration revisited. J 
Exp Med 204, 2513-2520. 

Merkenschlager, M., Graf, D., Lovatt, M., Bommhardt, U., Zamoyska, R., and Fisher, A. 
(1997). How many thymocytes audition for selection? J Exp Med 186, 1149-1158. 

Mick, V.E., Starr, T.K., McCaughtry, T.M., McNeil, L.K., and Hogquist, K.A. (2004). The 
regulated expression of a diverse set of genes during thymocyte positive selection in vivo. J 
Immunol;73, 5434-5444. 

Misslitz, A., Bernhardt, G., and Forster, R. (2006). Trafficking on serpentines: molecular 
insight on how maturating T cells find their winding paths in the thymus. Immunol Rev 209, 
115-128. 

Mizuguchi, H., Xu, Z., Ishii-Watabe, A., Uchida, E., and Hayakawa, T. (2000). IRES-
dependent second gene expression is significantly lower than cap-dependent first gene 
expression in a bicistronic vector. Mol Ther 1, 376-382. 

Mombaerts, P., Iacomini, J., Johnson, R.S., Herrup, K., Tonegawa, S., and Papaioannou, V.E. 
(1992). RAG-1-deficient mice have no mature B and T lymphocytes. Cell 68, 869-877. 

Mountford, P., and Smith, A. (1995). Internal ribosome entry sites and dicistronic RNAs in 
mammalian transgenesis. Trends Genet 11, 179-184. 

Murata, S., Sasaki, K., Kishimoto, T., Niwa, S., Hayashi, H., Takahama, Y., and Tanaka, K. 
(2007). Regulation of CD8+ T cell development by thymus-specific proteasomes. Science 
316, 1349-1353. 

Nakayama, T., Kasprowicz, D.J., Yamashita, M., Schubert, L.A., Gillard, G., Kimura, M., 
Didierlaurent, A., Koseki, H., and Ziegler, S.F. (2002). The generation of mature, single-
positive thymocytes in vivo is dysregulated by CD69 blockade or overexpression. J Immunol 
168, 87-94. 

Nikolic-Zugic, J., and Bevan, M. (1990). Role of self-peptides in positively selecting the T-
cell repertoire. Nature 344, 65-67. 

Nitta, T., Nasreen, M., Seike, T., Goji, A., Ohigashi, I., Miyazaki, T., Ohta, T., Kanno, M., and 
Takahama, Y. (2006). IAN family critically regulates survival and development of T 
lymphocytes. PLoS Biol 4, el03. 

129 



O'Gorman, S., Fox, D., and Wahl, G. (1991). Recombinase-mediated gene activation and site-
specific integration in mammalian cells. Science 251, 1351-1355. 

Osoegawa, K., Tateno, M., Woon, P., Frengen, E., Mammoser, A., Catanese, J., Hayashizaki, 
Y., and de Jong, P. (2000). Bacterial artificial chromosome libraries for mouse sequencing and 
functional analysis. Genome Res 10, 116-128. 

Oukka, M., Ho, I., de la Brousse, F., Hoey, T., Grusby, M., and Glimcher, L. (1998). The 
transcription factor NFAT4 is involved in the generation and survival of T cells. Immunity 9, 
295-304. 

Overbeek, P., Aguilar-Cordova, E., Hanten, G., Schaffner, D., Patel, P., Lebovitz, R., and 
Lieberman, M. (1991). Coinjection strategy for visual identification of transgenic mice. 
Transgenic Res 1, 31-37. 

Owens, G., Chappell, S., Mauro, V., and Edelman, G. (2001). Identification of two short 
internal ribosome entry sites selected from libraries of random oligonucleotides. Proc Natl 
Acad Sci USA 98, 1471-1476. 

Page, D.M., Kane, L.P., Allison, J.P., and Hedrick, S.M. (1993). Two signals are required for 
negative selection of CD4+CD8+ thymocytes. J Immunol 151, 1868-1880. 

Palmer, E. (2003). Negative selection-clearing out the bad apples from the T-cell repertoire. 
Nat Rev Immunol 3, 383-391. 

Paulmurugan, R, and Gambhir, S. (2005). Novel fusion protein approach for efficient high-
throughput screening of small molecule-mediating protein-protein interactions in cells and 
living animals. Cancer Res 65, 7413-7420. 

Pelletier, J., and Sonenberg, N. (1988). Internal initiation of translation of eukaryotic mRNA 
directed by a sequence derived from poliovirus RNA. Nature 334, 320-325. 

Petrie, H., Hugo, P., Scollay, R., and Shortman, K. (1990). Lineage relationships and 
developmental kinetics of immature thymocytes: CD3, CD4, and CD8 acquisition in vivo and 
in vitro. J Exp Med 172, 1583-1588. 

Petrie, H.T. (2002). Role of thymic organ structure and stromal composition in steady-state 
postnatal T-cell production. Immunol Rev 189, 8-19. 

Petrie, H.T., and Zuniga-Pflucker, J.C. (2007). Zoned out: functional mapping of stromal 
signaling microenvironments in the thymus. Annu Rev Immunol 25, 649-679. 

Poirier, G.M., Anderson, G., Huvar, A., Wagaman, P.C., Shuttleworth, J., Jenkinson, E., 
Jackson, M.R., Peterson, P.A., and Erlander, M.G. (1999). Immune-associated nucleotide-1 
(IAN-1) is a thymic selection marker and defines a novel gene family conserved in plants. J 
Immunol 163, 4960-4969. 

130 



Prockop, S., Palencia, S., Ryan, C, Gordon, K., Gray, D., and Petrie, H. (2002). Stromal cells 
provide the matrix for migration of early lymphoid progenitors through the thymic cortex. J 
Immunol 769,4354-4361. 

Prockop, S., and Petrie, H. (2000). Cell migration and the anatomic control of thymocyte 
precursor differentiation. Semin Immunol 12, 435-444. 

Qian, F., Hanahan, D., and Weissman, I. (2001). L-selectin can facilitate metastasis to lymph 
nodes in a transgenic mouse model of carcinogenesis. Proc Natl Acad Sci USA 98, 3976-
3981. 

Ramsey, C , Winqvist, O., Puhakka, L., Halonen, M., Moro, A., Kampe, O., Eskelin, P., Pelto-
Huikko, M., and Peltonen, L. (2002). Aire deficient mice develop multiple features of 
APECED phenotype and show altered immune response. Hum Mol Genet 11, 397-409. 

Rathmell, J.C., Lindsten, T., Zong, W.X., Cinalli, R.M., and Thompson, C.B. (2002). 
Deficiency in Bak and Bax perturbs thymic selection and lymphoid homeostasis. Nat Immunol 
3, 932-939. 

Rossi, S., Jenkinson, W., Anderson, G., and Jenkinson, E. (2006). Clonal analysis reveals a 
common progenitor for thymic cortical and medullary epithelium. Nature 441, 988-991. 

Rudolph, M., Stanfield, R., and Wilson, I. (2006). How TCRs bind MHCs, peptides, and 
coreceptors. Annu Rev Immunol 24, 419-466. 

Rustom, A., Saffrich, R., Markovic, I., Walther, P., and Gerdes, H. (2004). Nanotubular 
highways for intercellular organelle transport. Science 303, 1007-1010. 

Sahai, E., Wyckoff, J., Philippar, U., Segall, J., Gertler, F., and Condeelis, J. (2005). 
Simultaneous imaging of GFP, CFP and collagen in tumors in vivo using multiphoton 
microscopy. BMC Biotechnol 5, 14. 

Saint-Ruf, C , Ungewiss, K., Groettrup, M, Bruno, L., Fehling, H., and von Boehmer, H. 
(1994). Analysis and expression of a cloned pre-T cell receptor gene. Science 266, 1208-1212. 

Sambrook, J., Fritsch, E.F., and Maniatis, T. (1989). Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY, Vol. 1, 2, 3. 

Sancho, D., Gomez, M., and Sanchez-Madrid, F. (2005). CD69 is an immunoregulatory 
molecule induced following activation. Trends Immunol 26, 136-140. 

Sato, M., Watanabe, T., Oshida, A., Nagashima, A., Miyazaki, J., and Kimura, M. (2001). 
Usefulness of double gene construct for rapid identification of transgenic mice exhibiting 
tissue-specific gene expression. Mol Reprod Dev 60, 446-456. 

131 



Schatz, D. (2004). Antigen receptor genes and the evolution of a recombinase. Semin 
Immunol 16, 245-256. 

Schmitz, I., Clayton, L., and Reinherz, E. (2003). Gene expression analysis of thymocyte 
selection in vivo. Int Immunol 15, 1237-1248. 

Scott, B., Bluthmann, H., Teh, H.S., and von Boehmer, H. (1989). The generation of mature T 
cells requires interaction of the alpha beta T-cell receptor with major histocompatibility 
antigens. Nature 338, 591-593. 

Siggs, O., Makaroff, L., and Liston, A. (2006). The why and how of thymocyte negative 
selection. Curr Opin Immunol 18, 175-183. 

Singer, A. (2002). New perspectives on a developmental dilemma: the kinetic signaling model 
and the importance of signal duration for the CD4/CD8 lineage decision. Curr Opin Immunol 
74,207-215. 

Sohn, S., Rajpal, A., and Winoto, A. (2003). Apoptosis during lymphoid development. Curr 
Opin Immunol 75, 209-216. 

Spain, L.M., and Berg, L.J. (1992). Developmental regulation of thymocyte susceptibility to 
deletion by "self'-peptide. J Exp Med 176, 213-223. 

Spilianakis, C, and Flavell, R. (2004). Long-range intrachromosomal interactions in the T 
helper type 2 cytokine locus. Nat Immunol 5, 1017-1027. 

Spilianakis, C , Lalioti, M., Town, T., Lee, G., and Flavell, R. (2005). Interchromosomal 
associations between alternatively expressed loci. Nature 435, 637-645. 

Starr, T.K., Jameson, S.C., and Hogquist, K.A. (2003). Positive and negative selection of T 
cells. Annu Rev Immunol 21, 139-176. 

Steimle, V., Otten, L., Zufferey, M., and Mach, B. (1993). Complementation cloning of an 
MHC class II transactivator mutated in hereditary MHC class II deficiency (or bare 
lymphocyte syndrome). Cell 75, 135-146. 

Steimle, V., Siegrist, C, Mottet, A., Lisowska-Grospierre, B., and Mach, B. (1994). 
Regulation of MHC class II expression by interferon-gamma mediated by the transactivator 
gene CIITA. Science 265, 106-109. 

Strasser, A., Puthalakath, H., O'Reilly, L., and Bouillet, P. (2007). What do we know about the 
mechanisms of elimination of autoreactive T and B cells and what challenges remain. 
Immunol Cell Biol. 

132 



Swan, K., Alberola-Ila, J., Gross, J., Appleby, M., Forbush, K., Thomas, J., and Perlmutter, R. 
(1995). Involvement of p21ras distinguishes positive and negative selection in thymocytes. 
EMBO J 14, 276-285. 

Swat, W., Dessing, M., von Boehmer, H., and Kisielow, P. (1993). CD69 expression during 
selection and maturation of CD4+8+ thymocytes. Eur J Immunol 23, 739-746. 

Takahama, Y. (2006). Journey through the thymus: stromal guides for T-cell development and 
selection. Nat Rev Immunol 6, 127-135. 

Takebe, Y., Seiki, M., Fujisawa, J., Hoy, P., Yokota, K., Arai, K., Yoshida, M., and Arai, N. 
(1988). SR alpha promoter: an efficient and versatile mammalian cDNA expression system 
composed of the simian virus 40 early promoter and the R-U5 segment of human T-cell 
leukemia virus type 1 long terminal repeat. Mol Cell Biol 8, 466-472. 

Testi, R., D'Ambrosio, D., De Maria, R., and Santoni, A. (1994). The CD69 receptor: a 
multipurpose cell-surface trigger for hematopoietic cells. Immunol Today 15, 479-483. 

Testi, R., Pulcinelli, F., Frati, L., Gazzaniga, P., and Santoni, A. (1990). CD69 is expressed on 
platelets and mediates platelet activation and aggregation. J Exp Med 172, 701-707. 

Trop, S., Rhodes, M., Wiest, D.L., Hugo, P., and Zuniga-Pflucker, J.C. (2000). Competitive 
displacement of pT alpha by TCR-alpha during TCR assembly prevents surface coexpression 
of pre-TCR and alpha beta TCR. J Immunol 165, 5566-5572. 

Tsien, R. (2005). Building and breeding molecules to spy on cells and tumors. FEBS Lett 579, 
927-932. 

Vagner, S., Galy, B., and Pyronnet, S. (2001). Irresistible IRES. Attracting the translation 
machinery to internal ribosome entry sites. EMBO Rep 2, 893-898. 

van Ewijk, W., Shores, E., and Singer, A. (1994). Crosstalk in the mouse thymus. Immunol 
Today 15, 214-217. 

Vernimmen, D., De Gobbi, M., Sloane-Stanley, J., Wood, W., and Higgs, D. (2007). Long-
range chromosomal interactions regulate the timing of the transition between poised and active 
gene expression. EMBO J 26, 2041-2051. 

von Boehmer, H., and Kisielow, P. (1990). Self-nonself discrimination by T cells. Science 
248, 1369-1373. 

von Boehmer, H., and Kisielow, P. (2006). Negative selection of the T-cell repertoire: where 
and when does it occur? Immunol Rev 209, 284-289. 

133 



Voyle, R., Beermann, F., Lees, R., Schumann, J., Zimmer, J., Held, W., and MacDonald, H. 
(2003). Ligand-dependent inhibition of CD Id-restricted NKT cell development in mice 
transgenic for the activating receptor Ly49D. J Exp Med 197, 919-925. 

Wang, Y., Iyer, M., Annala, A., Chappell, S., Mauro, V., and Gambhir, S. (2005). 
Noninvasive monitoring of target gene expression by imaging reporter gene expression in 
living animals using improved bicistronic vectors. J Nucl Med 46, 661-61 A. 

Werlen, G., Hausmann, B., Naeher, D., and Palmer, E. (2003). Signaling life and death in the 
thymus: timing is everything. Science 299, 1859-1863. 

Werlen, G., Hausmann, B., and Palmer, E. (2000). A motif in the alphabeta T-cell receptor 
controls positive selection by modulating ERK activity. Nature 406, 422-426. 

Williams, G., and Lau, L. (1993). Activation of the inducible orphan receptor gene nur77 by 
serum growth factors: dissociation of immediate-early and delayed-early responses. Mol Cell 
Biol 13, 6124-6136. 

Winoto, A., and Liftman, D. (2002). Nuclear hormone receptors in T lymphocytes. Cell 109 
Suppl, S57-66. 

Witt, CM., Raychaudhuri, S., Schaefer, B., Chakraborty, A.K., and Robey, E.A. (2005). 
Directed migration of positively selected thymocytes visualized in real time. PLoS Biol 3, 
el60. 

Woronicz, J., Calnan, B., Ngo, V., and Winoto, A. (1994). Requirement for the orphan steroid 
receptor Nur77 in apoptosis of T-cell hybridomas. Nature 367, 277-281. 

Woronicz, J., Lina, A., Calnan, B., Szychowski, S., Cheng, L., and Winoto, A. (1995). 
Regulation of the Nur77 orphan steroid receptor in activation-induced apoptosis. Mol Cell 
Biol 15, 6364-6376. 

Yamashita, I., Nagata, T., Tada, T., and Nakayama, T. (1993). CD69 cell surface expression 
identifies developing thymocytes which audition for T cell antigen receptor-mediated positive 
selection. Int Immunol 5, 1139-1150. 

Yoon, J., and Lau, L. (1993). Transcriptional activation of the inducible nuclear receptor gene 
nur77 by nerve growth factor and membrane depolarization in PC 12 cells. J Biol Chem 268, 
9148-9155. 

Zhan, Y., Purton, J., Godfrey, D., Cole, T., Heath, W., and Lew, A. (2003). Without peripheral 
interference, thymic deletion is mediated in a cohort of double-positive cells without classical 
activation. Proc Natl Acad Sci USA 100, 1197-1202. 

Zhang, J., Yuge Wang, Guangsan Li, Yingyun Wei, Guofa Hu, Yu Shen & Miao Du (2001). 
Co-expression of multiple gene constructs in transgenic mice 

134 



Biotechnology Letters 23, 1249-1255. 

Ziegler, S., Levin, S., Johnson, L., Copeland, N., Gilbert, D., Jenkins, N., Baker, E., 
Sutherland, G., Feldhaus, A., and Ramsdell, F. (1994a). The mouse CD69 gene. Structure, 
expression, and mapping to the NK gene complex. J Immunol 152, 1228-1236. 

Ziegler, S.F., Ramsdell, F., and Alderson, M.R. (1994b). The activation antigen CD69. Stem 
Cells 12, 456-465. 

Zipfel, W., Williams, R., and Webb, W. (2003). Nonlinear magic: multiphoton microscopy in 
the biosciences. Nat Biotechnol 21, 1369-1377. 

135 


